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POTENCIAL DE LEVEDURAS ISOLADAS DO SOLO E DO FILOPLANO DE 

PLANTAS CÍTRICAS NO BIOCONTROLE DE DOENÇAS DE PÓS-COLHEITA DE 

CITROS 

 

RESUMO - Dentre as principais doenças que ocorrem na pós-colheita em 

citros destacam-se o bolor verde, bolor azul e a podridão azeda, ocasionadas pelos 

fungos Penicillium digitatum, P. italicum e Geotrichum candidum, respectivamente. 

Uma alternativa para o controle destas doenças se dá por meio da utilização de 

leveduras. Sendo assim, objetivou-se no presente estudo isolar, selecionar e 

identificar leveduras de solos, folhas, flores e frutos de citros de diferentes regiões 

produtoras do estado de São Paulo, com potencial de aplicação como agentes de 

biocontrole aos fitopatógenos de pós-colheita. Foram obtidos 95 isolados de 

leveduras de 14 municípios do estado de São Paulo, sendo o filoplano a fonte de 

90,5% dos isolados. Nos ensaios in vitro realizados com G. candidum, o ACBL-77 

proporcionou o maior valor de inibição do crescimento micelial do fungo (35%) e os 

isolados ACBL-68 e ACB-K1 (Saccharomyces cerevisiae), os que proporcionaram 

maiores valores de inibições na germinação de conídios, 83 e 82%, 

respectivamente. Quando se avaliou o controle da podridão azeda em frutos de 

Laranja Pêra, três isolados (ACBL-23, ACBL-44 e ACBL-77) foram os mais eficientes 

no controle da doença 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 inibições do crescimento da colônia 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 incidência da doença, quando 

utilizados preventivamente. Na avaliação da inibição do crescimento micelial in vitro 

do P. italicum, oito isolados proporcionam valores de inibições 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 diminuição do 

progresso do bolor azul assim como na inibição da incidência da doença, quando 

aplicados preventivamente. 

 

Palavras-chave: Citrus spp., Controle biológico, 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 São Paulo State, with potential application as 

biocontrol agents for postharvest pathogens. Ninety-five yeast isolates were obtained 

from 14 counties in the São 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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CAPÍTULO 1 – CONSIDERAÇÕES GERAIS 

 

1. INTRODUÇÃO 

 

A citricultura brasileira ocupa lugar de destaque no cenário mundial, sendo o 

Brasil o maior produtor de laranja, respondendo por cerca de 30% da produção de 

frutos, 50% da produção de suco, com participação de 85% do suco comercializado 

internacionalmente (NEVES, 2010). A produção brasileira em 2011 foi de 

aproximadamente 19 mil toneladas, sendo que cultura está assentada em uma área 

aproximada de 795 mil hectares, dos quais 74% encontram-se localizados na região 

sudeste do país, principalmente no estado de São Paulo (AGRIANUAL, 2012).  

Não obstante a importância econômica e social que representa a citricultura 

para o país, este setor enfrenta vários problemas de natureza fitossanitária. Dentre 

tais problemas, destacam-se as doenças de pós-colheita.  

As doenças que ocorrem na fase de pós-colheita normalmente são iniciadas 

no campo e se desenvolvem durante a colheita, transporte, embalagem e 

armazenamento. De um modo geral, os produtos mais tenros e suculentos, como os 

frutos, apresentam maior suscetibilidade ao ataque de fungos causadores de 

doenças, isto por apresentarem, na maioria dos casos, uma grande disponibilidade 

de água e nutrientes (AGRIOS, 2005).  

Dentre as doenças de pós-colheita, destacam-se os bolores dos frutos 

cítricos, causados por Penicillium digitatum e Penicillium italicum e, a podridão 

azeda causada por Geotrichum candidum. Tais patógenos diminuem a qualidade e a 

quantidade dos frutos de citros, bem como prejudicam os valores nutricionais e de 

mercado. Essas doenças podem ser prevenidas por meio de uma colheita 

cuidadosa, de forma a minimizar a produção de injúrias nos tecidos dos frutos. 

Fungicidas, como o sódio-o-fenilfenato, tiabendazol e imazalil são comumente 

utilizados para o controle de doenças de pós-colheita em citros, assim como outros 

compostos, como o diclora, difenil e vapores de acetaldeido, que são usados como 

tratamentos complementares, aplicados em envelopes durante o transporte e 

armazenamento. Estes compostos emitem substâncias voláteis que são capazes de 

impedir o crescimento de um grande número de microrganismos. O surgimento de 
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linhagens de patógenos resistentes ao tratamento químico bem como as 

dificuldades decorrentes da implementação de protocolos que garantam a 

segurança do uso destes produtos, têm tornado cada vez mais problemático o 

emprego destas substâncias (JANISIEWICZ & KORSTEN, 2002; MERCIER e 

SMILANICK, 2005). Neste enfoque, existem, ainda, problemas relacionados à 

poluição ambiental e de saúde pública, que estes compostos notoriamente 

ocasionam, principalmente, devido às suas propriedades carcinogênicas. 

Devido à crescente restrição ao uso de fungicidas em pós-colheita, a 

demanda por produtos orgânicos e ao desenvolvimento de linhagens resistentes dos 

patógenos aos fungicidas utilizados (ECKERT et al., 1993), têm-se tornado 

imprescindível a busca de novas alternativas de controle. Neste contexto, o controle 

biológico de fitopatógenos se apresenta como uma alternativa promissora, na 

substituição parcial e/ou total ao uso de fungicidas. 

Muitos pesquisadores têm demonstrado a eficácia do controle biológico em 

diferentes interações entre antagonistas e fitopatógenos. Espécies de leveduras vêm 

sendo utilizadas como agentes de controle biológico para controle de diferentes 

fitopatógenos 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 doenças pós-colheita em maçãs (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 aplicação como agentes de biocontrole aos principais patógenos que 

ocorrem na pós-colheita em citros. 

 

 

 

 



3 

 

3.  OBJETIVO ESPECÍFICOS 
 

i. Isolar leveduras de solo, folhas, flores e frutos de citros de diferentes regiões 

produtoras do estado de São Paulo, com potencial de aplicação como agentes de 

biocontrole; 

 

ii. Avaliar in vitro a ação antagônica dos isolados de leveduras no controle dos 

fungos Penicillium digitatum, P. italicum e Geotrichum candidum; 

 

iii. Avaliar in vivo o controle dos fitopatógenos, 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 

fitopatógenos de pós-colheita em citros. 

 

4. REVISÃO DE LITERATURA 
 

4.1. Doenças de Pós-colheita em frutos cítricos 

 

 O Brasil é considerado um dos principais países produtores de citros e o 

maior exportador de laranja (AGRIANUAL, 2012). Doenças de pós-colheita 

representam grande perda econômica, sendo que para a exportação há cada vez 

mais a exigência de frutos isentos ou com baixos valores de resíduos químicos. 

Em relação a alguns patógenos de importância em pós-colheita em citros 

pode-se destacar, Phyllosticta citricarpa (mancha preta dos citros), Geotrichum 

candidum (podridão azeda), Colletotrichum gloeosporioides (antracnose), Penicillium 

digitatum (bolor verde) e P. italicum (bolor azul), sendo os bolores verde e azul, as 

doenças de pós-colheita que representam maior impacto econômico em todo o 

mundo (ECKERT & EAKS, 1989).  

Problemas fitossanitários de pós-colheita são amplamente utilizados como 

barreiras não tarifárias, no intuito de restringir as importações por países, 

principalmente, da União Européia (UE), com objetivos protecionistas, sendo que a 
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UE considera como doenças quarentenárias (doenças que não estão presentes em 

nenhuma área dos países membros) para frutos cítricos com sintomas da mancha 

preta dos citros. Uma seleção adequada de frutos no packing-house, eliminando 

frutos com sintomas da doença, pode diminuir os problemas na exportação, 

entretanto, os frutos podem expressar sintomas de pós-colheita durante o transporte 

e armazenamento (TOFFANO, 2005). 

As infecções em pós-colheita ocorrem principalmente através de ferimentos 

ocasionados durante o processo de colheita e transporte dos frutos, podendo 

também se originar no campo pela ação de agentes bióticos (insetos, pássaros, etc.) 

ou abióticos (vento, chuva, granizo, etc) (ECKERT & EAKS, 1989). Para reduzir a 

possibilidade de problemas fitossanitários, algumas medidas, como cuidados com os 

frutos durante a colheita, o manuseio e o transporte, devem ser tomadas, além da 

utilização de produtos para o controle desses fitopatógenos. 

 

4.1.1. Bolor verde dos frutos cítricos (Penicillium digitatum) 

 

O bolor verde é a principal doença que ocorre na pós-colheita em citros e está 

disseminada em todos os países produtores, afetando todas as espécies e 

cultivares. A ocorrência desta doença depende das condições climáticas e da forma 

de manipulação dos frutos, desde a colheita até a o consumo, podendo a doença 

ocorrer durante transporte e armazenamento dos frutos cítricos (LIU et al., 2013). 

O fungo e agente causal do bolor verde, Penicillium digitatum (Pers.) Sacc. 

1881 é um Ascomiceto, pertencente à ordem dos Eurotiales, sobrevivendo 

saprofiticamente, em pomares e outros ambientes, sobre diferentes substratos 

orgânicos, na forma de conídios, podendo afetar os frutos ainda no campo, em fase 

final de maturação. Porém, maiores prejuízos são ocasionados quando a infecção 

ocorre após a colheita, durante os processos de armazenamento e transporte. O 

tamanho dos conídios pode variar de 4 a 7 µm x 6 a 8 µm, com formato ligeiramente 

cilíndrico a ovalado, os quais são produzidos em cadeia, motivo pelo qual são 

denominados esporos catenulados, variando ligeiramente na forma e no tamanho, e 

são disseminados, principalmente pelo vento, atingindo a superfície dos frutos, onde 

penetram pelos ferimentos. As hifas são septadas e colonizam o substrato, liberando 
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enzimas, que atuam na decomposição das substâncias mais complexas, tornando-

as assimiláveis, provocando assim a podridão nos frutos. A fase perfeita desse 

fungo é rara na natureza (LARANJEIRA et al., 2002). 

A doença é caracterizada por ocasionar podridão mole nos frutos cítricos, e 

quando as lesões atingem entre 2-3 cm são cobertas pelo micélio do fungo e os 

conídios de cor verde-oliva, são produzidos no centro das mesmas, sendo que em 

condições favoráveis (24°C), o diâmetro da lesão pode alcançar de 4 a 5 cm de 

diâmetro em menos de dois dias. Após a ocorrência dos sintomas, baixos valores de 

umidade fazem com que os frutos murchem e mumifiquem, já em condições onde a 

umidade relativa é alta, outros microrganismos como fungos e bactérias, podem se 

desenvolver nas lesões, fazendo com que o fruto apodreça mais rapidamente. Os 

frutos, depois de infectados, têm o período de armazenamento reduzido, 

principalmente, pela formação de etileno, que acelera o processo de maturação, 

diminuindo a vida de prateleira (LARANJEIRA et al., 2002). 

 

4.1.2. Bolor azul dos frutos cítricos (Penicillium italicum) 

 

O bolor azul, ocasionado pelo fungo Penicillium italicum, é menos prevalente 

do que o bolor verde. A doença ocorre principalmente em frutos armazenados em 

câmera fria. O fungo pode crescer lentamente em baixas temperaturas, e causa o 

apodrecimento após longos períodos de armazenamento. O ciclo da doença e os 

sintomas do bolor azul são similares ao bolor verde. O fungo causa podridão mole, e 

o micélio branco é formado quando as lesões atingem de 2-6 cm de diâmetro, com 

esporos de coloração azul, os quais são produzidos no centro das lesões. As lesões 

do bolor azul diferem das ocasionadas pelo P. digitatum por possuir uma faixa de 

micélio branca em torno da área de esporulação, cercada de uma faixa definida de 

massa aquosa na casca dos frutos (PLAZA et al., 2003). O crescimento ótimo 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).  
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4.1.3. Podridão azeda dos frutos cítricos (Geotrichum candidum) 

 

A podridão azeda ou podridão ácida dos frutos cítricos é uma das principais 

doenças que ocorre em pós-colheita, e está disseminada em todos os países 

produtores, afetando todas as espécies e cultivares, sendo que as variedades de 

tangerinas geralmente desenvolvem a doença mais rapidamente do que variedades 

de laranjas ou grapefruits (BROWN, 1979).  

O agente causal da podridão azeda é o fungo filamentoso leveduriforme 

Geotrichum candidum. Contudo, este fitopatógeno pode ser denominado como G. 

candidum var. citri-aurantii (Ferraris) Cif. & F. Cif. sendo esta variedade denotada 

pela capacidade do fungo em infectar frutas cítricas 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 cítricos. O fungo é comumente encontrado em solos e na 

superfície de frutos de citros, e assim como fungos ascomicetos, a fase telemórfica 

do fitopatógeno (Endomyces geotrichum) não é comumente observada em solos ou 

em frutos infectados (FENG et al., 2011; MCKAY et al., 2012). 

Os frutos são infectados através de ferimentos e lesões que se estendem 

para o albedo, sendo a podridão mais prevalente em condições favoráveis (25-30ºC 

e umidade elevada) e na fase de maturação. Os sintomas iniciais da podridão azeda 

são semelhantes aos dos bolores verde e azul. A lesão aparece inicialmente 

encharcada de água, de coloração amarelo-escura. A cutícula 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 presença (SUPRAPTA et al., 1995; BROWN, 2003; 

TOURNAS, 2005; LIU et al., 2009; PALOU et al., 2009).  

 

4.2. Controle 

 

As medidas de controle de doenças que ocorrem na pós-colheita, acontecem 

ainda no campo, com cuidados durante a colheita e o manuseio dos frutos, a fim de 
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evitar a ocorrência de ferimentos de qualquer natureza. Práticas sanitárias visando 

eliminar frutos infectados e outras fontes de inóculo em pomares, veículos, 

equipamentos, materiais de colheita e transporte, e também a higienização dos 

locais onde os frutos serão processados e armazenados também são medidas 

importantes a serem adotadas.  

Os esporos dos patógenos são facilmente levados pelo ar, água dentre outros 

veículos de transporte, e são abundantes nos packing-houses. Práticas como a 

lavagem com desinfetantes, como hipoclorito de sódio, são úteis para diminuir a 

quantidade de inóculo. Os benzimidazóis podem ser aplicados nos pomares até três 

semanas antes da colheita e também na fase de pós-colheita, assim como o 

aplicação de fungicidas como imazalil, tibendazol, tratamentos térmicos e radiações 

ultra violeta (FISCHER et al., 2004).  

A utilização de fungicidas tem levado ao surgimento de linhagens de 

patógenos resistentes, que normalmente apresentam crescimento mais lento e 

menor capacidade competitiva, quando comparado aos sensíveis. Porém, alguns 

isolados mostram persistência por longos períodos, indicando uma possível seleção 

da capacidade adaptativa, competitiva e persistência da resistência (KINAY et al., 

2007). A integração de produtos biológicos e químicos pode reduzir a ampla 

aplicação de fungicidas (LUCON et al., 2010), além da combinação de antagonistas 

e fungicidas sintéticos proporcionar uma proteção integrada e com menores riscos 

de desenvolvimento de linhagens do resistentes patógeno (ARRAS et al., 2002). O 

emprego de agentes de biocontrole no manejo de doenças em pós-colheita é um 

dos métodos mais apropriado para substituir os produtos químicos (SHARMA, 2009).  

 

4.2.1. Controle Biológico 

 

 No contexto do controle biológico, doença é mais do que uma íntima interação 

entre o patógeno e o hospedeiro, a qual é influenciada pelo ambiente. A doença é o 

resultado de uma interação entre o hospedeiro, patógeno, e diversos não patógenos, 

que habitam o local da infecção e apresentam potencial para limitar a atividade de 

determinado patógeno ou aumentar a resistência do hospedeiro (COOK & BAKER, 

1983; COOK, 1985). Sendo assim, os componentes do controle biológico são o 
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patógeno, o hospedeiro e os antagonistas, influenciados por fatores ambientais 

interagindo em um sistema biológico (KIMATI et al, 1997).  

Para o controle de doenças de plantas, faz-se o uso principalmente de 

agrotóxicos, os quais, muitas vezes, são a única ferramenta capaz de exterminar o 

problema. Porém, a crescente utilização destes produtos causa a contaminação do 

ambiente, podendo contaminar o solo, rios, lagos, lençóis freáticos, além de serem 

muitas vezes carcinogênicos (LIMA et al., 2000). Sendo assim, atualmente existe 

uma crescente preocupação de produtores, consumidores e pesquisadores, visando 

à substituição parcial e/ou total destes produtos por métodos de controle 

alternativos, com substâncias livres de resíduos tóxicos ou através do controle 

biológico.  

Segundo Cook & Baker (1983), o controle biológico é a redução da soma de 

inóculo ou atividades determinantes da doença provocada por um patógeno, 

realizada por um ou mais organismos que não o homem. De acordo com Lima et al. 

(2000), o controle biológico tem como premissa básica, manter a densidade 

populacional das espécies de pragas, associadas à agricultura, em níveis 

economicamente e ecologicamente aceitáveis. 

Na pós-colheita, o controle biológico pode substituir totalmente ou atuar de 

maneira simultânea com os produtos químicos, tornando a produção de alimentos 

mais sustentável e ecológica. Os testes para o uso dessa tecnologia ainda se 

concentram, principalmente, nos laboratórios de pesquisa, no entanto, é possível 

encontrar no mercado bioprodutos, contendo como ingredientes ativos, 

microrganismos antagonistas. Atualmente, há um aumento no interesse de 

empresas em desenvolver produtos biológicos para o controle de doenças, 

principalmente em frutas e vegetais no período de pós-colheita. Quatro 

microrganismos antagonistas, duas leveduras (Candida oleophila e Cryptococcus 

albidus) e duas linhagens de uma mesma espécie de bactéria (Pseudomonas 

syringae) estão disponíveis comercialmente sob o nome de Aspire® (Ecogen Inc., 

Langhorn, PA), YieldPlus® (Anchor Yeast, Cape Town, South Africa), BIOSAVE-110® 

e BIOSAVE-111® (EcoScience, Orlando, FL), respectivamente (DROBY et al., 2002). 

A utilização de fungicidas químicos tem levado ao surgimento de linhagens 

resistentes de patógenos aos produtos utilizados (DUFFY et al. 2003). No controle 
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biológico existe também a possibilidade de haver mudanças no microrganismo 

patogênico que levam ao surgimento de linhagens resistentes, devido às constantes 

pressões exercidas pelos agentes de biocontrole. Porém, os microrganismos 

antagônicos podem apresentar diferentes mecanismos de ação em relação aos 

produtos químicos e podem, consequentemente, ser aplicados de maneira 

alternada, a fim de reduzir o possível desenvolvimento de resistência (FRAVEL, 

2005). 

As leveduras constituem um grupo microbiano com diferentes propriedades, 

que as caracterizam como potenciais candidatas ao controle de fitopatógenos. 

Leveduras estão presentes naturalmente na superfície de plantas, se reproduzem 

rapidamente, e competem no local da infecção do patógeno por espaço e nutrientes, 

além de algumas espécies antagônicas serem capazes de produzir enzimas 

hidrolíticas, compostos antibióticos e toxinas killer (McCORMACK et al., 1994; 

WALKER et al., 1995; JIJAKLI & LEPOIVRE, 1998; EL-TARABILY & 

SIVASITHAMPARAM, 2006). 

 

4.2.1.1. Controle Biológico por meio de Leveduras 

 

Leveduras são definidas como fungos, cujo estado sexual não apresenta 

corpos de frutificação e o crescimento vegetativo ocorre por brotamento ou fissão. 

São microrganismos predominantemente unicelulares, imóveis, sendo a maioria 

sapróbio e alguns parasitas oportunistas (MILLER, 1979; LACHANCE & STARMER, 

1998). A habilidade destes microrganismos em assimilar uma larga gama de 

compostos orgânicos, expande a sua capacidade de dispersão e sobrevivência em 

diferentes nichos ecológicos, podendo ser encontrados em ambientes terrestres 

(plantas, solo, animais, ar) e aquáticos (lagos, rios, mares) (LIU et al., 2013).  

A importância das leveduras remonta ao começo da história da humanidade 

através da produção do pão, alimento de grande importância para a maioria das 

culturas, além da elaboração de outros produtos tais como, álcool etílico, vinho e 

cerveja. A espécie de levedura mais conhecida é a Saccharomyces cerevisiae, que 

é importante na biotecnologia, sendo amplamente utilizada em diferentes aplicações 
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industriais, principalmente na indústria alimentícia e sucroalcooleira (EL-DASH et al., 

1980). 

A vantagem no uso de leveduras no biocontrole de doenças de pós-colheita 

deve-se ao fato destes organismos serem os maiores componentes da comunidade 

microbiana na superfície de folhas, frutos e vegetais (WILSON et al. 1993). Elas são 

agentes de controle potencialmente mais efetivos, pois são fenotipicamente mais 

adaptadas a esses nichos e são hábeis na colonização e competição por espaço e 

nutrientes (FILONOW, 1998). As leveduras possuem grande capacidade como 

agentes de biocontrole também por outros fatores, como o fato de não produzirem 

micotoxinas, antibióticos ou outras moléculas cuja presença não é aceitável em 

alimentos, como os frutos destinados ao consumo in natura (DROBY et al., 1992). 

Outra vantagem da sua utilização no controle de doenças de plantas é a melhor 

aceitação por parte dos consumidores, devido ao fato das leveduras serem 

amplamente utilizadas na produção de alimentos e bebidas.  

Apesar de todo o conhecimento sobre algumas funções das leveduras no 

ambiente, muito ainda há para ser descoberto, principalmente sobre o seu modo de 

ação em diferentes ambientes e no antagonismo a outros organismos (ROSA-

MAGRI et al. 2011). 

 

4.2.1.1.2. Mecanismos de interação 

 

O desenvolvimento de doenças infecciosas é caracterizado por uma série de 

eventos que ocorrem sucessivamente de maneira ordenada. Estes eventos incluem 

a sobrevivência, disseminação, infecção, colonização e reprodução do patógeno, 

sendo este um processo cíclico, designado pelo ciclo das relações patógeno 

hospedeiro (AGRIOS et al. 2005; BERGAMIM FILHO et al.1995) 

A atuação das leveduras no controle biológico se dá por meio da inibição de 

algum estágio do desenvolvimento da doença ou do ciclo de vida do fitopatógeno 

através de diferentes mecanismos. Estes agentes biológicos podem atuar na 

prevenção da infecção, na redução da colonização de tecidos no hospedeiro, na 

redução da esporulação ou na sobrevivência do patógeno, podendo proporcionar 

diferentes níveis de controle (PUNJA & UTKHEDE, 2003). 
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O mecanismo pelo qual um agente de biocontrole pode inibir um fitopatógeno 

geralmente não é facilmente compreendido, devido à dificuldade em separar os 

mecanismos de ação possíveis no ambiente, sendo que, de maneira geral, 

diferentes modalidades de ação estão envolvidas no antagonismo de determinado 

agente (JANISIEWICZ & KORSTEN, 2002). Salvo exceções, um agente de controle 

biológico bem sucedido possui diversas características, que agem frequentemente 

em conjunto, e que podem ser importantes para o controle efetivo da doença. A 

possibilidade de um antagonista interferir nos processos vitais dos fitopatógenos 

através de mais de um mecanismo de ação se constitui em uma característica 

importante, devido ao aumento da probabilidade de sucesso no controle (GOUVEA, 

2007). Os mecanismos das interações entre microrganismos patogênicos e 

antagônicos podem ser divididos em competição por nutrientes, antibiose, indução 

de defesa do hospedeiro e parasitismo (BERGAMIM FILHO et al., 1995). 

O mecanismo ação mais observado em leveduras é a competição por espaço 

e nutrientes (JANISIEWICZ et al., 2000). A competição entre os microrganismos por 

nutrientes e espaço, apresenta-se como um dos mecanismos de controle biológico, 

fundamental nos estudos das interações levedura-fungo filamentoso (BLEVE et al., 

2006). Fungos fitopatogênicos necessitam de portas de entrada (ferimentos, 

estômatos, etc) no tecido da planta, a fim de colonizar e causar a doença. Agentes 

de biocontrole devem ser capazes de competir efetivamente com o patógeno por 

esses locais de infecção, sendo que a falta de nutrientes e espaço pode inibir o 

desenvolvimento do patógeno e prevenir a germinação de propágulos e a infecção 

(PUNJA e UTKHEDE, 2003). 

 A parede celular do fungo é composta de 80 a 90% de carboidratos, dentre 

eles quitina e β-1,3-glucana, além de proteínas e lipídios. Portanto, a capacidade de 

determinado organismo antagonista produzir enzimas como quitinase e β-1,3-

glucanase, o tornar capaz de atuar no controle do desenvolvimento fúngico. Na 

literatura são encontrados muitos trabalhos com a utilização de leveduras capazes 

de produzir enzimas hidrolíticas, utilizando esse mecanismo no controle de fungos 

fitopatogênicos (CASTORIA et al. 2001; MASIH e PAUL, 2002; URQUHART e 

PUNJA, 2002; CHANCHAICHAOVIVAT et al., 2007). 
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Algumas leveduras são capazes de secretar uma toxina proteica, a qual mata 

outras células de leveduras sensíveis a ela, sendo esta denominada toxina killer 

(MAKOWER & BEVAN, 1963). Além de controlar o crescimento de outras leveduras, 

as linhagens killer podem apresentar comportamento antagônico a outros grupos 

microbianos, como bactérias e fungos filamentosos. Na literatura existem trabalhos 

empregando leveduras killer no controle de fitopatógenos, inibindo principalmente o 

crescimento micelial (WALKER et al.1995; COELHO 2005; EL-TARABILY & 

SIVASITHAMPARAM, 2006; CABRAL et al. 2009). 

A resistência induzida é um fenômeno biológico complexo que envolve a 

ativação de vários mecanismos, entre eles a hipersensibilidade, barreiras estruturais, 

aumento de síntese de fitoalexinas e acúmulo de proteínas relacionadas à 

patogênese (proteínas-RP), como a hidrolase β-1,3-glucanase (HAMMERSCHMIDT, 

1999). Os mecanismos podem ser bioquímicos e/ou estruturais, e atuam de forma 

dinâmica e coordenada, permitindo que a planta se defenda do ataque dos 

patógenos (PASCHOLATTI & LEITE, 1995). A ativação desses mecanismos de 

resistência apresenta-se como um método alternativo para o controle de 

fitopatógenos, sendo que estes podem ser induzidos por elicidores bióticos, como 

microrganismos (fungos filamentosos, leveduras, bactérias, partículas virais) plantas, 

e moléculas por eles produzidas (oligossacarídeos, glicoproteínas, oligopeptídeos e 

ácidos graxos); ou abióticos, os quais podem ser compostos orgânicos ou 

inorgânicos (metais pesados) e luz ultravioleta (PASCHOLATTI e LEITE, 1995; 

LEITE et al., 1997).  

A enzima peroxidase, conhecida por participar de vários processos 

fisiológicos, está relacionada à oxidação de compostos fenólicos e síntese do 

hormônio vegetal etileno, sendo que a alteração na sua atividade no processo de 

infecção tem sido relacionada à resistência das plantas contra o ataque de fungos 

fitopatogênicos. Roncatto e Pascholatti (1998) avaliaram a ação da levedura S. 

cerevisiae no perfil eletroforético de peroxidase em plantas de milho e sorgo, e 

observaram que a suspensão de células ou mesmo o filtrado da levedura foi capaz 

de alterar o padrão de atividade da enzima nas plantas. Esse resultado caracteriza a 

ação da levedura como estimuladora do processo de resistência da planta à 
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fitopatógenos que potencialmente podem vir a causar danos na cultura (ROSA-

MAGRI et al. 2011). 

Outro mecanismo utilizado por leveduras é a produção de compostos 

antimicrobianos. Urquhart e Punja (2002) purificaram um ácido graxo com atividade 

antifúngica de Tilletiopsis pallescens capaz de inibir o desenvolvimento do tubo 

germinativo e causar o colapso da hifa e do conídio do fitopatógeno Podosphaera 

xanthii. A levedura Pseudozyma flocculosa também apresenta a habilidade de 

produzir um composto contendo ácidos graxos, o qual tem a capacidade de afetar a 

permeabilidade da membrana do microrganismo alvo e inibir seu desenvolvimento 

(AVIS e BÈLANGE, 2001). 

As células de leveduras podem apresentar micoparasitismo, aderindo-se nas 

hifas e esporos fúngicos, onde ocorre uma grande interação entre o patógeno e a 

levedura antagonista (ELTARABILY & SIVASITHAMPARAM, 2006). Trabalhos de 

Arras et al. (2002) demonstraram uma rápida colonização do micélio de Penicillium 

digitatum por Candida famata, com ação lítica e fagocítica da levedura contra a hifa 

fúngica. A forte ligação de células de Pichia guilliermondii ao micélio de Penicillium 

italicum causou a degradação da parede celular da hifa próxima do local onde as 

células de leveduras se aderiram. 
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CAPÍTULO 2- ISOLAMENTO DE LEVEDURAS DO SOLO E DO FILOPLANO DE 

PLANTAS CÍTRICAS  

 

RESUMO - A obtenção de um agente de biocontrole é um processo longo, 

que envolve várias etapas, iniciando pelo método de isolamento e seleção dos 

microrganismos com potenciais para o biocontrole, até à obtenção de isolados com 

características que sejam desejáveis para a formulação de um produto comercial. As 

leveduras são microrganismos com potencial para o biocontrole de fitopatógenos de 

pós-colheita, pois apresentarem características que as tornam eficientes como 

antagonistas de fungos patogênicos, sem produzirem micotoxinas e substâncias 

antibióticas, o que poderia deixar resíduos 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 regiões do estado de São Paulo, Brasil, com 

potencial de aplicação como agentes de biocontrole aos principais fitopatógenos de 

pós-colheita em citros. Para o isolamento das leveduras, foi utilizada a técnica de 

diluição decimal com plaqueamento em meio YEPD, YM e WLN. Após o 

plaqueamento, as culturas foram incubadas a 25°C durante 7 dias na câmara para 

BOD e as colônias com morfologias distintas foram purificadas em meio YEPD e 

armazenadas para testes posteriores. Foram obtidos 95 isolados de leveduras de 14 

municípios do estado de São Paulo, apresentando colônias 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 São 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 São 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. INTRODUÇÃO 

 

Leveduras, em geral, são definidas como fungos, cujo estado sexual não 

apresenta corpos de frutificação e o crescimento vegetativo ocorre por brotamento 

ou fissão. São microrganismos predominantemente unicelulares, imóveis, sendo a 

maioria sapróbio e alguns parasitas oportunistas (MILLER, 1979; LACHANCE & 

STARMER, 1998). Este grupo de microrganismos é importante e conhecido, 

principalmente, por participar ativamente em diversos processos biotecnológicos 

(EL-DASH et al., 1980). A espécie mais conhecida e estudada deste grupo de 

microrganismos é a Saccharomyces cerevisiae, sendo amplamente utilizada na 

indústria alimentícia, para a produção de pães e bebidas alcoólicas como vinho, 

cachaça e cerveja; na indústria sucroalcooleira para a produção de álcool etílico 

(KURTZMAN & FELL, 1998; ROSA-MAGRI et al.,  2011).  

Outras espécies de leveduras também são estudadas para diferentes 

finalidades, sendo o controle biológico uma das áreas mais promissoras. Alguns 

exemplos de leveduras antagônicas são Candida oleophila e Cryptococcus albidus, 

que estão disponíveis comercialmente sob os nomes comerciais de Aspire® (Ecogen 

Inc., Langhorn, PA) e YieldPlus® (Anchor Yeast, Cidade do Cabo, África do Sul), 

respectivamente, as quais proporcionam o controle de fitopatógenos causadores de 

podridões ocorrentes na pós-colheita de frutas e vegetais. Sob o ponto de vista de 

segurança alimentar, um aspecto a ser considerado trata-se do fato das leveduras 

apresentarem características que as tornam eficientes como agentes no controle 

biológico de fungos fitopatogênicos, por não produzir esporos que, os quais podem 

causar processos alérgicos, ou micotoxinas, potencialmente causadoras de 

doenças, como ocorrem com alguns fungos filamentosos e, também pelo fato de não 

produzirem substâncias antibióticas, como algumas espécies bacterianas 

antagônicas, o que poderia deixar resíduos em frutos para o consumo in natura; 

além de conter quantidades elevadas de vitaminas, minerais e aminoácidos 

essenciais, os quais são relatados em trabalhos que indicam os benefícios 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 distribuição no ambiente, podendo ser 

encontradas em ambientes aquáticos como lagos, rios e mares e, em ambientes 

terrestres, sendo a superfície das plantas, o ambiente mais propício para o 

desenvolvimento destes microrganismos, devido principalmente, à maior 

concentração de açúcares, permitindo que as mesmas se desenvolvam de forma 

rápida, utilizando-se de todos os nutrientes e espaço (FIALHO, 2004; SHARMA et 

al., 2009). Outra característica importante deste grupo de microrganismos para o 

controle biológico se dá ao fato das leveduras apresentarem capacidade de 

sobreviver em superfícies com baixa umidade por um longo período, além de serem 

capazes de sobreviver em superfícies com pesticidas (WILSON et al., 1993; EL-

TARABILY & SIVASITHAMPARAM, 2006). 

A obtenção de um agente de biocontrole é um processo longo, que envolve 

várias etapas, iniciando pelo método de isolamento e seleção dos microrganismos 

com potenciais para o biocontrole, até à obtenção de isolados com características 

que sejam desejáveis para a formulação de um produto comercial (DROBY et al. 

2002). Uma vez que uma levedura é isolada, o próximo passo é avaliar a 

capacidade antagônica da mesma em relação a um determinado patógeno. Em 

geral, apenas 2-5% de todos os isolados obtidos apresentam capacidade antagônica 

(NUNES et al. 2012). 

Neste trabalho, objetivou-se isolar leveduras de solos e do filoplano de plantas 

cítricas com potencial de aplicação como agente de biocontrole aos principais 

fitopatógenos de pós-colheita em citros. 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1. Isolamento das leveduras 

 

Os Agentes de Controle Biológico-Levedura (ACBL) foram isolados de 

amostras de solo, folhas, flores e frutos de citros, obtidas em pomares de 14 regiões 

produtoras de citros do estado de São Paulo, Brasil. As amostras, foram coletadas e 

acondicionadas em sacos plásticos e encaminhadas ao Laboratório de Fitopatologia 



24 

 

e Controle Biológico do Centro APTA Citros “Sylvio Moreira”/IAC - Cordeirópolis/SP, 

para a realização do isolamento. 

O isolamento das leveduras foi realizado de acordo com Azeredo et al. 

(1998), por meio da técnica de diluição decimal, utilizando solução salina 0,85% para 

solo e solução de água estéril de lavagem para folhas, flores e frutos, com agitação 

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% ácido nalidíxico, dissolvidos em água destilada), YM (0,3 % de 

extrato de malte, 0,3 % de extrato de levedura, 0,5% de peptona, 1 % de glicose, 2 

% de ágar, dissolvidos em água destilada) e WLN (80 g do meio WL Nutrient 

(Acumedia®) dissolvidos em 1 litro de meio, 0,01% ampicilina e 0,01% ácido 

nalidíxico) (ROSA-MAGRI et al., 2011). 

As culturas foram incubadas a 25°C em fotoperíodo de 12h/12h por um 

período de 3-7 dias. As colônias de leveduras com morfologias distintas foram 

isoladas, e analisadas em microscópio óptico comum. Em seguida, os isolados que 

foram confirmados como levedura, pela morfologia da colônia e da célula vegetativa, 

foram purificados e, mantidos em tubos de ensaio contendo meio de cultura YEPD 

inclinado, para identificação em nível molecular. 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.1. Isolamento das leveduras 

 

Para a obtenção de um potencial agente de biocontrole, é importante o 

isolamento e seleção de microrganismos com características que sejam desejáveis 

para a formulação futura de um produto comercial (DROBY et al., 2002). No 

presente estudo foram obtidos 95 Agentes de Controle Biológico – Levedura (ACBL) 

de 14 regiões produtoras de citros do estado de São Paulo, Brasil (Tabela 1), dos 

quais, 55,8% provieram de folhas cítricas, 21% de frutos, 13,7% de flores e 9,5% de 

solo. Com relação às possíveis fontes para o isolamento de microrganismos 

antagônicos, superfícies de folhas e frutos são as mais adequadas, quando se 

pretende obter isolados de leveduras, considerando a rápida colonização das 
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mesmas neste ambiente, além do maior teor de açúcar existente (SHARMA et al., 

2009).  

Neste estudo, o filoplano, foi a principal fonte de obtenção dos isolados de 

leveduras (90,5%), sendo a rizosfera a menor fonte de obtenção dos isolados. 

Resultados semelhantes foram obtidos por outros autores, onde um baixo número 

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 população de levedura no solo é menor, 

quando comparado ao número de bactérias e fungos. Leveduras epífitas, que 

ocorrem naturalmente em frutas e vegetais, têm sido relatadas em muitos trabalhos 

como potenciais agentes de biocontrole para doenças na pós-colheita, devido, 

principalmente, à rápida colonização das mesmas sobre as superfícies e ferimentos 

(DROBY et al., 2002; MEKBIB et al., 2011).  

O uso de diferentes meios de cultura e antibióticos, durante o processo de 

isolamento e seleção de leveduras, podem interferir no número de indivíduos e 

espécies isoladas, além das características químicas e físicas 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 

que selecionou a maior percentagem de isolados com 49,5% do total, seguido dos 

meios WLN (28,4%) e YM (22,1%). Observações das culturas em placas de Petri 

com os diferentes meios utilizados para o isolamento permitiram constatar a 

existência de colônias com morfologias distintas, tais como: coloração, tamanho da 

cultura e superfície  

A morfologia das células vegetativas dos isolados de levedura também foi 

observada, em microscópio ótico comum, onde foram encontradas células com 

diferentes formatos como: globosas, baciliformes, cilíndricas e ovoides (Figura 2). 

Considerando as diferenças entre as células vegetativas dos isolados de levedura, 

Kurtzman & Fell (1998) citam que a forma da célula da levedura pode refletir o modo 

de reprodução e, em alguns casos, é uma característica de gêneros ou até mesmo 

de espécies específicas. 

Considerando as diferentes variedades de citros utilizadas para o isolamento 

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

Laranja ‘Valência’ (Citrus sinensis (L.) Osbeck) (23,1%) e Laranja ‘Pêra’ (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 São Paulo. 

Código do isolado Procedência Hospedeiro Município 

ACBL-01 Folha Laranja ‘Pêra’ Leme 

ACBL-02 Folha Laranja ‘Pêra’ Leme 

ACBL-03 Folha Laranja ‘Pêra’ Leme 

ACBL-04 Folha Laranja ‘Pêra’ Leme 

ACBL-05 Folha Laranja ‘Pêra’ Leme 

ACBL-06 Folha Laranja ‘Pêra’ Leme 

ACBL-07 Folha Laranja ‘Pêra’ Leme 

ACBL-08 Folha Laranja ‘Pêra’ Leme 

ACBL-09 Flor Laranja ‘Pêra’ Leme 

ACBL-10 Flor Laranja ‘Pêra’ Leme 

ACBL-11 Flor Laranja ‘Pêra’ Leme 

ACBL-12 Flor Laranja ‘Pêra’ Leme 

ACBL-13 Flor Laranja ‘Pêra’ Leme 

ACBL-14 Flor Laranja ‘Pêra’ Leme 

ACBL-15 Folha Laranja Lima Cordeirópolis 

ACBL-16 Folha Laranja Lima Cordeirópolis 

ACBL-17 Folha Laranja Lima Cordeirópolis 

ACBL-18 Folha Laranja Lima Cordeirópolis 

ACBL-19 Folha Laranja Lima Cordeirópolis 

ACBL-20 Folha Laranja Lima Cordeirópolis 

ACBL-21 Folha Laranja Lima Cordeirópolis 

ACBL-22 Folha Laranja Lima Cordeirópolis 

ACBL-23 Folha Laranja Lima Cordeirópolis 

ACBL-24 Folha Laranja Lima Cordeirópolis 

ACBL-25 Folha Laranja Lima Cordeirópolis 

ACBL-26 Folha Laranja Lima Cordeirópolis 

ACBL-27 Folha Laranja Lima Cordeirópolis 

ACBL-28 Fruto Laranja Lima Cordeirópolis 

ACBL-29 Fruto Laranja Lima Cordeirópolis 

ACBL-30 Fruto Laranja Lima Cordeirópolis 

ACBL-31 Fruto Laranja Lima Cordeirópolis 
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Continuação Tab. 1 

ACBL-32 Folha Laranja 'Valência' Jaboticabal 

ACBL-33 Folha Laranja 'Valência' Jaboticabal 

ACBL-34 Folha Laranja 'Valência' Jaboticabal 

ACBL-35 Folha Laranja 'Valência' Jaboticabal 

ACBL-36 Folha Laranja 'Valência' Jaboticabal 

ACBL-37 Folha Laranja 'Valência' Jaboticabal 

ACBL-38 Folha Laranja 'Valência' Jaboticabal 

ACBL-39 Folha Limão 'Tahiti' Estiva Gerbi 

ACBL-40 Folha Laranja 'Valência' Mogi Guaçu 

ACBL-41 Folha Laranja 'Valência' Mogi Guaçu 

ACBL-42 Folha Laranja 'Valência' Mogi Guaçu 

ACBL-43 Flor Laranja 'Valência' Ipeúna 

ACBL-44 Flor Laranja 'Valência' Mogi Guaçu 

ACBL-48 Fruto Laranja 'Valência' Jaboticabal 

ACBL-49 Fruto Laranja 'Valência' Jaboticabal 

ACBL-50 Fruto Laranja 'Valência' Jaboticabal 

ACBL-51 Fruto Limão 'Tahiti' Estiva Gerbi 

ACBL-52 Flor Laranja 'Valência' Mogi Guaçu 

ACBL-53 Flor Laranja 'Valência' Mogi Guaçu 

ACBL-54 Flor Laranja 'Valência' Mogi Guaçu 

ACBL-55 Flor Laranja 'Valência' Mogi Guaçu 

ACBL-58 Fruto Laranja 'Valência' Mogi Guaçu 

ACBL-59 Flor Laranja 'Valência' Mogi Guaçu 

ACBL-61 Folha Laranja 'Valência' Jaboticabal 

ACBL-63 Folha Limão 'Tahiti' Campinas 

ACBL-65 Fruto Limão 'Tahiti' Campinas 

ACBL-66 Fruto Limão 'Tahiti' Campinas 

ACBL-67 Fruto Limão 'Tahiti' Campinas 

ACBL-68 Fruto Limão 'Tahiti' Campinas 

ACBL-69 Fruto Limão 'Tahiti' Campinas 

ACBL-70 Fruto Limão 'Tahiti' Campinas 

ACBL-71 Solo Limão 'Tahiti' Campinas 

ACBL-72 Solo Limão 'Tahiti' Campinas 

ACBL-73 Solo Limão 'Tahiti' Campinas 

ACBL-74 Solo Limão 'Tahiti' Campinas 

ACBL-75 Solo Limão 'Tahiti' Campinas 

ACBL-76 Fruto Tangor Murcott Colina 
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Continuação Tab. 1 

ACBL-77 Folha Tangor Murcott Colina 

ACBL-78 Folha Tangor Murcott Colina 

ACBL-80 Folha Laranja 'Pêra' Jales 

ACBL-81 Folha Laranja 'Pêra' 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 Limão Cravo Itápolis 

ACBL-101 Folha Tangor Murcott Itapetininga 

ACBL-102 Fruto Laranja 'Pêra' Ibitinga 

ACBL-103 Solo Tangor Murcott Itapetininga 

ACBL-104 Solo Tangor Murcott Itapetininga 

ACBL-105 Solo Tangor Murcott Itapetininga 

ACBL-106 Solo Laranja 'Pêra' Ibitinga 

 

 

4. CONCLUSÃO 

 

 Foram obtidos 95 isolados de leveduras de diferentes regiões produtoras de 

citros do estado de São Paulo, os quais foram testados quanto à capacidade 

antotagônica à Penicillium digitatum, P. italicum e Geotrichum canididum, nos 

capítulos seguintes. 
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CAPITULO 3 – POTENCIAL DE LEVEDURAS NO CONTROLE DA PODRIDÃO 

AZEDA EM FRUTOS DE LARANJA PÊRA 

 

RESUMO - Dentre as principais doenças que ocorrem na pós-colheita em 

citros destaca-se a podridão azeda, ocasionada pelo fungo Geotrichum candidum. 

Uma alternativa para o controle da doença se dá por meio da utilização 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 aplicação como 

agente de biocontrole à G. candidum. A ação antagônica dos isolados foi avaliada 

pela técna de cultivo pareado em placa de Petri. O experimento foi conduzido em 

delineamento inteiramente casualizado, com quatro repetições e a avaliação foi 

realizada por meio da determinação do diâmetro médio da colônia do fitopatógeno. 

O efeito de isolados de levedura na germinação de conídios de G. candidum foi 

avaliado em lâminas de vidro contendo ágar-água, utilizando 15 isolados que 

proporcionaram maiores valores de inibições do crescimento da colônia do 

fitopatógeno in vitro. Para os ensaios in vivo, frutos de Laranja Pêra foram lavados, 

esterilizados superficialmente com hipoclorito de sódio a 2%, feridos em dois pontos 

eqüidistantes na região mediana dos frutos a uma profundidade de 3mm e, 

inoculados com suspensões de conídios de G. candidum (1x104 conídios/ml) 24 

horas antes e  24 horas depois dos  tratamentos com suspensões dos antagonistas 

(1x107 células/ml). Nos ensaios in vitro somente o isolado ACBL-77 obteve valor de 

inibição da colônia do fitopatógeno acima de 35%. Para o ensaio de germinação de 

conídios, com exceção do ACBL-21, todos os demais isolados avaliados afetaram a 

germinação do fungo, sendo os melhores isolados ACB-K1 e ACBL-68, os quais 

apresentaram 82 e 83% de inibição, respectivamente. Nos ensaios in vivo quatro 

isolados de levedura mostraram potencial para o controle da podridão azeda em 

frutos cítricos, sendo que dois isolados, ACBL-23 e ACBL-77, mostraram eficiência 

de controle tanto de forma preventiva como de forma curativa. 

 

 

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

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

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. Pêra) 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 (1x104 

spores/ml) 24 hours before and after the treatments with the antagonistcs 

suspension (1x107 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. INTRODUÇÃO 

 

O Brasil é o maior produtor mundial de laranja, respondendo por cerca de 30% 

da produção, 50% da produção de suco, com participação de 85% do suco 

comercializado internacionalmente (NEVES, 2010). A produção brasileira em 2011 

foi de aproximadamente 19 mil toneladas, sendo que cultura está assentada em uma 

área aproximada de 795 mil hectares, dos quais 74% encontram-se localizados na 

região sudeste do país (AGRIANUAL, 2012).  

Não obstante a importância que a atividade citrícola tem para a economia 

nacional, os pomares são acometidos por uma série de pragas e doenças que são 

responsáveis por reduções consideráveis na produtividade e na qualidade dos 

frutos. Dentre as principais doenças que ocorrem na pós-colheita em citros, pode-se 

destacar a podridão azeda, causada pelo fungo Geotrichum candidum. Este 

fitopatógeno 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 são infectados através de ferimentos e em condições favoráveis (25-

30ºC e umidade elevada) e apodrecem completamente em quatro ou cinco dias e a 

doença pode se propagar por contato (SUPRAPTA et al., 1995; PALOU et al., 2009).  

Embora a ocorrência da podridão azeda seja menos comum do que os bolores 

verde e azul, ocasionados respectivamente por Penicillium digitatum e P. italicum, a 

doença pode ocasionar perdas significativas em épocas de chuvas intensas (LIU et 

al., 2009).  

Atualmente, não existem fungicidas registrados no Brasil, que sejam eficientes 

para o controle da podridão azeda. Sódio o-fenilfenol (Sopp), embora seja indicado 

para o controle da doença, possui utilização limitada devido ao risco de danos em 

frutos, como o escurecimento da casca e a oleocelose (LADANIYA, 2008). A 

guazatina (BROWN, 1988), outra substância química utilizada para o controle, não é 

autorizada em vários países, inclusive no Brasil (ECKERT, 1978; MERCIER e 

SMILANICK, 2005; LIU, et al., 2009).  

A utilização de fungicidas tem levado ao surgimento de linhagens resistentes 

do patógeno aos princípios ativos, como tiabendazol e imazalil (LIU et al., 2009). 



35 

 

Aliado a isto, o alto custo no desenvolvimento de produtos químicos, e o crescimento 

da preocupação da sociedade com a segurança alimentar e com o meio ambiente, 

têm levado produtores a buscar métodos alternativos de controle, e dentre estes, o 

controle biológico. Dentre os antagonistas mais utilizados para o controle de 

doenças que ocorrem na pós-colheita, destacam-se várias espécies de leveduras, 

devido, principalmente, à capacidade das mesmas em colonizar e sobreviver sobre a 

superfície dos frutos por um longo período de tempo (LAHLALI et al., 2011). 

Sob o ponto de vista de segurança alimentar, um aspecto a ser considerado 

trata-se da possibilidade de microrganismos antagônicos apresentarem antibiose 

como um de seus mecanismos de ação, o que poderia deixar algum resíduo em 

frutos para o consumo in natura. Diante desta situação, abre-se uma perspectiva 

positiva à utilização de leveduras, devido, principalmente, à baixa possibilidade 

micotoxigênica deste grupo de microrganismo, muito utilizado em processos 

fermentativos (KUPPER et al., 2013). 

O sucesso da utilização de leveduras no controle biológico tem estimulado o 

interesse de várias empresas no desenvolvimento de bioprodutos para o controle de 

podridões de pós-colheita de frutas e vegetais. Atualmente, duas leveduras 

antagônicas (Candida oleophila e Cryptococcus albidus), estão disponíveis 

comercialmente sob os nomes comerciais Aspire (Ecogen Inc., Langhorn, PA) e 

YieldPlus (Anchor Yeast, Cidade do Cabo, África 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 aplicação como agente de biocontrole à G. 

candidum. 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1. Fungo fitopatogênico (Geotrichum candidum) 

 

Para realização deste estudo, foi utilizado um isolado de Geotrichum 

candidum pertencente à coleção de microrganismos do Laboratório de Fitopatologia 

e Controle Biológico do Centro de Citricultura “Sylvio Moreira”/IAC, Cordeirópolis, 

SP, Brasil. 

 

2.2. Atividade antifúngica in vitro a Geotrichum candidum 

 

2.2.3. Crescimento micelial 

 

Para os testes de antagonismo, além dos isolados de levedura obtidos 

(Capítulo 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 fermentação para a produção de etanol, 

caracterizados por electroforese de cariotipagem (FIALHO et al., 2010), e 

pertencentes à coleção microrganismos do Laboratório de Bioquímica e 

Fermentação de Álcool do Departamento de Ciências Biológicas da Esalq/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 diâmetro foram 

retirados de colônias 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 distância 

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 fotoperíodo de 12h/12h. Para a avaliação 

do antagonismo mediu-se o diâmetro da colônia do fungo em dois sentidos 

perpendiculares após o período de incubação.  Foi utilizado um delineamento 
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inteiramente casualizado com quatro repetições por tratamento. Os resultados foram 

submetidos a análise de variância (ANOVA) e a comparação das médias foi feita 

pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. 

Para uma melhor caracterização, foi determinada uma escala de antagonismo 

de acordo com Sharma et al., (2009), para avaliar a ação antagônica dos isolados de 

levedura contra à G. candidum, com quatro diferentes níveis: (0) – o fungo 

filamentoso cresce independentemente da presença da levedura; (+) - o fungo 

filamentoso cresce até o limite da colônia da levedura e não se desenvolve por cima 

desta; (+/+) - há formação de halo de inibição e este se mantém por todo o período 

de incubação; (+/-) – há retardo no desenvolvimento micelial, mas no fim do período 

de incubação, o fungo filamentoso se desenvolve por cima da levedura. 

 

2.2.4. Germinação de conídios 

 

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 

inibições no teste de antagonismo em placas de Petri. Alíquotas de 20µL de cada 

isolado de levedura (1x108 células/mL) e da suspensão de conídios de G. candidum 

(1x104 conídios/mL) foram depositadas, simultaneamente, em áreas demarcadas de 

lâminas previamente preparadas contendo meio ágar-água. Para o controle, 

alíquotas de água destilada e esterilizada foram depositadas no lugar dos 

antagonistas (KUPPER et al. 2013).  

As lâminas foram depositadas no interior de placas de Petri esterilizadas, 

contendo algodão embebido em água destilada e esterilizada, a fim de manter a 

umidade. As culturas foram incubadas em estufa para BOD, em fotoperíodo de 

12h/12h a 25°C por 14 horas. Ao término deste período, em cada lâmina foram 

adicionados 10 µl de uma solução contendo azul lático. A avaliação procedeu 

através da contagem de conídios germinados e não germinados, num total de 100 

conídios avaliados ao acaso. Foi considerado germinado o conídio cujo tamanho do 

tubo germinativo encontrava-se maior ou igual ao tamanho do conídio. Utilizou-se 

um delineamento inteiramente casualizado, sendo 6 repetições por tratamento. Os 
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resultados analisados pela análise de variância (ANOVA) e a comparação das 

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

 

2.3. Atividade antifúngica in vivo a Geotrichum candidum 

 

2.3.1. Inoculação com o patógeno  

 

Frutos de Laranja Pêra foram lavados, desinfetasdos superficialmente com 

hipoclorito de sódio a 0,2% e, feridos em dois pontos equidistantes, na região 

mediana dos frutos, com agulhas demarcadas (3mm) esterilizadas a uma 

profundidade de 3 mm. Em seguida, os frutos foram inoculados na região do 

ferimento com 20 µl de uma suspensão de G. candidum contendo uma concentração 

de 1x104 conídios/mL, 24 h antes (tratamento preventivo) e 24 h após (tratamento 

curativo) a realização 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 realização dos tratamentos nos ensaios in vivo. Uma alçada de cada isolado 

foi retirada de colônias cultivadas por 48 h em meio YEPD, transferida em 

Erlenmeyer contendo 25 mL de meio YEPD líquido e incubada sob agitação de 250 

rpm por 48 h. Após o período de incubação, foi realizada a contagem de células com 

auxílio de um hemocitômetro, e as suspensões foram ajustadas para a concentração 

de 107 células/mL. Para o tratamento químico foi utilizado o fungicida Imazalil, na 

concentração de 2 mL/Litro. O controle positivo correspondeu aos frutos tratados 

com água destilada esterilizada no lugar dos tratamentos. 

Alíquotas de 20 µl de cada um dos tratamentos foram aplicadas, com auxilio 

de uma pipeta automática nos ferimentos, de maneira preventiva e curativa. Após a 

inoculação com G. candidum e a realização dos tratamentos, os frutos foram 

armazenados por 15 dias em condição ambiente (25 ± 5°C e 90% UR). A severidade 
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da doença foi avaliada no 9º, 11º, 13º e 15º dia após a inoculação com o 

fitopatógeno, medindo-se o diâmetro médio das lesões de podridão azeda com o 

auxílio de um paquímetro. A incidência foi avaliada pela porcentagem de frutos 

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

 

2.3.3. Análises Estatísticas 

 

Foi utilizado um delineamento inteiramente casualizado, sendo cada 

tratamento composto por 3 repetições, com 20 frutos por repetição. Para analisar o 

efeito dos tratamentos sobre o tamanho médio das lesões ocasionadas por G. 

candidum, efetuou-se o cálculo da área abaixo da curva de progresso da doença 

(AACPD), que é expressa pela plotagem da proporção de doença em porcentagem, 

versus o tempo (BERGAMIN FILHO & AMORIM, 1996). Segundo Shaner & Finney 

(1977), a AACPD pode ser calcula pela fórmula: 

            AACPD = ∑n-1 [(Yi+1 + Yi)/2] * [(Ti+1 - Ti)]; onde: 

n – é o número de observações/avaliações. 

Yi – proporção da doença na “i”- ésima observação/avaliação; 

Ti – é o tempo em dias na “i”- ésima observação/avaliação; 

 

Os resultados foram analisados por análise de variância (ANOVA) usando o 

software de estatística ASSISTAT 7.6 e a comparação das médias foi realizada pelo 

teste de Tukey a 5% de probabilidade. 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.1. Atividade antifúngica in vitro a Geotrichum candidum 

 

3.1.2. Crescimento micelial 

 

No primeiro ensaio, verificou-se que dentre os 29 isolados estudados, 

nenhum inibiu a colônia do fitopatógeno (Tabela 1). Para o segundo ensaio, dos 19 

isolados de levedura testados, a maioria dos isolados (ACBL-39, ACBL-43, ACBL-



40 

 

37, ACBL-35, ACBL-21, ACBL-34, ACBL-44, ACBL-42, ACBL-50, ACBL-52 e ACBL-

23) inibiu G. candidum, com valores de inibições 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 inibição da colônia do 

fitopatógeno, proporcionando halo de inibição. O mesmo ocorreu no quarto ensaio, 

onde 21 isolados foram avaliados e somente o ACBL-77 (Figura 1), diferiu do 

controle, proporcionando 35% de inibição da colônia do G. candidum (Tabela 4). 

No 5º 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 colônia 

do fungo, com valores de inibições 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- Inibição do patógeno () 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 

colônia 

% de Inibição da colônia do 

fitopatógeno 

Escala de 

Antagonismo 

  

ACBL-02 4,55 c 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 5,43 bc 9,20 +/+   

ACBL-18 5,48 bc 8,36 +/+   

ACBL-26 5,5 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 5,52 +   

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 0   

ACBL-30 6,16 b -3,01 0   

ACBL-29 6,31 b -5,52 0   

ACBL-27 6,36 b -6,35 +   

ACBL-08 8,45 a -41,30 +/-   

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

* (0) – sem controle; (+) - o fungo cresce até o limite da colônia da levedura; (+/+) - formação de halo de 

inibição; (+/-) – há inibição da colônia, mas após período de incubação, 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. 

Isolado de Levedura 
*Tamanho médio da 

colônia 

% de Inibição da colônia do 

fitopatógeno 

 Escala de 

Antagonismo 

 

ACBL-23 4,88 c 28,86  +/+  

ACBL-52 4,91 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 não diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. 

* (0) – sem controle; (+) - o fungo cresce até o limite da colônia da levedura; (+/+) - formação de halo de 

inibição; (+/-) – há inibição da colônia, mas após período de incubação, o fungo se desenvolve por cima 

da levedura. 

 

Nos ensaios in vitro, verificou-se que, 23% dos isolados de leveduras obtidos 

inibiram, estatisticamente, a colônia do fitopatógeno, com valores de inibições entre 

13% e 35%, dentre os melhores isolados encontram-se ACBL-23, ACBL-68, ACBL-

77 (S. koalae) e o 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 inibição da colônia do patógeno em até 51,1%, 

no entanto, os autores observaram uma inibição moderada por isolados de 

Cryptococcus sp. e Candida sp. com até 31,5% de inibição da colônia do fungo, 

similar à inibição 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 colônia G. candidum em meio sólido.  

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

Isolado de Levedura 

*Tamanho médio 

da colônia 

% de Inibição da colônia do 

fitopatógeno 

Escala de 

Antagonismo 

  

ACBL-68 5,58 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 7,12 a 6,56 +   

ACBL-73 7,17 a 5,91 +   

ACBL-61 7,25 a 4,81 +   

ACBL-58 7,42 a 2,63 +   

ACBL-67 7,42 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 não diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. 

* (0) – sem controle; (+) - o fungo cresce até o limite da colônia da levedura; (+/+) - formação de halo de 

inibição; (+/-) – há inibição da colônia, mas após período de incubação, 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. 

Isolado de Levedura 

*Tamanho médio da 

colônia 

% de Inibição da colônia do 

fitopatógeno 

Escala de 

Antagonismo 

  

ACBL-77 5,44 c 35,07 +/+   

ACBL-91 7,29 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 não diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. 

* (0) – sem controle; (+) - o fungo cresce até o limite da colônia da levedura; (+/+) - formação de halo de 

inibição; (+/-) – há inibição da colônia, mas após período de incubação, 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. 

Isolado de Levedura 

*Tamanho médio da 

colônia 

% de Inibição da colônia do 

fitopatógeno 

Escala de 

Antagonismo 

  

ACB-K1 5,55 c 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 não diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. 

* (0) – sem controle; (+) - o fungo cresce até o limite da colônia da levedura; (+/+) - formação de halo de 

inibição; (+/-) – há inibição da colônia, mas após período de incubação, o fungo se desenvolve por cima 

da levedura. 

 

3.1.3.  Germinação de conídios 

 

No ensaio de inibição da germinação de conídios de G. candidum, por meio 

da utilização de isolados de leveduras, com exceção do ACBL-21, todos os demais 

isolados avaliados inibiram a germinação de conídios do fungo (Figura 2), sendo que 

maiores valores de inibições foram encontrados nos isolados ACB-K1 (82%) e 

ACBL-68 (83%) (Figura 3).  

 



46 

 

 

 

Figura 2. Efeito de diferentes isolados de levedura na inibição da germinação de conídios 
de G. candidum. Significância estatística determinada em P <0,05 de acordo com o teste 
Tukey de separação de médias. 

 

Resultados semelhantes podem ser encontrados nos estudos realizados por 

Abda-Alla et al. (2007), que avaliando o potencial antagônico de nove isolados de 

leveduras na germinação de G. candidum, observaram que todos afetaram a 

germinação de conídios do fitopatógeno, sendo o isolado de S. cerevisiae, o que 

apresentou o maior valor de inibição (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 inibição da 
germinação de conídios de Geotrichum candidum observados em microscópio óptico 
comum (aumento de 400 X). Controle (A). 
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3.2. Atividade antifúngica in vivo a Geotrichum candidum 

 

3.2.1. Efeito dos tratamentos no progresso da podridão azeda em frutos de 

Laranja Pêra 

 

Quando frutos de Laranja Pêra foram tratados 24 horas antes da inoculação 

com o fitopatógeno (tratamento preventivo), somente os frutos tratados com o 

fungicida imazalil não diferiram do controle quanto ao tamanho médio das lesões 

ocasionados por G. candidum.  Menores valores do desenvolvimento do tamanho 

das lesões de podridão 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 lesões 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 lesões, 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).  

 

  

Figura 4. Área Abaixo da Curva de Progresso da Doença (AACPD) para o diâmetro médio 
de lesões ocasionadas por G. candidum, após tratamento preventivo (A) e tratamento 
curativo (B) com diferentes isolados de levedura, armazenados a 25 ± 5ºC e 90% de UR. 
Significância estatística determinada em P <0,05 de acordo com o teste Tukey de separação 
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 lesões ocasionadas por G. 
candidum em frutos de Laranja Pêra tratados de maneira preventiva (A) e curativa (B), 
armazenados por 15 dias à 25ºC e 90% de UR. 
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Em ensaios in vivo, Ren et al. (2012) demonstraram que a incidência e o 

tamanho médio de lesões ocasionadas por G. citri aurantii em frutos cítricos foi 

reduzida com a utilização de um isolado recombinante de Pichia pastoris. O 

presente estudo demonstrou o uso em potencial de isolados de levedura na inibição 

da podridão azeda em frutos de Laranja Pêra, com valores de inibições de até 91% 

(S. koalae ACBL-77) para a incidência da doença, e inibindo o desenvolvimento das 

lesões acima de 95% (C. stellimalicola ACBL-44 e ACBL-23).  

No trabalho de Hernández-Montiel et al. (2011), a incidência e o tamanho das 

lesões ocasionadas por G. citri aurantii em frutos de limão mexicano (Citrus 

aurantifolia), foi reduzido significativamente, quando os frutos foram tratados com 

dois isolados da levedura epífita Debaryomyces hansenii, sendo o que as leveduras 

deste gênero tem se mostrado como um potencial agente de biocontrole (DROBY et 

al., 1989; HERNÁNDEZ-MONTIEL et al., 2011). 

No presente estudo, alguns isolados foram eficientes na redução do 

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

 

Figura 6. Diagrama de Ven demostrando os melhores tramentos utilizados preventiva (A) e 
curativamente (B) no progresso da podridão azeda em frutos de laranja Pêra. Intersecção 
demonstra os tratamentos que foram eficientes utilizados das duas maneiras, curativa e 

preventivamente. 
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3.2.2. Efeito dos tratamentos na incidência da podridão azeda em frutos de 

Laranja Pêra 

 

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 

podridão azeda, respectivamente (Figura 7-A). Quando os tratamentos foram 

realizados após 24 horas de inoculação com o patógeno, 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 cítricos foram tratados com 

isolados de levedura, a incidência da podridão azeda foi reduzida, significativamente 

(DROBY et al., 1989; HERNÁNDEZ-MONTIEL et al., 2011; REN et al., 2012), assim 

como no presente estudo, onde pode-se observar uma redução de frutos 

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

curativa. 

 

  

Figura 7. Porcentagem de frutos de Laranja Pêra com sintomas de podridão azeda, após 
tratamento preventivo (A) e tratamento curativo (B) com diferentes isolados de levedura, 
armazenados a 25 ± 5ºC e 90% de UR, por 15 dias. Significância estatística determinada em 
P <0,05 de acordo com o teste Tukey de separação de médias. 
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Os parâmetros avaliados, severidade e incidência, mostraram que, os 

isolados de levedura ACBL-23, ACBL-44 (C. stellimalicola) e ACBL-77 (S. koalae) 

(Figura 8) foram os mais eficientes no controle da doença quando aplicado de 

maneira preventiva e curativa, enquanto que o tratamento químico empregado neste 

experimento mostrou controle, embora menor, quando os frutos foram tratados de 

forma curativa.  

O controle efetivo da podridão azeda requer tratamentos que ajam 

simultaneamente de maneira preventiva e curativa, considerando possíveis 

infecções já existentes que tenham vindo do campo e infecções subsequentes que 

podem ocorrer durante no packing-house, durante o beneficiamento e 

armazenamento. 

 

Figura 8. Isolados de levedura, ACBL-23, ACBL-44 e ACBL-77, mais eficientes no controle 
da podridão azeda em frutos de Laranja Pêra tratados preventivamente e inoculados com 
Geotrichum candidum, armazenados a 25 ± 5ºC e 90% de UR, por 15 dias. 
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Os ensaios in vitro mostraram valores de inibições muito inferiores aos 

observados in vivo neste estudo, o que, segundo Plaza et al. (2004) pode ocorrer, 

considerando que sob condições in vivo, além do ambiente outros fatores podem 

estar envolvidos, como por exemplo, a natureza dos componentes e a própria 

interação entre os microrganismos no local da infecção. 

 Isolados de P. anômala e C. oleophila foram capazes de diminuir a incidência 

da doença e o tamanho de lesões ocasionadas por G. candidum, P. digitatum e P. 

italicum em frutos cítricos (LAHLALI et al., 2004). Droby et al. (2002) forneceram 

evidências de que as células da levedura antagonista C. oleophila aplicada em 

ferimentos superficiais em frutos de grapefruit (Citrus grandis) foram capazes de 

induzir resistência ao P. digitatum. 

 No presente estudo, três isolados, reduziram a incidência da podridão azeda 

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

 
Figura 9. Diagrama de Ven demostrando os melhores tramentos utilizados preventiva (A) e 
curativamente (B) Na incidência da podridão azeda em frutos de laranja Pêra. Intersecção 
demonstra os tratamentos que foram eficientes utilizados das duas maneiras, curativa e 

preventivamente. 
 

4. CONCLUSÃO 

 

 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 podridão azeda em frutos de Laranja Pêra. 
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CAPÍTULO 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 doença que ocorre na pós-colheita em citros. Uma alternativa para o 

controle da doença se dá por meio da utilização 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 São Paulo, Brasil, quanto ao 

antagonismo in vitro e in vivo à P. digitatum. A avaliação in vitro se deu por meio da 

técnica de cultivo pareado em placas de Petri. O delineamento foi inteiramente 

casualizado com 5 repetições e avaliação foi realizada pela determinação do 

diâmetro médio da colônia do fitopatógeno. Posteriormente, frutos de laranja 

(Citrus sinensis cv. Lima) foram lavados, esterilizados superficialmente com 

hipoclorito de sódio a 2%, feridos em dois pontos eqüidistantes na região mediana 

dos frutos a uma profundidade de 3 mm e, inoculados com suspensões de conídios 

de P. digitatum (1x104 conídios/ml) 24 horas antes e  24 horas depois dos  

tratamentos. Para os tratamentos, foram aplicadas suspensões dos antagonistas 

(1x107 células/ml) ou do fungicida Imazalil (0,2%). O controle correspondeu aos 

frutos inoculados e tratados com água destilada. Utilizou-se delineamento 

inteiramente casualizado com três repetições (20 frutos/repetição). Foram avaliadas 

a severidade e a incidência da doença. Nos ensaios in vitro, cinco isolados de 

levedura (ACBL-76, ACBL-82, ACBL-84 e ACBL-87) proporcionaram valores de 

inibições do crescimento da colônia 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 incidência da doença, quando utilizados 

preventivamente. 

 

 

 

Palavras-chave: Citrus spp., Controle Biológico, 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 São 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 (1x104 spores/ml) 24 

hours before and after the treatments. The treatments consisted in the application of 

the antagonist suspensions (1x107cells/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., Penicillium digitatum, Saccharomyces 

cerevisiae. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

Ferimentos ocasionados em frutos durante processos de colheita e transporte 

são portas de entrada para o fungo Penicillium digitatum, agente causal do bolor 

verde, que é a principal doença que ocorre na fase de pós-colheita em citros, 

diminuindo a qualidade e a quantidade dos frutos cítricos, 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 são utilizados sozinhos, em misturas, ou aplicados 

separadamente, em sequencia, sendo os mesmos utilizados ha mais de 25 anos, o 

que contribui para a proliferação de linhagens do patógeno resistentes aos princípios 

ativos utilizados (ISMAIL & ZHANG, 2004). O desenvolvimento de linhagens 

resistentes, a crescente demanda por produtos orgânicos e a preocupação com a 

contaminação do ambiente pelos produtos químicos, tem levedo à busca por 

métodos alternativos de controle (SANTOS et al., 2004; ZHU et al., 2006; KINAY et 

al., 2007 COELHO et al., 2011). 

Visando a ampliação da exportação de frutas cítricas e a crescente 

preocupação do mercado à aquisição de frutos isentos de resíduos de agrotóxicos, a 

utilização de microrganismos como agentes de biocontrole para doenças de pós-

colheita constitui-se numa alternativa viável em todo o mundo (SHARMA et al., 

2009). Pesquisas recentes têm demonstrado a eficácia do controle biológico, através 

da ação de isolados de leveduras no controle de doenças fúngicas em pós-colheita 

(CHANCHAOVIVAT et al., 2007).  

Leveduras epífitas, encontradas em folhas e frutos, parecem competir 

efetivamente com patógenos de pós-colheita, como o Penicillium spp. (LEIBINGER 

et al., 1997; MCGUIRE, 1995). Algumas espécies de leveduras são capazes de 

produzir substancias como as toxinas Killer, enzimas hidrolíticas e, em determinadas 

condições, formam biosurfactantes e bioemulsificadores que facilitam a adesão 

(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 

aplicação como agente de biocontrole à P. digitatum. 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1. Fungo fitopatogênico (Penicillium digitatum) 
 

Para realização deste estudo, foi utilizado um isolado de Penicillium digitatum, 

pertencente à coleção de microrganismos do Laboratório de Fitopatologia e Controle 

Biológico do Centro de Citricultura “Sylvio Moreira”/IAC, Cordeirópolis, SP, Brasil. 

 

2.2. Atividade antifúngica in vitro a Penicillium digitatum 

 

2.2.3. Crescimento micelial 

 

Para os testes de antagonismo, além dos isolados de levedura obtidos 

(Capítulo 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 fermentação para a produção de etanol, 

caracterizados por electroforese de cariotipagem (FIALHO et al., 2010), e 

pertencentes à coleção de microrganismos do Laboratório de Bioquímica e 

Fermentação de Álcool do Departamento de Ciências Biológicas da Esalq/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 diâmetro foram retirados de 

colônias ativas de P. digitatum cultivadas em meio BDA por 7 a 10 dias e 

depositados em placas de Petri contendo meio de cultura BDA à 3 cm de distância 

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 fotoperíodo de 12h/12h. Para a avaliação, 

mediu-se o diâmetro da colônia do fungo em dois sentidos perpendiculares após o 

período de incubação. Foi utilizado um delineamento inteiramente casualizado com 

quatro repetições por tratamento. Os resultados foram submetidos à análise de 
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variância (ANOVA) e a comparação das médias foi feita pelo teste de Tukey a 5% de 

probabilidade. 

Para uma melhor caracterização, foi determinada uma escala de antagonismo 

de acordo com Sharma et al., (2009), para avaliar a ação antagônica dos isolados de 

levedura contra à P. digitatum com quatro diferentes níveis: (0) - o fungo filamentoso 

cresce independentemente da presença da levedura; (+) - o fungo filamentoso 

cresce até o limite da colônia da levedura e não se desenvolve por cima desta; (+/+) 

- há formação de halo de inibição e este se mantém por todo o período de 

incubação; (+/-) – há retardo no desenvolvimento micelial, mas no fim do período de 

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

 

2.3. Atividade antifúngica in vivo a Penicillium digitatum 

 

2.3.1. Inoculação com o patógeno 

 

Frutos de Laranja Lima (Citrus sinensis (L.) Osbeck) foram obtidos em um 

packing-house da cidade de Limeira, SP, Brasil. Os frutos estavam no estágio de 

maturação comercial, selecionados por uniformidade de cor, forma e tamanho. No 

laboratório, os frutos foram lavados, desinfetados superficialmente com hipoclorito 

de sódio a 2% e, feridos em dois pontos equidistantes, na região mediana dos frutos, 

com agulhas esterilizadas a uma profundidade de 3 mm. Em seguida, os frutos 

foram inoculados na região do ferimento com 20 µL de uma suspensão de P. 

digitatum contendo uma concentração de 1x104 conídios/mL, 24 h antes (tratamento 

preventivo) e 24 h após (tratamento curativo) a realização 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 os maiores valores de inibição do crescimento micelial do 

fitopatógeno nos ensaios in vitro (item 2.2), foram selecionados para os tratamentos 

nos ensaios in vivo. Uma alçada de cada isolado foi retirada de colônias cultivadas 

por 48 h em meio YEPD, transferida em Erlenmeyer contendo 25 mL de meio YEPD 

líquido e incubada sob agitação de 250 rpm por 48 h. Após o período de incubação, 

foi realizada a contagem de células com auxílio de um hemocitômetro, e as 

suspensões foram ajustadas para a concentração de 107 células/mL. Para o 

tratamento químico foi utilizado o fungicida Imazalil, na dose recomendada pelo 

comerciante (2mL/L) para o controle do bolor verde em frutos cítricos. O controle 

positivo correspondeu aos frutos tratados com água destilada e esterilizada no lugar 

dos tratamentos. 

Alíquotas de 20 µL de cada um dos tratamentos foram aplicadas nos 

ferimentos, de maneira preventiva e curativa. Após a inoculação com P. digitatum e 

a realização dos tratamentos, os frutos foram armazenados por 7 dias em condição 

ambiente (22o C + 2 e com 90% de UR). A severidade da doença foi avaliada no 5º, 

6º e 7º dia após a inoculação com o fitopatógeno. A incidência foi avaliada pela 

porcentagem de frutos doentes observados no 7º dia. 

 

2.3.3. Análises Estatísticas 

 

Foi utilizado um delineamento inteiramente casualizado, sendo cada 

tratamento composto por 3 repetições, com 20 frutos por repetição. Para analisar o 

efeito dos tratamentos sobre o tamanho médio das lesões ocasionadas por P. 

digitatum, efetuou-se o cálculo da área abaixo da curva de progresso da doença 

(AACPD), que é expressa pela plotagem da proporção de doença em porcentagem, 

versus o tempo (BERGAMIN FILHO & AMORIM, 1996). Segundo Shaner & Finney 

(1977), a AACPD pode ser calcula pela fórmula: 
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AACPD = ∑n-1 [(Yi+1 + Yi)/2] * [(Ti+1 - Ti)]; onde: 

n – é o número de observações/avaliações. 

Yi – proporção da doença na “i”- ésima observação/avaliação; 

Ti – é o tempo em dias na “i”- ésima observação/avaliação; 

Os resultados foram analisados por análise de variância (ANOVA) usando o 

software de estatística ASSISTAT 7.6 e, a comparação das médias foi realizada pelo 

teste de Tukey a 5% de probabilidade. 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.1. Atividade antifúngica 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 inibições da colônia do fitopatógeno 

que variaram de 32% a 42,6%, e destes, 66,6% apresentaram halo de inibição.  

O potencial antagônico de leveduras foi relatado por autores como He et al. 

(2003), que, estudando a capacidade antagônica de isolados de Cryptococcus sp. e 

Candida sp., obtiveram eficiência no controle in vitro à Penicillium expansum, agente 

causal da podridão em maçã, sendo o isolado de Cryptococcus sp. mais eficiente no 

biocontrole do fitopatógeno.  

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 inibições da 

colônia que variaram de 30,7% a 57,1% e, dentre esses, todos apresentaram halo 

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

Isolados de 

levedura 

*Tamanho médio 

da colônia  

% de Inibição da colônia 

do fitopatógeno 

Escala de 

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 não diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. 

* (0) – sem controle; (+) - o fungo cresce até o limite da colônia da levedura; (+/+) - formação de halo de 

inibição; (+/-) – há inibição da colônia, mas após período de incubação, 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 colônia do fitopatógeno, proporcionando valores de inibições 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 

levedura 

*Tamanho médio 

da colônia  

% de Inibição da colônia do 

fitopatógeno 

 Escala de 

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 3,57 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 não diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. 

* (0) – sem controle; (+) - o fungo cresce até o limite da colônia da levedura; (+/+) - formação de halo de 

inibição; (+/-) – há inibição da colônia, mas após período de incubação, o fungo se desenvolve por cima da 

levedura.  

 

Na Tabela 4, encontram-se relacionados os valores obtidos no quarto ensaio, 

onde foram utilizados 24 isolados de leveduras para avaliação 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 inibições que variaram de 46 a 88%, sendo 

que, os isolados ACBL-82, ACBL-86, ACBL-84, ACBL-76 e ACBL-87 inibiram a 

colônia de P. digitatum acima de 80%, apresentando, inclusive, halo de inibição. 

Estudando a ação antagônica 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 

levedura 

*Tamanho médio da 

colônia  

% de inibição da colônia do 

fitopatógeno 

 Escala de 

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 5,53 a 4,54  +  

Controle 5,79 a 0,00  -  

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

* (0) – sem controle; (+) - o fungo cresce até o limite da colônia da levedura; (+/+) - formação de halo de 

inibição; (+/-) – há inibição da colônia, mas após período de incubação, 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 

levedura 

*Tamanho médio da 

colônia 

% de Inibição da colônia do 

fitopatógeno 

Escala de 

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 1,53 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 não diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. 

* (0) – sem controle; (+) - o fungo cresce até o limite da colônia da levedura; (+/+) - formação de halo de 

inibição; (+/-) – há inibição da colônia, mas após período de incubação, o fungo se desenvolve por cima 

da levedura. 
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Posteriormente, foi realizado o último 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 colônia de Penicillium spp. com valores de inibições 

que variaram de 16 a 39%. 

Em geral, apenas 2-5% de todos os isolados obtidos apresentam capacidade 

antagônica (NUNES et al. 2012). Embora, no presente estudo, 35% dos isolados de 

leveduras foram capazes de inibir a colônia de P. digitatum, com valores de inibições 

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 

inibições acima de 80%, sendo os melhores isolados o ACBL-76 e ACBL-87, que 

proporcionaram 86 e 88% de inibição da colônia do fungo, respectivamente (Figura 

1). 

Em estudos in vitro, Mekbib et al., (2011), demonstraram que três isolados de 

levedura (dois isolados de Cryptococcus laurentii e um de Candida sake) 

colonizaram rapidamente a superfície da colônia de P. digitatum, sendo a 

capacidade de isolados de levedura em competir com o patógeno por espaço 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 

levedura 

*Tamanho médio 

da colônia 

% de Inibição da colônia do 

fitopatógeno 

Escala de 

Antagonismo 

  

ACBL-15 5,39 e 39,30 +/+   

ACBL-32 5,44 e 38,73 +/+   

ACBL-17 5,81 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 não diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. 

* (0) – sem controle; (+) - o fungo cresce até o limite da colônia da levedura; (+/+) - formação de halo de 

inibição; (+/-) – há inibição da colônia, mas após período de incubação, 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- Inibição do patógeno () pelo isolado ACBL-87(). 

 

3.2. Atividade antifúngica 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 inoculação 

com o fitopatógeno (tratamento preventivo), o desenvolvimento do tamanho médio 

das lesões 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 lesões ao longo do período de avaliação, proporcionado frutos 

com 2,2 mm de diâmetro médio (Figura 2-B). 

 

(A) 
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Figura 2. Área Abaixo da Curva de Progresso da Doença (AACPD) para o diâmetro médio 
de lesões ocasionadas por P. digitatum, após tratamento preventivo (A) e tratamento 
curativo (B) com diferentes isolados de levedura, armazenados a 22 ± 2ºC e 90% de UR. 
Significância estatística determinada em P <0,05 de acordo com o teste Tukey de separação 
de médias. 

 

Na literatura, há muitos trabalhos relatando a capacidade da utilização 

leveduras como agentes antagônicos ao bolor verde em diferentes países. 

Entretanto, se faz necessário o estudo do potencial antagônico de leveduras de 

diferentes localidades, o que é desejável, pois antagonistas isolados em áreas 

geográficas específicas podem ser mais eficientes contra linhagens de patógenos 

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 diminuição do 

progresso do bolor verde, quando utilizados de maneira preventiva. 

Estudos realizados por Lahlali et al. (2004), avaliaram a atividade antagônica 

de Candida oleophila e Pichia anomala à P. digitatum e P. italicum e constataram 

que o nível de proteção aumentou com o tempo entre a aplicação do antagonista e 

inoculação dos esporos dos fungos. Nos dois isolados avaliados, o nível de proteção 

foi superior a 70%, quando laranjas feridas foram tratadas 12 horas antes da 

inoculação com os patógenos e, de até 100% de proteção, quando os frutos feridos 

foram tratados 24 horas antes da inoculação com Penicillium, o mesmo foi 

observado no presente estudo, onde os isolados de levedura promoveram maior 

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

 

 

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

Lima 

 

Quando os frutos foram tratados de maneira preventiva, o 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 inibição da incidência de frutos sintomáticos, respectivamente (Figura 4-A). 

Quando os tratamentos foram realizados após 24 horas de inoculação com o 

patógeno, somente o fungicida Imazalil foi capaz de diminuir a incidência 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, após 
tratamento preventivo (A) e tratamento curativo (B) com diferentes isolados de levedura, 
armazenados a 22 ± 2ºC e 90% de UR, por sete dias. Significância estatística determinada 
em P <0,05 de acordo com o teste Tukey de separação de médias. 
 

 No presente estudo, os isolados ACBL-86 (M. caribbica) e ACBL-82 (S. 

cerevisiae), foram capazes de diminuir, embora moderadamente, a incidência do 

bolor verde em frutos de Laranja Lima. Estudando a capacidade de 46 isolados de 

levedura em inibir a incidência do bolor verde em frutos cítricos, Bouzerda et al. 

(2003) observaram que alguns isolados foram capazes de diminuir a incidência da 

doença com valores superiores a 50%. Porém, neste mesmo estudo, três isolados 

(L22, L13 e L24) reduziram a ocorrência de frutos doentes com valores inferiores a 

4%, e 16 isolados, diminuíram a incidência do bolor verde entre 12 a 33%. Estudos 

realizados por Mekbib et al. (2011) encontraram três 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 incidência do bolor verde entre 

80 a 95% em ferimentos inoculados com P. digitatum, mostrando a potencialidade 

das leveduras para o controle da doença. 

De maneira geral, quando avaliado a ação das leveduras no progresso da 

doença e na incidência, 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 não podem fornecer por si só a 
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consistência e o amplo espectro de ação quando comparado aos fungicidas 

sintéticos. Em geral, microrganismos antagonistas mostram grande variabilidade na 

sua eficácia, conferindo apenas efeito protetor que diminui com a maturação; 

normalmente, não podem erradicar infecções pré-existentes ou incipientes e/ou não 

previnem esporulação de patógenos fúngicos (EL GHAOUTH et al., 2000; KUPPER 

et al. 2013). Uma das principais abordagens para melhorar o biocontrole de doenças 

de pós-colheita seria a integração com outros métodos, biológicos, químicos ou 

físicos (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 à 22ºC ± 2 e 90% de UR. 

 

Em estudos realizados por Geng et al., (2011), a eficiência da levedura 

Kluyveromyces marxianus foi melhorada quando a levedura foi utilizada em 

combinação com 2% de bicarbonato de sódio, proporcionado valores de inibição do 

bolor verde de até 90%. Teixidó et al. (2001) avaliaram o potencial antagônica da 
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levedura Pantoea agglomerans (isolado CPA-2) sozinho e em combinação com 

bicarbonato de sódio, onde observaram que em combinação com o bicarbonato a 

levedura obteve mais controle no bolor verde e no bolor azul em frutos cítricos.  

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 combinação com outros métodos alternativos, 

como a utilização de sais, uma prática muito comum na conservação de alimentos 

visando à preservação da longevidade de diferentes produtos. Dentre estes, o 

bicarbonato de sódio tem sido descrito na literatura como um produto que apresenta 

atividade antimicrobiana (YAO et al., 2004) reduzindo, inclusive, a incidência de 

bolores em frutos cítricos em pós-colheita (OBAGWU & KORSTEN, 2003; 

CUNNINGHAM & TAVERNER, 2007). 

  

4. CONCLUSÃO 

 

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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CAPÍTULO 5 – POTENCIAL DE LEVEDURAS NO BIOCONTROLE DO BOLOR 

AZUL EM FRUTOS DE LARANJA PÊRA 

 

RESUMO – O fungo Penicillium italicum, é o agente causal do bolor azul, uma 

das principais doenças que ocorre na pós-colheita em citros. Uma alternativa para o 

controle da doença se dá por meio da utilização 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 São Paulo, Brasil, quanto ao 

antagonismo in vitro e in vivo à P. italicum. A avaliação in vitro se deu por meio da 

técnica de semeadura por profundidade em placas de Petri. O delineamento foi 

inteiramente casualizado com 5 repetições e avaliação foi realizada pela 

determinação do diâmetro médio do halo de inibição dos antagonistas. 

Posteriormente, frutos de Laranja Pêra foram lavados, esterilizados superficialmente 

com hipoclorito de sódio a 2%, feridos em dois pontos eqüidistantes na região 

mediana dos frutos a uma profundidade de 3 mm e, inoculados com suspensões de 

conídios de P. italicum (1x104 conídios/ml) 24 horas antes e  24 horas depois dos  

tratamentos. Para os tratamentos, foram aplicadas suspensões dos antagonistas 

(1x107 células/ml) ou do fungicida Imazalil (0,2%). O controle correspondeu aos 

frutos inoculados e tratados com água destilada. Utilizou-se delineamento 

inteiramente casualizado com três repetições (20 frutos/repetição). Nos ensaios in 

vitro, oito isolados proporcionam valores de inibições 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 diminuição do 

progresso do bolor azul assim como na inibição da incidência da doença, quando 

aplicados preventivamente. 

 

 

 

 

Palavras-chave: Citrus spp., Controle Biológico, Penicillium italicum, 

Saccharomyces cerevisiae. 



80 

 

CHAPTER 5 - POTENTIAL OF YEASTS IN CONTROL OF BLUE MOLD ON 

‘PÊRA’ 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 São 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 (1x104 spores/ml) 24 hours before and after the 

treatments. The treatments consisted in the application of the antagonist 

suspensions (1x107 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. INTRODUÇÃO 
 

O bolor azul, ocasionado pelo fungo Penicillium italicum, é uma das principais 

doenças que ocorrem na fase de pós-colheita em frutos cítricos (ZHANG et al., 

2005). Os frutos são infectados através de ferimentos, ocasionados durante a 

colheita e transporte dos frutos, e o ciclo da doença 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 utilização de 

fungicidas sintéticos, tais como o Imazalil e Tiabendazol. Entretanto, são 

necessários métodos alternativos para o controle da doença, principalmente devido 

à preocupação com a contaminação do ambiente, ao desenvolvimento de linhagens 

do patógeno resistentes aos princípios ativos e aos riscos para a saúde humana, 

uma vez que, os produtos utilizados deixam resíduos nos frutos, os quais são 

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 doenças de frutas e vegetais, destaca-se o controle biológico com a utilização de 

microrganismos antagônicos. Pesquisas recentes têm demonstrado a utilização de 

leveduras no controle de doenças fúngicas em pós-colheita (CHANCHAOVIVAT et 

al., 2007). 

As leveduras apresentam características que as tornam eficientes como 

agentes de biocontrole de fungos patogênicos, sem produzir micotoxinas ou 

substâncias antibióticas, como algumas espécies bacterianas antagônicas, o que 

poderia deixar algum resíduo 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 estão sendo utilizados em estudos para 

o controle de pós-colheita do bolor azul em frutos cítricos e em maçãs, 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 São Paulo, visando o biocontrole do bolor azul. 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 
 

2.2. Fungo fitopatogênico (Penicillium italicum) 
 

Para realização deste estudo, foi utilizado um isolado de Penicillium italicum, 

obtido através do isolamento de frutos de Laranja Valência com sintomas do bolor 

azul de um pomar comercial da cidade de Mogi Guaçú, São Paulo. O fungo foi 

isolado, purificado, conservado e armazenado na coleção de microrganismos do 

Laboratório de Fitopatologia e Controle Biológico do Centro de Citricultura “Sylvio 

Moreira”/IAC, Cordeirópolis, SP, Brasil. 

 

2.2. Atividade antifúngica in vitro a Penicillium italicum 

 

2.2.3. Crescimento micelial 

 

Para os testes de antagonismo, além dos isolados de leveduras obtidos 

(Capítulo 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 fermentação para a produção de etanol, 

caracterizados por electroforese de cariotipagem (FIALHO et al., 2010), e 

pertencentes à coleção de microrganismos do Laboratório de Bioquímica e 

Fermentação de Álcool do Departamento de Ciências Biológicas da Esalq/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 suspensão de 100 mL contendo 

1 x 105 conídios/mL de P. italicum foi adicionada em 900 mL de meio BDA fundende. 

Após a solidificação procedeu-se a uma perfuração no centro da placa (diâmetro, 5 

mm) e alíquotas de 100 μL de uma suspensão contendo cada isolado de levedura 

(107 células/mL) foram aplicadas nos locais perfurados. As suspensões das 

leveduras foram previamente preparadas pelo cultivo de cada isolado em frascos de 

Erlenmeyer com capacidade para 100 mL, onde uma alçada de cada isolado (48 h 

de idade) foi adicionada em 25 mL de meio YEDP líquido, as culturas foram então 
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incubadas sob agitação de 250 rpm, durante 48h a 25°C e em fotoperíodo de 

12h/12h. Após a instalação do experimento, as culturas foram incubadas em estufa 

para BDO a 22°C em fotoperíodo de 12h/12h, durante 7 dias. Para a avaliação 

mediu-se o diâmetro do halo de inibição, proporcionado pelos isolados de levedura, 

em dois sentidos perpendiculares após o período de incubação. Foi utilizado um 

delineamento inteiramente casualizado com cinco repetições por tratamento. Os 

resultados foram submetidos à análise de variância (ANOVA) e a comparação das 

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

.  

2.3. Atividade antifúngica in vivo a Penicillium italicum 

 

2.3.1. Inoculação com o patógeno 

 

Frutos de Laranja Pêra (Citrus sinensis (L.) Osbeck) foram obtidos em um 

packing-house na cidade de Limeira, SP, Brasil. Os frutos estavam no estágio de 

maturação comercial, selecionados por uniformidade de cor, forma e tamanho. Os 

frutos foram lavados, desinfetados superficialmente com hipoclorito de sódio a 2% e, 

feridos em dois pontos equidistantes, na região mediana dos frutos, com agulhas 

esterilizadas a uma profundidade de 3 mm. Em seguida, os frutos foram inoculados 

na região do ferimento com 20 µL de uma suspensão de P. italicum (1x104 

conídios/mL), 24 h antes (tratamento preventivo) e 24 h após (tratamento curativo) a 

realização 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 

os maiores valores de inibições do crescimento micelial do fitopatógeno nos ensaios 

in vitro (item 2.2), foram selecionados para os tratamentos nos ensaios in vivo. Uma 

alçada de cada isolado foi retirada de colônias cultivadas por 48 h em meio YEPD, 

transferida em Erlenmeyer contendo 25 mL de meio YEPD líquido e incubada sob 
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agitação de 250 rpm por 48 h. Após o período de incubação, foi realizada a 

contagem de células com auxílio de um hemocitômetro e as suspensões foram 

ajustadas para a concentração de 108 células/mL. Para o tratamento químico foi 

utilizado o fungicida Imazalil, na dose recomendada pelo comerciante (2 mL/L)para o 

controle do bolor verde em frutos cítricos. O controle positivo correspondeu aos 

frutos tratados com água destilada e esterilizada no lugar dos tratamentos. 

Alíquotas de 20 µL de cada um dos tratamentos foram aplicadas nos 

ferimentos, de maneira preventiva e curativa. Após a inoculação com P. italicum e a 

realização dos tratamentos, os frutos foram armazenados por 10 dias em câmera fria 

(10o C + 2). A severidade da doença foi avaliada no 8º, 9º e 10º dia após a 

inoculação com o fitopatógeno. A incidência foi avaliada pela porcentagem de frutos 

doentes observados no 10º dia. 

 

2.3.3. Análises Estatísticas 

 

Foi utilizado um delineamento inteiramente casualizado, sendo cada 

tratamento composto por 3 repetições, com 20 frutos por repetição. Para analisar o 

efeito dos tratamentos sobre o tamanho médio das lesões ocasionadas por P. 

italicum, efetuou-se o cálculo da área abaixo da curva de progresso da doença 

(AACPD), que é expressa pela plotagem da proporção de doença em porcentagem, 

versus o tempo (BERGAMIN FILHO & AMORIM, 1996). Segundo Shaner & Finney 

(1977), a AACPD pode ser calcula pela fórmula: 

 

 

        AACPD = ∑n-1 [(Yi+1 + Yi)/2] * [(Ti+1 - Ti)]; onde: 

n – é o número de observações/avaliações. 

Yi – proporção da doença na “i”- ésima observação/avaliação; 

Ti – é o tempo em dias na “i”- ésima observação/avaliação; 

Os resultados foram analisados por análise de variância (ANOVA) usando o 

software de estatística ASSISTAT 7.6 e a comparação das médias foi realizada pelo 

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

 

3.1. Atividade antifúngica 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 à 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 inibições acima que 80%, sendo que dentre estes, o isolado ACBL-

04 promoveu 100% de inibição do crescimento micelial (Figura 2). 

 

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 
inibição do tamanho da colônia de P. italicum pela técnica de semeadura por profundidade 
após 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 germinação e o 

prolongamento do tubo germinativo de conídios de P. italicum em ensaios in vitro, 

quando utilizou-se a concentração de 1 x 108 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 antagônico de 44 isolados de leveduras, Coelho et al. (2011) 

observaram que 20 isolados proporcionaram antagonismo à P. expasum, em 

ensaios in vivo, utilizando a técnica de semeadura por profundidade em meio sólido, 

sendo que o isolado de Debaryomyces hansenii (isolado C1) responsável pela maior 

atividade antagônica ao fungo, proporcionando halo de inibição de 31 mm. 

No segundo ensaio, 21 isolados de levedura foram testados e, dentre esses, 

nove isolados inibiram a colônia do fungo, com porcentagens de inibições 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 inibições que 

variaram de 6,5 a 29% (Figura 4). Avaliando o potencial da atividade antagônica no 

crescimento micelial de P. italicum utilizando um isolado da levedura C. laurentii, 

Zhang et al. (2005) observaram que a levedura não inibiu o desenvolvimento da 

colônia do fitopatógeno em meio BDA, porém, quando utilizadas suspensões do 

antagonista para avaliar o potencial de inibição na germinação de conídios do 

patógeno, foram obtidos porcentagens de inibições de até 100% na germinação.  

 

 

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 inibições 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.   

 

Figura 5. Efeito de diferentes isolados de levedura sob o crescimento micelial do fungo 
Penicillium italicum. Ensaio 4. 
 

 No quinto e último ensaio realizado, a fim de se avaliar a inibição do 

crescimento micelial do fitopatógeno, foram testados 25 isolados de leveduras, 

sendo que 18 isolados foram capazes de diminuir o desenvolvimento da colônia, 

com valores de inibições que variaram de 6 a 58%, sendo o isolado de S. cerevisiae 

- ACB-K1 o que proporcionou o maior valor de inibição (Figura 6). Estudando a 

capacidade antagônica de isolados de Cryptococcus sp., Candida sp. e 

Saccharomyces sp., Abd-Alla et al. (2007), observaram que os antagonistas foram 

capazes de inibir a colônia de G. candidum, com valores de inibições 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 antifúngica in vivo a Penicillium italicum 

 

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

Pêra 

 

Quando frutos de Laranja Pêra foram tratados 24 horas antes da inoculação 

com o fitopatógeno (tratamento preventivo), todos os tratamentos foram capazes de 

diminuir o desenvolvimento do tamanho médio das lesões. Os melhores tratamentos 

preventivos foram: fungicida Imazalil, o qual não proporcionou nenhuma lesão de 

bolor azul, seguido dos isolados ACBL-05, que proporcionou 2,3 mm de diâmetro 

médio das lesões, 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 

lesões ao longo do período das avaliações, proporcionando lesões com diâmetros 

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. Área Abaixo da Curva de Progresso da Doença (AACPD) para o diâmetro médio 
de lesões ocasionadas por P. italicum, após tratamento preventivo (A) e tratamento curativo 
(B) com diferentes isolados de levedura, armazenados em câmera fria (10°C±2) durante 10 
dias. Significância estatística determinada em P <0,05 de acordo com o teste Tukey de 
separação de médias. 

 

 Pelos resultados obtidos no presente estudo, pode-se observar que os 

isolados de leveduras diminuíram o progresso da doença em frutos de Laranja Pêra, 

quando aplicados antes da inoculação 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 doença 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 lesões ocasionados por P. italicum, Long et al. (2005), 

observaram que o isolado 34-9 foi capaz de impedir completamente o 

desenvolvimento das lesões 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 lesão, não diferindo do 

tratamento químico utilizado. 
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Figura 8. Efeito in vivo dos melhores isolados de levedura no desenvolvimento do tamanho 
médio de lesões ocasionadas por P. italicum em frutos de Laranja Pêra tratados de maneira 
preventiva (A) e curativa (B), armazenados por 10 dias em câmera fria (10°C±2) por 10 dias. 
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 Considerando os tratamentos preventivos e curativos para o progresso do 

bolor azul em frutos de laranja Pêra, alguns tratamentos foram eficientes tanto de 

maneira curativa quanto preventiva como demonstrado na Figura 9. 

 

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

preventivamente. 
 

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

Pêra 

 

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 após 24 horas de 

inoculação com o patógeno, somente o fungicida Imazalil e o isolado ACBL-08 foram 

capazes de impedir a ocorrência de frutos com sintomas do bolor azul, apresentando 

3 e 57% de frutos doentes, respectivamente (Figura 10-B). 



93 

 

   

Figura 10. Porcentagem de frutos de Laranja Pêra com sintomas do bolor azul, após 
tratamento preventivo (A) e tratamento curativo (B) com diferentes isolados de levedura, 
armazenados a em câmera fria (10°C±2), por 10 dias. Significância estatística determinada 
em P <0,05 de acordo com o teste Tukey de separação de médias. 
   

 Avaliando-se a incidência e severidade do bolor azul em frutos de Laranja 

Pêra (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 aplicação destes microrganismos de forma 

prévia, em aplicações no campo, visando assim uma maior proteção dos frutos à 

patógenos que ocorrem na pós-colheita em packing-house (SPOTTS et al., 1998). O 

controle preventivo dos bolores verde e azul é importante, pois a maioria das 

infecções ocorre através de ferimentos ocasionados durante ou, logo após a colheita 

(TEIXIDÓ 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 Pêra tratados preventivamente e inoculados com 
Penicillium italicum, armazenados a em câmera fria (10°C±2), por 10 dias. 

 

O ensaio in vivo, para avaliar o potencial antagônico das leveduras foi 

realizado em câmera 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 cítricos, uma vez que, esses frutos são 

comumente armazenados sob condições frigoríficas, sendo esta, uma estratégia de 

controle tradicional para frutos e legumes na pós-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 Pêra, sob diferentes temperaturas, a fim de se verificar a capacidade de 

crescimento e colonização dos ferimentos em câmera fria e em temperaturas 

ambientes. 

No presente estudo foi observado controle de bolor azul em frutos de laranja 

Pêra acima de 90%, quando o isolado ACBL-05 foi aplicado de maneira preventiva, 

demonstrando assim, o potencial da utilização deste isolado para o biocontrole da 

doença. Estudos realizados por Long et al. (2005) demonstraram altos níveis de 
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controle de P. italium e B. cinerea, utilizando a levedura de Klockera apiculata, com 

porcentagens de inibições do bolor azul de até 100%.  

Para a redução da incidência do bolor azul, somente o isolado ACBL-08, foi 

eficiente quando utilizado preventiva e curativamente, como demosntrado na figura 

12. 

 

Figura 12. Diagrama de Ven demostrando os melhores tramentos utilizados preventiva (A) e 
curativamente (B) na incidência do bolor azul em frutos de laranja Pêra. Intersecção 
demonstra os tratamentos que foram eficientes utilizados das duas maneiras, curativa e 

preventivamente. 
 

4. CONCLUSÃO 

 

 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 têm potencial para o controle do bolor azul, quando 

utilizados de maneira preventiva. 
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CAPÍTULO 6- CARACTERIZAÇÃO DAS LEVEDURAS ANTANGONISTAS AOS 

FITOPATÓGENOS DE PÓS-COLHEITA EM CITROS 

 

RESUMO - A identificação de leveduras através do sequenciamento da 

região ITS (Internal Transcribed Spacers) do DNA ribossomal tem-se apresentado 

como uma tecnologia muito aplicada e eficiente. O DNA ribossomal apresenta 

regiões conservadas e repetitivas de aproximadamente 11 kb, dentro das quais está 

localizada a região ITS, composta pelas sequencias ITS1 e ITS2, incluindo a região 

denominada 5,8S. Neste trabalho, objetivou-se identificar leveduras epífitas com 

potencial de aplicação como agente de biocontrole aos principais fitopatógenos de 

pós-colheita em citros. Foi realizado o sequenciamento da região ITS do rDNA de 24 

isolados de leveduras selecionados pelos testes de antagonismo à 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 à espécie de Candida stellimalicola, cinco isolados 

(ACBL-50, ACBL-76, ACBL-80, ACBL-81 e ACBL-82) foram identificados como 

pertecentes ao Gênero Saccharomyces sp., e quatro isolados, ACBL-14, ACBL-44, 

ACBL-77 e ACBL-86, pertencem à 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, identificação molecular. 
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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., Penicillium spp., 

Saccharomyces cerevisiae, molecular characterization. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Na identificação de micro-organismos a taxonomia clássica utiliza caracteres 

morfológicos, estruturais, bioquímicos e fisiológicos para criar comparações entre 

organismos e grupos de organismos. Para leveduras, caracteres morfológicos, tais 

como a forma da célula, os tipos de brotamento, e a formação de filamentos, são 

considerados para identificação de gêneros. E os fisiológicos, como os de 

assimilação e fermentação de açúcares, são utilizados para níveis taxonômicos de 

espécies (RIBEIRO, 2009).  

A taxonomia polifásica se caracteriza pela inclusão de dados moleculares ao 

conjunto de dados que anteriormente eram utilizados e de dados filogenéticos para a 

classificação do organismo (COLWEEL, 1970). Na Microbiologia, muitas vezes os 

dados estruturais são limitados e provas bioquímicas e fisiológicas se mostram 

taxonomicamente inconsistentes, sendo assim, a utilização de características dos 

ácidos nucleicos mais uma ferramenta na caracterização de levedura.  

Para leveduras, a abordagem polifásica tem sido utilizada para a classificação 

e descrição de novas espécies (MONTES et al., 1999; GADANHO et al., 2001), 

porém, em trabalhos mais recentes, encontrados na revisão de literatura, sobre o 

levantamento de leveduras de solo, rizoplano e filoplano a biologia molecular é 

utilizada para a classificação de isolados (RIBEIRO, 2009). 

A identificação de leveduras através do sequenciamento da região 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 regiões conservadas e repetitivas de aproximadamente 11 kb, dentro das 

quais está localizada a região ITS, composta pelas sequencias ITS1 e ITS2, 

incluindo a região denominada 5,8S. 

Neste trabalho, objetivou-se identificar leveduras epífitas com potencial de 

aplicação como agente de biocontrole aos principais fitopatógenos de pós-colheita 

em citros. 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1. Identificação 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 os melhores 

resultados nos teste de antagonismo à Geotrichum candidum (Capitulo 3), 

Penicillium digitatum (Capitulo 4) e Penicillium italicum (Capitulo 5), foram 

identificados através da análise do material genético, utilizando técnicas de biologia 

molecular. Além dos testes moleculares, para determinar as espécies dos isolados 

de levedura selecionados, foram realizadas observações das características 

morfológicas dos isolados, como a observação das colônias, quanto à coloração, a 

borda e superfície, sendo estas características observadas diretamente, ou 

posteriormente, através das fotografias. 

 

2.1.1. Extração de DNA 

 

Foi realizada, inicialmente, a extração de DNA das leveduras, através do kit 

Wizard Genomic DNA Purification KIT - Promega. Uma alçada das células de uma 

colônia de cada isolado de levedura, cultivada em meio YEDP durante 48 horas, foi 

transferida para tubos estéreis contendo 500µL de tampão TE 1 X. Alíquotas de 6 µL 

de proteinase K (20mg/mL) foram adicionadas e a reação foi incubada a 37°C 

durante 1 hora. Após o período de incubação, os tubos foram centrifugados a 13000 

x  g por 6 minutos. O sobrenadante foi removido e adicionou-se 600 µL de Nuclei 

Lysis Solution, sendo os tubos incubados em seguida a 80°C durante 5 minutos e 

resfriados em temperatura ambiente (15 minutos). 

Após o resfriamento, adicionou-se 200 µL de Protein Preciptation Solution, e 

os tubos foram agitados em vortex durante 30 segundos e, em seguida, incubados 

em gelo durante 5 minutos. Após este período, deu-se início a uma nova 

centrifugação a 13000 x g por 3 minutos. Alíquotas de 1,5 mL da fase superior foram 
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transferidas para tubos estéreis onde adicionaram-se 600 µL de isopropanol ou 2 

volumes de etanol absoluto, misturando os tubos suavemente.  

Os tubos foram mantidos a -20°C (overnight) e após este período 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 

μL de tampão TE 1 X, e armazenado em freezer  a -20°C.  

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

densidade óptica em espectrofotômetro (NanoDrop 2000c). 

  

2.1.2. Amplificação da região ITS do rDNA  

 

A amplificação da região ITS (Internal Transcribed Spacer) do rDNA, incluindo 

o gene 5.8S, foi realizada através de reação de PCR, utilizando–se os seguintes 

primers: forward- ITS1 (TCCGTAGGTGAACCTGCGG) e reverse - ITS4 

(TCCTCCGCTTATTGATATGC), conforme protocolo de WHITE et al., 1994. 

A reação ocorreu em um volume de 100 μL, contendo 10 μL do tampão 10X, 

3 μL de cloreto de magnésio 50 mM, 8 μL de cada dNTP 2,5 mM, 1 μL de cada 

primer 100 μM, 0,25 μL de Taq DNA Polimerase (5 U/μL), 100 ng de DNA genômico 

e 51,75 μL de água milli-Q estéril. O ciclo de amplificação foi o seguinte: 1 ciclo de 

94°C por 1 minuto, seguido de 30 ciclos de desnaturação a 94°C por 1 minuto, 

anelamento a 55°C por 2 minutos, e extensão a 72°C por 1 minuto, seguido de 1 

ciclo final de extensão 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 presença, quantidade e integridade dos amplicons, 25 μL 

do produto de amplificação foram submetidos ao processo de eletroforese em gel de 

agarose a 1% (p/v) em tampão 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 concentração do DNA foi realizada 

comparativamente com a espessura e intensidade das bandas do marcador 

molecular de 1 Kb (Invitrogen). O gel foi corado com solução de brometo de etídeo 

0,3 μL/mL, sendo a visualização do gel realizada em transiluminador de luz UV. 
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2.1.3. Sequenciamento da região ITS do rDNA 

 

A reação de sequenciamento foi realizada no Laboratório de Biotecnologia do 

Centro de Citricultura Sylvio Moreira, pertencente ao Instituto Agronômico de 

Campinas, em Cordeirópolis/SP. 

A reação consistiu em 3 μL do produto de PCR purificado, 0,5 μL de primer 

(ITS-1 ou ITS-4), 0,4 μL do kit Big Dye Terminator (Applied Biosystems), 2 μL do 

tampão SM e água Milli-Q estéril para completar 10 μL. 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 precipitação foram utilizados 80 μL de 

isopropanol 65%, deixando-se em repouso na bancada por 15 minutos. Após o 

repouso, foi realizada a centrifugação a 3000 rpm por 45 minutos, sendo o 

sobrenadante descartado e deixado para secar ao ar por 1 minuto. Foram 

adicionados 200 μL de etanol 60%, e nova centrifugação a 3000 rpm por 10 minutos. 

O sobrenadante foi descartado, secado e lavado com etanol novamente. Em 

seguida foi dado um pulso de centrifugação e secagem ao ar por 1 hora, 

ressuspendendo em 10 μL de Hi-Di Formamida, procedendo-se a desnaturação do 

DNA por incubação a 95°C por 5 minutos e imediatamente em seguida, a solução foi 

colocada em gelo até o momento do sequenciamento, realizado em sequenciador 

automático ABI3730 (Applied Biosystems). As sequencias obtidas foram 

trabalhadas, utilizando-se o programa BioEdit, e comparadas com outras já 

conhecidas e disponíveis 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 DISCUSSÃO 

 

3.1. Identificação das leveduras 

  

As características morfológicas das leveduras selecionadas como potenciais 

agentes no controle de G. candidum estão representadas na Figura 1. 
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Figura 1. Aspecto das colônias (acima) em meio BDA e das células (abaixo) dos isolados de 
leveduras selecionados como antagonistas à 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 características morfológicas das leveduras selecionadas como potenciais 

agentes no controle de P. digitatum estão apresentadas na Figura 2. 
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Figura 2. Aspecto das colônias (acima) em meio BDA e das células (abaixo) dos isolados de 
leveduras selecionados como antagonistas à 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 características morfológicas das leveduras selecionadas como potenciais 

agentes no controle de P. italicum estão representadas na Figura 3. 
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Figura 3. Aspecto das colônias (acima) em meio BDA e das células (abaixo) dos isolados de 
leveduras selecionados como antagonistas à 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 

identificação de micro-organismos pode ser realizada de forma rápida e mais 

eficiente, sem a necessidade de uso dos métodos clássicos que utilizam padrões de 

assimilação de compostos de carbono e nitrogênio, além de testes fisiológicos e 

morfológicos, os quais são laboriosos, demorados e muitas vezes não conclusivos. 

A identificação de leveduras através do sequenciamento da região 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 regiões 

conservadas e repetitivas de aproximadamente 11 kb, dentro das quais está 
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localizada a região ITS, composta pelas seqüências ITS1 e ITS2, incluindo a região 

denominada 5,8S.  

Os isolados de levedura, selecionados nos testes de antagonismo aos 

principais fitopatógenos de pós-colheita em citros (Capítulos, 3, 4 e 5), foram 

submetidos à extração do DNA genômico, seguido de PCR da região ITS do rDNA, 

purificação 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. 

 

 

Figura 4. Gel de agarose (1%) dos produtos de PCR das linhagens de leveduras 
selecionadas. 1Kb – marcador molecular, os números correspondem número do código de 
identificação dos Agentes de Controle Biológico 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 região 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 Gênero Saccharomyces sp., sendo que destes a maioria foi 

identificado como pertencente à espécie S. cerevisiae, apresentando colônias com 

bordas e superfície lisas, oapacas, com coloração creme e sem filamentos (Figura 1-

E e Figura 2-A, C, D, E e F).  
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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 à espécie de Candida 

stellimalicola, os quais apresentaram colônias com bordas irregulares, com 

superfície lisa e fosca, e coloração branco/creme, opaca e sem filamentos (Figura 2-

F, Figura 3-A, C, D, E e F). Outro fato importante a ser ressaltado, é de que dentre 

os seis isolados identificados como C. stellimalicola, cinco foram selecionados pelos 

testes de antagonismo à 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 

Pêra), o que poderia explicar o fato da maioria dos isolados pertencer à 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 

reagião ITS entre 500 a 750 bp (Figura 4). O isolado ACBL-14 foi identificado como 

pertencente ao Gênero Cryptococcus sp., sendo que o isolado foi muito similiar as 

espécies C. nemorosus e C. perniciosus, apresentando colônia com borda irregular, 

com superfície lisa de coloração branca e opaca, sem filamentos (Figura 3-H). O 

agente de controle biológico ACBL-44 foi identificado através das sequencias 

obtidas dos amplicons da região 5.8S, como Rhodotorula mucilaginosa; o qual 

apresentou colônia com bordas irregulares, lisas, com coloração 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 colônias 

com bordas irregulares, com superfície lisa e brilhante, coloração roxa, e filamentosa 

na base (Figura 1-G), já o isolado de levedura ABL-86, selecionado pelos testes in 

vivo para controle de P. digitatum, foi identificado como Meyerozyma caribbica, com 

colônias com borda irregular, superfície opaca, coloração creme e ausência 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) o sequenciamento, a partir dos amplicons 

obtidos, não obteve sucesso. Possivelmente pode ter ocorrido algum problema 

durante a purificação a partir do gel de agarose, ou até mesmo uma contaminação 

com os primers utilizados na reação de amplificação, sendo assim necessária a 
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repetição deste ensaio para estes isolados testando diferentes métodos de 

purificação dos amplicons, além de diferentes quantidades de DNA purificado 

utilizados para a reação de sequenciamento. 

A identificação de leveduras através da amplificação e sequenciamento da 

região ITS do rDNA é empregada em diversos estudos. Em estudos realizados por 

Droby et al. (1999), leveduras isoladas da superfície de uvas, foram identificadas 

através da amplificação da região ITS e sequenciamento dos amplicons resultantes. 

Para comprovar a identidade da levedura Pichia membranifaciens, Masih et al. 

(2001) amplificaram a região ITS do rDNA, realizando o sequenciamento deste 

fragmento, sendo a sequencia comparada à outras do banco de dados GenBank. 

Leveduras epífitas de uvas, foram identificadas em estudos realizados por Bleve et 

al. (2006), os quais avaliaram também polimorfismos da região ITS através da 

digestão dos amplicons por enzimas de restrição para agrupar os isolados, 

seguindo-se o sequenciamento desta região. Para identificar leveduras isoladas de 

cana-de-açúcar, Rosa-Magri et al. (2011), utilizaram sequencias obtidas através da 

purificação de amplicons da região ITS. 

No presente estudo, dos 24 isolados de leveduras selecionados pelos testes 

de antagonsmo à 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 à espécie de Candida stellimalicola, cinco isolados (ACBL-50, ACBL-

76, ACBL-80, ACBL-81 e ACBL-82) foram identificados como pertecentes ao Gênero 

Saccharomyces sp., e quatro isolados, ACBL-14, ACBL-44, ACBL-77 e ACBL-86, 

pertencem à grupos diferentes da maioria dos isolados identificados, sendo estes 

identificados como Cryptococcus sp., Rhodotorula mucilaginosa; Sporobolomyces 

koalae e Meyerozyma caribbica, respectivamente. 

 

4. CONCLUSÃO 

 

Pelos resultados obtidos neste trabalho, conclui se que: 

- Dois Gêneros (Candida e Saccharomyces) foram predominantes entre os agentes 

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

identificados, pertencem à gêneros 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 - lcl|109832 

 
 

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

gene (partial), strain H6PODK14 
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Isolado ACBL-06 Query ID - lcl|109831

 
 

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

gene (partial), strain H6PODK14 
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Isolado ACBL-07 Query ID - lcl|109830

 
 

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

gene (partial), strain H6PODK14 
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Isolado ACBL-08 Query ID - lcl|109829

 
 

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

gene (partial), strain H6PODK14 
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Isolado ACBL-10 Query ID - lcl|109828

 
 

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

gene (partial), strain H6PODK14 
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Isolado ACBL-14 Query ID - lcl|109827

 
 

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

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

28S ribosomal RNA, partial sequence 
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Isolado ACBL-44 Query ID - lcl|109826 

 
 

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 

 

 
 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/527179578?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=7MGYJHGX01R
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Isolado ACBL-50 Query ID - lcl|109841 

 
 

Saccharomyces sp. 98c 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 
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Saccharomyces cerevisiae genes for ITS1, 5.8S rRNA, ITS2, complete sequence, strain: 

KKP 12 
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Isolado ACBL-76 Query ID - lcl|109840 

 
 

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 
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Isolado ACBL-77 Query ID - lcl|109839

 
 

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 
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Isolado ACBL-80 Query ID - lcl|109838

 
 

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 
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Isolado ACBL-81 Query ID - lcl|109837

 
 

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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Isolado ACBL-82 Query ID - lcl|109836 

 
 

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 
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Isolado ACBL-84 Query ID - lcl|109835 

 
 

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

gene (partial), strain H6PODK14 
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Isolado ACBL-86 Query ID - lcl|109834 

 
 

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 

 

 


