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Mecanismos de acao de isolados de leveduras envolvidos no
biocontrole de Penicillium digitatum, agente causal do bolor verde em
frutos citricos

Luriany Pompeo Ferraz', Tatiane da Cunha' & Katia Cristina Kupper?

RESUMO

O bolor verde, causado por Penicillium digitatum, ¢ considerado a principal doenga de pos-colheita
em frutos citricos. Os fungicidas benzimidazois sdo os mais utilizados no Brasil para o controle,
porém, tém varias restri¢oes de uso, como o de selecionar linhagens resistentes do fitopatogeno pelo
uso intensivo dos produtos. Portanto, a busca por métodos alternativos de controle se faz necessario
e, dentre esses, 0 uso de leveduras tem demonstrado um grande potencial no controle de doengas
que ocorrem na pds-colheita de citros. No entanto, os mecanismos de acao que estdo envolvidos
na atividade antagonista sdo ainda pouco conhecidos. Assim, o presente estudo teve por objetivo
avaliar o modo de agdo de oito isolados de levedura, obtidos do filoplano de plantas citricas de
diferentes municipios do estado de Sao Paulo, que em estudos prévios, apresentaram potencial de
controle do bolor verde em frutos citricos. Os resultados obtidos mostraram que a atividade killer
e a producdo de quitinase podem ser os principais mecanismos de a¢ao das leveduras no controle
de P. digitatum. Este trabalho sugere que os multiplos modos de agdo (producao de toxinas killer,
atividade enzimatica e inibi¢ao da germinag@o do patdgeno) apresentados por ACBL-80, ACBL-82
e ACBL-86 indicam serem esses microrganismos candidatos em potencial para o biocontrole do
bolor verde.

Termos de indexacio: germinagao, fator killer, enzimas hidroliticas.

Action mechanisms of yeast isolates involved in the biocontrol of Penicillium digitatum,
causal agent of green mold in citrus fruits

SUMMARY

Green mold, caused by Penicillium digitatum, is considered the main postharvest disease
of citrus. Fungicides of benzimidazoles group are the most used in Brazil for its control, however,
have several restrictions for use, among these, as to select resistant strains of the pathogen to the
main active ingredient. Therefore, the search for alternative products for disease control is necessary
and, among these, the use of yeast has shown potential to biocontrol in citrus fruits. However, little
is known about the mechanisms involved in the antagonistic activity. So the present study aimed to
evaluate the mechanisms of action from eight strains of yeast, obtained from the phylloplane of citrus
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plants from different counties of Sdo Paulo state, that showed potential for control of green mold in previous studies.
The results obtained in this study showed that killer activity and chitinase production can be the main mechanisms
of action adopted by the yeast isolates for the biocontrol of P. digitatum. This work suggests that multiple modes of
action (killer toxin production, enzyme activity, and inhibition of conidial germination of the pathogen) presented
by ACBL-80, ACBL-82 and ACBL-86, imply these microorganisms are strong candidates for biological control

agents of green mold.

Index terms: germination, factor killer, hidrolytic enzymes.

INTRODUCAO

Os maiores paises produtores de laranjas sdo o Brasil
e os Estados Unidos, sendo que, no Brasil, em particular,
a estimativa de safra de laranja 2016/2017 do cinturao
citricola de Sao Paulo e triangulo/Sudoeste mineiro foi
mantida em 244,20 milhoes de caixas de 40,8kg cada,
segundo dados da FUNDECITRUS (2017).

Diante da importancia econdmica que a cultura representa
para a economia nacional, os cuidados e a preocupacao dos
agricultores com a obten¢ao de frutas citricas de qualidade
e livres de patogenos sdo constantemente almejados. Dentre
as doengas que ameagam o setor citricola, as doencgas
que ocorrem na fase de pds-colheita afetam a producdo
e a qualidade dos frutos e, dentre essas, o bolor verde,
causado por Penicillium digitatum (Pers.) Sacc. 1881 ¢
considerado a doenga mais importante. Esse fungo esta
disseminado em todos os paises produtores, afetando todas
as espécies e variedades citricas (Eckert & Eaks, 1989).

Atualmente, o controle do bolor verde no packing-house,
baseia-se no tratamento de frutos com fungicidas, como
imazalil (IMZ) e tiabendazol (TBZ). Estes fungicidas
sao utilizados sozinhos ou, em misturas, ou aplicados
separadamente em sequencia, sendo os mesmos utilizados
ha mais de 25 anos (Ismail & Zhang, 2004). No entanto,
estes principios ativos possuem varias restrigdes de uso,
devido a selec@o de linhagens resistentes do patogeno
com o uso intensivo destes produtos (Bus et al., 1991;
Zhu et al., 2006; Schmidt et al., 2006; Boubaker et al.,
2009). A situacdo se agrava no caso de frutos para
exportagdo, uma vez que existem diferengas entre as
legislagdes dos paises consumidores quanto a aceitacao
de determinados fungicidas, bem como, da concentracao
tolerada de residuos nos frutos (Franco & Bettiol, 2000).

Considerando a possibilidade do surgimento de linhagens
resistentes aos principios ativos utilizados; aliado ao fato da
demanda da sociedade por produtos organicos e isentos de
residuos (Palou et al., 2002; Duffy et al., 2003; Zhu et al.,
2006; Kinay et al., 2007) e os problemas relacionados a

saude publica, tem-se tornado imprescindivel a busca de
alternativas de controle dessas doengas.

Como alternativa de controle, as leveduras sao
potencialmente efetivas, pois sao fenotipicamente mais
adaptadas nas superficies de folhas, fruto e vegetais, além
de serem habeis na colonizacao e competi¢ao por espago
e nutrientes (Filonow, 1998), o que da a esse grupo de
microrganismos vantagens quanto a utilizagdo como
agentes de biocontrole de patdgenos na pds-colheita.

Espécies de leveduras vém sendo utilizadas como
agentes de biocontrole contra fitopatdogenos nao s6 em
citros, mas em diferentes culturas (Jijakli & Lepoivre,
1998; Masih et al., 2001; Kupper et al., 2013) e, muitas
jé sdo encontradas comercialmente, como € o caso de
Candida oleophila e Cryptococcus albidus registradas
como Aspire® (Ecogen Inc., Langhorn, PA) e YieldPlus®
(Anchor Yeast, Cape Town, South Africa), respectivamente
(Droby et al., 2002).

Apesar do conhecimento sobre algumas fungdes das
leveduras no ambiente, muito ainda ha para ser descoberto,
principalmente sobre os seus mecanismos de acdo
(Rosa-Magrietal., 2011). Algumas espécies de leveduras
produzem enzimas hidroliticas tais como [ - glucanases
e quitinases, que destroem as paredes celulares de outros
fungos (Saligkarias et al., 2002). Outras leveduras, como
a Pichia membranifaciens (CYC 1106) produz toxina
killer que controla Botrytis cinerea, agente causal do
bolor cinzento em magas (Santos et al., 2004).

Em estudos prévios (Cunha, 2013) foi verificado o
potencial de oito isolados de leveduras em controlar o
bolor verde em frutos de laranja. No entanto, 0o mecanismo
de acdo desses organismos na atividade antagonista nao
foi estudado. Compreender esses mecanismos ¢ um
pré-requisito para o desenvolvimento de métodos de producao
e formulagao mais consistentes do antagonista. Portanto,
o presente trabalho teve como objetivo, estudar e avaliar
0s possiveis mecanismos de agdo dessas leveduras que
poderiam estar envolvidos no biocontrole de P. digitatum.
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MATERIAL E METODOS
Microrganismos

Os isolados de leveduras ACBL-76, ACBL-78,
ACBL-80, ACBL-81, ACBL-82, ACBL- 84, ACBL-86,
ACBL-87 e o isolado de Penicillium digitatum, utilizados
neste estudo, pertencem a cole¢do de microrganismos do
Laboratorio de Fitopatologia e Controle Biologico do Centro
de Citricultura “Sylvio Moreira”/IAC, Cordeiropolis/
SP, Brasil.

Producao de compostos antifiingicos pelos
isolados de leveduras

Produgdo de compostos antifugicos volateis

Para a determinagao da produgdo de compostos volateis
cultivou-se o fungo, simultaneamente, com os isolados de
leveduras, utilizando placas bipartidas, as quais impedem
que exsudatos nao volateis tenham contato com o fungo
através do meio de cultura. Para tal, um disco de 5 mm de
didmetro de P, digitatum foi depositado em um dos lados
da placa, contendo meio de cultura batata-dextrose-agar
(BDA), e do outro lado, contendo meio YEPD (extrato
de levedura, peptona, glicose e agar), foi depositado um
disco (de mesmo tamanho) de cada isolado de levedura.
Ap6s 10 dias de incubagao das culturas a 26 °C foi realizada
aavalia¢do, medindo-se o diametro micelial do P. digitatum
em dois sentidos perpendiculares e, comparada ao cultivo
do fungo na placa controle (sem a presenga da levedura),
de acordo com a metodologia descrita por Lopes et al.
(2015).

Producio de compostos antifiingicos livres de
células da levedura

Para cada isolado de levedura, uma algcada do
microrganismo foi retirada de colonia ativa (48 horas de
cultivoem YEPD) e transferida para frascos de Erlenmeyers
de 250 mL contendo 50 mL de meio YEPD. Em seguida,
as culturas foram incubadas sob agitagdo a 150 rpm, na
auséncia de luz por 72 horas.

Em seguida, a cultura correspondente a cada isolado
foi filtrada em papel de filtro (Whaltman n° 4) e em
membrana Millipore® (0,45 uM), a fim de se obter um
filtrado livre de células de levedura (adaptacao da técnica

de Frighetto & Melo (1995). Amostras de 10 mL de cada
filtrado foram transferidas para 90 mL de BDA fundente.
Obtidos os meios correspondentes a cada tratamento,
os mesmos foram vertidos em placas de Petri e, apos
a solidificacdo, um disco de meio de cultura de 5 mm
de diametro, contendo o fitopatogeno, foi transferido
para o centro das placas. O controle correspondeu ao
fitopatdgeno cultivado em meio BDA sem a adi¢ao dos
filtrados de células. As culturas foram incubadas em estufa
para BOD a 26 °C durante sete dias em fotoperiodo de
12h e, a avaliagao foi efetuada por meio da medi¢ao do
didmetro médio da coldnia do P. digitatum.

Producao de compostos antifiingicos
termoestaveis

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

Obtidos os meios correspondentes a cada tratamento,
os mesmos foram vertidos para placas de Petri e, apds a
solidificacdo, um disco de meio de cultura de 5 mm de
didmetro contendo o fitopatégeno foi transferido para o
centro das placas. O controle correspondeu ao patogeno
crescido em meio BDA sem a presenga dos metabdlitos.
As culturas foram incubadas em estufa para BOD a 26 °C
durante sete dias e, a avalia¢@o foi efetuada por meio da
medigdo do diametro médio da colonia de P. digitatum.

Deteccao da atividade killer

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

Competicdo por nutrientes

Para a deteccdo da competicdo de nutrientes, entre
o P digitatum e a levedura antagonista, laminas de
microscopia contendo meio agar-agua com diferentes
concentracdes de glicose (0,0; 0,5; 1; 1,5; 2 e 2,5%)
foram preparadas de acordo com metodologia descrita
por Kupper et al. (2013). Posteriormente, 10 pL. de uma
suspensao de 1 x 10° conidios mL"! do fitopatogeno
e 10 puL de uma suspensdo de 1 x 10® células mL"' de
cada isolado de levedura foram depositados em locais
pré-demarcados das laminas. As culturas foram incubadas
em estufa para BOD a 26 °C por 16 horas. A competi¢ao
por nutrientes foi avaliada contando o nimero de conidios
germinados, num total de 100 conidios selecionados ao
acaso. Foi considerado germinado o conidio cujo tamanho
do tubo germinativo encontrava-se maior ou igual ao
tamanho do conidio.

Avalia¢ao do crescimento micelial do
fitopatogeno retirado da zona de antagonismo

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

A partir da observagdo do halo de inibi¢ao entre os
isolados de leveduras antagdnicos e o fungo, apds cultivo
pareado em placa de Petri, foi realizado um experimento
para quantificar o crescimento micelial do patdgeno retirado
da zona de antagonismo (micélio localizado adjacente do
halo de inibi¢ao de crescimento fungico), com o intuito
de verificar se as hifas encontravam-se viaveis. Com o
objetivo de comparagdo do crescimento micelial, foram
realizadas retiradas de micélio fingico (disco de 5 mm
de didmetro) de placas apresentando antagonismo, de trés
diferentes locais: na regido de inibigdo, na regido mediana
(préxima ao halo de inibigdo) e, para fins de comparagao,
do micélio longe da levedura (onde o micélio ndo esta

sofrendo a agdo inibitoria da levedura). As culturas foram
incubadas por 10 dias em estufa para BOD a 26 °C em
fotoperiodo 12 horas. A avaliagdo constou da medicao
do diametro do crescimento micelial do patdgeno, em
dois sentidos perpendiculares.

Producio de enzimas hidroliticas

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

Para a preparacdo da parede celular (PPC), 1 mL da
suspensdo de esporos (1 x10° esporos mL™") do fitopatogeno
foi cultivado em 50 mL de meio batata dextrose por oito
dias, sob agitagao constante a 150 rpm. O micélio fingico
foi coletado por filtragdo em papel de filtro Whatman (n° 1),
lavado trés vezes com agua destilada e homogeneizado
em tampao fostafo 0,1M (pH 7,2) por 2 minutos e
mantido a -20 °C overnight. Posteriormente, o material foi
descongelado e novamente homogeneizado. Em seguida,
aproximadamente 20 mL do micélio fungico foi transferido
para um frasco onde foi macerado com nitrogénio liquido
e a parede celular do fungo foi armazenada em freezer
-80 °C para utilizagdo posterior. Metodologia adaptada
de Bar-Shimon et al. (2004).

Atividades enzimaticas: p-1,3-glucanase e
quitinase

A determinacdo de acgucares redutores, liberados
durante os ensaios enzimaticos, foi realizada segundo
a metodologia descrita por Miller (1959), utilizando o
reagente de acido 3,5-dinitrosalicilico (ADNS). Para tal,
250 pL da mistura de reacéo foram adicionados a 250 puL.
do reagente ADNS e a solugdo foi aquecida em banho
com agua fervente por 10 minutos. Apds o resfriamento

Citrus Res. Technol., 39, e-1033, 2018



Mecanismos de agao de isolados de leveduras... 5/1

em gelo, até a temperatura de 25 °C, a solugdo foi diluida
com 2,5 mL de agua destilada homogeneizada e foi
determinada a absorbancia a 540 nm, contra o branco
apropriado.

Para a avaliacao da producao de B-1,3-glucanase foi
utilizada a técnica de quantificacdo colorimétrica de glicose
liberada do substrato laminarina, através da dosagem de
acucares redutores. A reacdo foi realizada com 200 pL de
tampao Mcllvaine, pH 6,0; 100 uL da amostra de cultivo e
100 uL de laminarina (4 mg mL"). A mistura da reagao foi
incubada a 50 °C por 1 hora. Apos esse periodo, a reagdo foi
paralisada com a da adi¢do de 200 uL do reagente ADNS
a mistura da reagdo, determinando-se o teor de aguicares
redutores liberados. A leitura de absorbancia a 540 nm
foi feita contra a mistura de reag@o contendo tampao em
substituicao ao meio de cultivo, sendo subtraido de cada
amostra o valor do controle negativo que consistiu na
mistura da reacdo na presenca de tampao substituindo
o substrato. As leituras de absorbancias foram plotadas
em curva padrdo para glicose e a atividade enzimatica foi
expressa em U/L, no qual uma unidade de atividade (U)
foi definida como 1g de agticar redutor liberado (glicose)
da laminarina nas condi¢des de ensaio.

A avaliagdo da producdo de quitinase foi realizada
pela da técnica de N-acetil glucosamina (NAG), a partir
do substrato glicol quitina. Para a realizacdo da analise,
100 pL da amostra de meio de cultivo da levedura
foram misturados com 200 pL de tampdo Mcllvaine,
pH 6,0 e 100 uL de glicol quitina 0,01% (p/v) neste
mesmo tampao. Apods incubagao por 60 minutos a 50 °C,
a reagdo foi interrompida pela adicdo de 200 pL do
reagente ADNS a mistura de reagdo, determinando-se
o teor de agucares redutores liberados, como citado
anteriormente. A cubeta de referéncia (branco) consistiu
na mistura da reagdo na presenca tampao em substituicao
ao meio de cultivo. O valor da leitura foi subtraido do
obtido pelo controle negativo que apresentou o tampao
em substituicdo ao substrato (glicol quitina). A atividade
enzimatica foi expressa em U/L, no qual uma unidade
de atividade (U) foi definida como 1g de agucar redutor
liberado (N-acetilglucosamina) enzimaticamente da glicol
quitina, nas condi¢des do ensaio.

Identificacdo molecular dos isolados de
levedura

Foram identificados oito isolados de levedura (ACBL-78,
ACBL-80, ACBL-81, ACBL-82, ACBL-84, ACBL-86,
ACBL-87) com base em seu material genético utilizando

técnicas de biologia molecular. O DNA das leveduras foi
extraido através do kit Wizard Genomic DNA Purification
KIT - Promega®. A quantidade ¢ a qualidade (pureza)
do DNA extraido foram determinadas por densidade
optica usando um espectrofotometro (NanoDrop 2000c¢).
A amplificacdo das regides ITS (Internal Transcribed
Spacer) do rDNA, incluindo o gene 5.8S, foi realizada
por PCR utilizando os seguintes primers: forward-1TS1
(TCCGTAGGTGAACCTGCGG) e reverse-1TS4
(TCCTCCGCTTATTGATATGC), de acordo com
White et al. (1994). As condi¢des de ciclagem por PCR
consistiram num passo de desnaturagdo inicial a 94 °C
durante 1 min; 30 ciclos de desnaturagdo a 94 °C durante
1 min, anelamento a 55 °C por 2 minutos e extensdo a
72 °C por 2 min; seguido de 1 ciclo final de extensao
72 °C por 5 minutos. O produto de PCR foi purificado
usando o “Kit comercial “Purelink ™ Quick Gel Extration
and PCR Purification Combo Kit” (Invitrogen™)
(Thompson et al., 1994). As sequéncias foram alinhadas
e comparadas com a base de dados NCBI pela Internet
usando a Ferramenta de Pesquisa de Alinhamento Local
Basico (Altschul et al., 1997).

Analises de estatisticas

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

RESULTADOS

Producao de compostos antifiingicos pelos
isolados de leveduras

No ensaio realizado para determinagdo de compostos
antifingicos volateis, os resultados obtidos mostraram que
os isolados de leveduras nao foram capazes de produzir
metabolitos volateis que afetassem o tamanho da colonia
do patogeno.
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No teste de compostos antifiingicos livres de
células, os resultados apresentados na Figura 1
mostraram que somente os isolados ACBL-78 e
ACBL-80 produziram compostos antifungicos livres
de células que reduziram o tamanho da coldnia do
fitopatogeno.

Com relagdo ao teste de compostos antifingicos
termoestaveis, os dados obtidos mostraram que os
1solados de leveduras ACBL-76, ACBL-81, ACBL-82
e ACBL-84 produziram metabolitos termoestaveis que
reduziram, significativamente, o tamanho da colonia do
patogeno (Figura 2).
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Figura 1. Tamanho da colénia de Penicillium digitatum
sob influéncia de compostos antifungicos livres de
células produzidos pelos diferentes isolados de leveduras.
Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey (P <0,05).
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Figura 2. Tamanho da colonia de Penicillium digitatum
sob influéncia de compostos antifiingicos termoestaveis
produzidos pelos diferentes isolados de leveduras. Médias
seguidas pela mesma letra nao diferem entre si pelo teste
de Tukey (P <0,05).

Deteccao da atividade killer

No ensaio utilizado para se determinar a atividade
killer pelas leveduras testadas, observou-se que todos
os isolados apresentaram resultados positivos quanto a
atividade killer. Como observado na Tabela 1, isolados
apresentaram linha ou zona azul (morte celular) ou zona
clara (inibi¢2o, porém sem morte celular) ao redor da
coldnia, indicando a acdo killer sobre a levedura sensivel
(Figura 3).

Competicao por nutrientes

No ensaio realizado para determinar se as leveduras
testadas competem com o fitopatdgeno pelos nutrientes,
os resultados mostraram que a levedura ndo compete
pela fonte de carbono, evidenciando, inclusive, que o
acucar favoreceu o fitopatdgeno, com uma dimuicao na
porcentagem de conidios ndo germinados em funcao do
aumento da fonte de glicose. No entanto, pode-se dizer
que todos os isolados de leveduras inibiram a germinagao
dos conidios de P. digitatum (Figura 4), independente
da fonte de carbono. Os isolados ACBL-84, ACBL-78 ¢
ACBL-76 foram os que proporcionaram maiores valores
de inibigdes da germinagdo de conidios do patdgeno,
proporcionando 96,63%, 94,81% e 94,26% de inibicao,
respectivamente. A inibi¢ao de conidios foi diminuindo
conforme foi aumentando a concentragdo de glicose
(Figura 5).

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

Isolados de leveduras Atividade Killer
ACBL-76 Zona Clara
ACBL-78 Zona Azul
ACBL-80 Zona Clara
ACBL-81 Zona Clara; Zona Azul, Halo
ACBL-82 Zona Clara
ACBL-84 Linha Azul
ACBL-86 Zona Azul
ACBL-87 Zona Clara; Linha Azul
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Figura 3. Atividade killer do ACBL-80 mostrando a zona clara (inibi¢ao da levedura sensivel S. cerevisiae NCYC
1006) em YEPD-azul de metileno, a 28 °C, pH 4,5 (A). Atividade Killer do ACBL- 81 mostrando o halo azul (morte
celular da levedura sensivel S. cerevisiae NCYC 1006) em YEPD-azul de metileno, a 28 °C, pH 4,5 (B).
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Figura 4. Porcentagem de conidios ndo germinados do
fungo Peniciliium digitatum sob agdo das leveduras em
meio agar-agua com diferentes concentragdes de glicose,
a 26 °C. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey (P <0,05).
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Figura 5. Porcentagem de conidios ndo germinados do
fungo Penicillium digitatum sob agdo das leveduras em
meio agar-agua com diferentes concentragdes de glicose,
a 26 °C. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey (P <0,05).

Avaliacao do crescimento micelial do
fitopatogeno retirado da zona de antagonismo

A avaliacdo do crescimento micelial do P, digitatum,
apos a sua hifa ser retirada da zona de antagonismo,
com os diferentes isolados de leveduras, mostrou que
os isolados de leveduras ndo afetaram a viabilidade das
hifas do fitopatogeno. Quando o fungo foi retirado da
regido mediana (proxima ao halo de inibi¢do) ou, longe
da levedura, o crescimento do patdgeno ndo foi afetado,
apresentando crescimento normal.

Producio de enzimas hidroliticas

Para o ensaio onde se determinou a capacidade dos
isolados de levedura produzir enzimas hidroliticas,
verificou-se que todos produziram atividade enzimatica
para quitinase, ndo apresentando atividade enzimatica
para B-1,3-glucanase (Tabela 2).

Identificacao molecular dos isolados de
levedura

Os isolados de levedura utilizados neste estudo
foram identificados como: Saccharomyces cerevisiae
(ACBL-76,ACBL-78, ACBL-80,ACBL-81 ¢ ACBL-82),
Candida stellimalicola (ACBL-84) e Meyerozyma caribbica
(ACBL-80).
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Tabela 2. Produgao de quitinase e B-1,3-glucanase por isolados de leveduras, avaliada através da produgao de agucar

redutor
Isolados Quitinase AR(g/L)" B-1,3-glucanase AR (g/L)®
ACBL-76 0,074 0
ACBL-78 0,059 0
ACBL-80 0,06 0
ACBL-81 0,064 0
ACBL-82 0,073 0
ACBL-84 0,079 0
ACBL-86 0,055 0
ACBL-87 0,063 0

(WAR-Agucar redutor.

DISCUSSAO

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

Os resultados apresentados neste trabalho mostraram
que, com exce¢ao do ACBL-86 e ACBL-87, os demais
isolados de leveduras produziram substancias antifiingicas
em quantidades suficientes para inibirem o desenvolvimento
micelial de P. digitatum. ACBL-76, ACBL-81, ACBL-82
e ACBL-84 produziram substincias que apresentaram
atividade antimicrobiana somente quando as mesmas foram
submetidas a alta temperatura (Figura 2). Possivelmente,
componentes presentes nas células dessas leveduras foram
responsaveis pelo antagonismo, necessitando, porém, da
autoclavagem para serem liberados ao meio de cultura.
Por outro lado, embora os isolados ACBL-78 e ACBL-80
tenham produzidos metabolitos livres de células do
antagonico que afetaram o desenvolvimento do patdgeno,
essas substancias ndo suportaram a alta temperatura
(Figura 1). Lima et al. (2013) ao estudarem a producao
de compostos antifingicos por leveduras, verificaram que
suspensoes livres de células e de metabdlitos termoestaveis
ndo tiveram nenhum efeito no desenvolvimento de
Colletotrichum gloeosporioides, ndo corroborando com
os resultados encontrados neste estudo.

Verificou-se que, todas as leveduras testadas mostraram
resultados positivos referente ao fator killer mostrando ser
esse o possivel mecanismo de a¢do adotado no biocontrole de
P, digitatum (Tabela 1). Esses resultados estdo de acordo com
os obtidos por outros autores. Segundo Platania et al. (2012),

Wickerhamomyces anomalus, quando cultivado sobre meio
acidificado, demonstrou atividade micocinogénica contra
P. digitatum, como indicado pelo grande halo de inibi¢ao
e danos sobre as hifas do fitopatdgeno em decorréncia
da atividade de B-glucanase. Portes et al. (2013) também
avaliaram o antagonismo das leveduras Candida globrata,
C. albidans, S. cerevisiae e Pichia kluyveri, produtoras de
toxina killer contra P. expansum e Aspergillus ochraceus,
observando que tal produgao foi eficiente no controle dos
dois fitopatogenos.

A competi¢cdo por nutrientes nao foi um dos
mecanismos de acdo adotado pelas leveduras testadas
neste estudo, uma vez que, o aumento da concentracao
de glicose nao favoreceu o antagonismo (Figura 4 ¢ 5).
Dados similares foram obtidos por Lutz et al. (2013),
onde relataram que a capacidade de biocontrole de varias
leveduras a P. expansum foi significativamente afetada,
de forma negativa, na presenga de uma fonte de agtcar.
Porém, outros autores ndo corroboram com esses resultados.
Castoria et al. (2001), por exemplo, relataram ser a
competi¢do por nutrientes um dos mecanismos de acéo da
levedura Aureobasidium pullulans (LS-30), um antagonista
importante de varios patogenos que ocorrem na pos-colheita,
como Botrytis cinerea, P. expansum, Rhizopus stolonifer
e Aspergillus niger. Mekbib et al. (2011) ao estudarem
o modo de acdo das leveduras Cryptococcus laurentii
e C. sake para controle de P. digitatum, notaram que a
competicao por nutrientes (extrato de casca de laranja e
extrato de malte) ¢ provavelmente o principal modo de
acdo desses microrganismos, pois favoreceram a acao
antagonica das leveduras na inibicdo da germinagao
do patogeno. Resultados semelhantes, também, foram
relatados por Bautista-Rosales et al. (2013) ao estudarem o
mecanismo de agdo de Meyerozyma caribbica no controle
de C. gloeosporioides, onde a competi¢do por nutrientes,
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principalmente quando a sacarose foi usada como fonte
de carbono, foi apontada como um dos principais modo
de agdo da levedura.

A maioria dos isolados de leveduras testada apresentou
multiplos mecanismos de acdo que possam estar
envolvidos na eficiéncia de biocontrole de P. digitatum.
Resultados indicaram que os mecanismos de agao, tais
como, a producdo de substancias antifiingicas, atividade
killer, atividade enzimatica (produgdo de quitinase) e a
inibi¢do da germinagdo de conidios do patdgeno foram
as atividades antagdnicas mais importantes apresentadas
pelas leveduras, o que poderia explicar as porcentagens
de inibigdes (acima de 80%) das colonias de Penicillium
promovidas pelos isolados ACBL-82, ACBL-84 e ACBL-76.
Dados semelhantes foram encontrados por Lutz et al. (2013)
ao estudarem os possiveis mecanismos de acao associados
ao biocontrole das leveduras Cryptoccocus albidus,
Pichia membranifaciens e Cryptoccocus victoriae
contra P. expansum e B. cinerea. Segundo os autores, 0s
isolados de leveduras exibiram diferentes mecanismos,
tais como, a colonizagdo de ferimentos, inibicdo da
germinagdo, secre¢ao de toxinas killer e, principalmente,
a producdo de enzimas hidroliticas, como protease,
quitinase e glucanase. A produgdo de quitinase por
leveduras (Metschnikowia pulcherrima e Rhodotorula sp.)
também foi constatado por Saravanakumar et al. (2009)
contra B. cinerea em magds. Os autores notaram que
M. pulcherrima apresentou maior producao da enzima
em relagdo a Rhodotorula sp., quando na presenca da
parede celular do fitopatdégeno, como observado no
presente estudo, onde todos os isolados de leveduras
testados apresentaram produgao de quitinase na presenca
da parede de Penicillium (Tabela 2).

Nosso estudo sugere que os isolados ACBL-80, ACBL-82
e ACBL-86 apresentaram multiplos mecanismos de agdo,
tais como, producdo de toxina killer, atividade enzimatica
(producao de quitinase) e inibicao da germinagdo de
conidios do patdgeno; além da producao de substancias
antifungicas pelos isolados ACBL-80 e ACBL-82.
Mecanismos esses, que, podem estar relacionados com a
eficiéncia do controle in vivo do bolor verde previamente
relatado no trabalho de Cunha, 2013.
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