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Potencial de biocontrole das leveduras em pds-colheita de citros pela
producio da enzima B-1,3-glucanase e atividade killer: uma revisao
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RESUMO

Brasil ¢ o maior pais produtor e exportador de frutos citricos do mundo, apesar disso, sua
producao ¢ afetada por doengas fungicas durante a pos-colheita, esses patdgenos causam danos
quantitativos, qualitativos, econdmicos e podem causar danos a saude humana. Dentre essas
doengas, destacam-se os patogenos do género Penicillium spp. que sdo considerados uma ameaca a
citricultura em todo o mundo. A aplicagao de fungicidas ainda é o método mais utilizado para o seu
controle, porém, o uso desses produtos pode ocasionar uma série de problemas tais como selecionar
linhagens resistentes do fitopatogeno pelo seu uso intensivo e também pelos riscos saide humana
e do meio ambiente, o que levou os pesquisadores a elaborarem estratégias alternativas e métodos
inovadores como o uso de micro-organismos como agentes de controle bioldgico, a exemplo as
leveduras, devido ao seu grande potencial bioldgico, pois algumas espécies de levedura tem a
capacidade de producdo de enzimas hidroliticas como a B-1,3-glucanase, além da produgao de
toxinas killer e da alta capacidade colonizacdo de feridas, que representam importantes mecanismos
de acdo empregados no biocontrole de fitopatdgenos. Neste sentido, o presente trabalho teve por
objetivo fazer uma breve revisao sobre a eficiéncia da 3-1,3-glucanase e atividade killer produzida
por leveduras no controle bioldgico do bolor verde em pos-colheita de citros.

Termos de indexacdo: Citrus, controle biologico, leveduras, Penicillium.

Biocontrol potential of yeasts in citrus postharvest by production of p-1,3-glucanase
enzyme and killer activity: a review

SUMMARY

Brazil is the largest producer and exporter of citrus fruits in the world, despite that, its production
is affected by fungal diseases during post-harvest, these pathogens cause quantitative, qualitative,
economic damage and can cause damage to human health. Among these diseases, pathogens of the
genus Penicillium spp. that are considered a threat to citrus culture worldwide. The application of
fungicides is still the most used method for its control, however, the use of these products can cause
a series of problems such as selecting resistant strains of phytopathogen due to their intensive use
and also due to the risks to human health and the environment, the which led researchers to devise
alternative strategies and innovative methods such as the use of microorganisms as biological control

! Universidade Federal Rural da Amazonia — UFRA, Belém, PA, Brasil

Autor correspondente: Pablo Leal Rodrigues, Universidade Federal Rural da Amazonia UFRA, Travessa Monte Alegre, Bairro do
Jurunas, CEP 66030370, Belém, PA, Brasil. E-mail:agronopablo@gmail.com

Este ¢ um artigo publicado em acesso aberto (Open Access) sob a licenga Creative Commons Attribution, que permite
£ uso, distribuigéo e reproducdo em qualquer meio, sem restri¢cdes desde que o trabalho original seja corretamente citado.



Rodrigues et al.

2/18

agents, such as yeasts, due to their great biological potential, as some yeast species have the capacity to produce
hydrolytic enzymes such as B-1,3-glucanase, in addition to the production of killer toxins and the high capacity for
colonization of wounds, which represent important mechanisms of action used in the biocontrol of phytopathogens.
In this sense, the present work aimed to make a brief review on the efficiency of B-1,3-glucanase and killer activity
produced by yeasts in the biological control of green mold in citrus postharvest.

Index terms: Citrus, biological control, yeast, Penicillium.

INTRODUCAO

As frutas citricas estdo entre as mais cultivadas em
todo o mundo e sua produgdo esta aumentando a cada ano
devido a crescente demanda dos consumidores, o que gera
milhdes de empregos em mais de 137 paises ao redor do
mundo, nos processos de colheita, manuseio, transporte,
marketing e entrega da produgao proveniente das indistrias
citricolas (Sharma et al., 2017; Martin et al., 2018).

Dentre os frutos citros, as laranjas sdo as mais
produzidas, obtendo-se uma produg¢ao mundial de
aproximadamente 71 milhdes de toneladas, onde o Brasil ¢
0 maior pais produtor e responde por 76% de participacao
no comércio mundial de suco de laranja, sendo também
o maior fornecedor, o que reflete o fato de trés quartos
do suco de laranja consumida no planeta ser produzido
no pais. A safra de laranja 2019/20 do cinturdo citricola
de nacional € reestimada em 384,87 milhoes de caixas,
de acordo com atualizagdo publicada em 11 de fevereiro
pelo Fundecitrus. O valor € apenas 0,11% menor do que
a reestimativa anterior, de dezembro de 2019, ¢ 1,03%
inferior a primeira estimativa, de maio de 2019. (FAO,
2016;IBGE, 2017; USDA, 2018; FUNDECITRUS, 2019).

No pais, ha uma predominancia na producao da regido
Sudeste sobre as demais regides produtoras, o estado
de Sao Paulo ¢ o maior produtor, tanto regional quanto
nacional, devido a sua grande concentragdo de pomares de
laranjeiras doces, com producéo de 10.465.335 toneladas,
em uma area de 471.200 hectares, favorecidos pelas
condigoes edafoclimaticas propicias ao desenvolvimento
da atividade, tais como o clima subtropical mesotérmico,
umido, com temperatura média de 21 °C, e estiagem
branda no inverno, radiagdo solar global bastante elevada,
além da proximidade com o mercado externo (Viana &
Amorim, 2008; Belo, 2017; Carvalho, 2017).

Na regido Nordeste os estados da Bahia e Sergipe
apresentam maior destaque na producao de citros, de
acordo com os dados do IBGE (2015), tendo a regidao do
Agreste de Pernambuco um grande potencial de expansao
da atividade, devido as suas condi¢des climaticas adequadas
para a produgao de frutos como; clima predominantemente
Mesotérmico Tropical de Altitude (cs’a), com estacdes

de verdo e inverno bem definidas de acordo com a
classificagdo climatica de Kdppen, a regido apresenta ainda
altitudes superiores a 800 m e temperaturas que variam
de 20 a 24 °C (Passos et al., 2005; Medeiros et al., 2013)

Apesar da grande producdo citricola do pais, problemas
com doengas fingicas em pos-colheita comprometem
o desenvolvimento dessa atividade; o manuseio e
processamento inadequado dentro do packing house, causam
feridas superficiais nos frutos que podem ser infectadas
por patdgenos durante varios dias, comprometendo toda
a producao (Moretto et al., 2014).

Doengas como a podriddo marrom, mancha septoria,
antracnose, bolor verde / azul e podriddo azeda causadas
por, respectivamente, Phytophthora spp. Septoria
citri.,Colletotrichum gloeosporioides., Penicillium spp.
e Geotrichum citri-aurantii., sdo exemplos que emergem
como resultado de lesdes causadas pelo manuseio
inadequado no campo ou nas fases subsequentes apos a
colheita (Simas et al., 2017).

Entre os principais causadores de danos na pés-colheita
de citros, destacam se as doengas causadas por Penicillium
digitatum, causador do bolor verde, este fungo ¢
responsavel por grandes perdas na produgdo, pois pode
provocar podridao mole no fruto, recoberta por micélio
branco com um grande niimero de esporos, os quais lhe
dao uma coloragao verde posteriormente. E pelo fungo
Penicillium italicum, causador do bolor azul, sua incidéncia
¢ menor que a do bolor verde, apesar do ciclo da doenga
e os sintomas serem similares ao bolor verde apesar de
crescer em um ritmo menor em baixas temperaturas
(Fischer et al., 2007, 2008; Ferraz et al., 2018).

A aplicacdo de fungicidas quimicos sintéticos ¢ o método
mais comum para limitar a decomposicao pos-colheita e
infecgdes durante o armazenamento, porém, os produtos
quimicos utilizados sdo toxicos e poluentes, impactam o
meio ambiente € comprometem a satide dos produtores
agricolas e consumidores, portanto ¢ imprescindivel
desenvolver métodos seguros e estratégias alternativas
eficazes para controlar a doenga pos-colheita, bem como
aumentar a vida util das frutas (Dudley et al., 2017,
Jatoi et al., 2017; Sun et al., 2017).
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Atualmente, estudos apontam que as leveduras possuem
varias caracteristicas que as tornam potenciais candidatas
como agentes de biocontrole, uma delas ¢ a capacidade de
produzir a enzima B-1,3-glucanase, que atua diretamente
na parede celular dos fungos causadores de doencas.
O produto comercial Aspire®, ¢ utilizado para o controle
bioldgico de podriddes na pos-colheita de citros e de outras
frutas e tem como base a levedura Candida oleophila,
devido a produg@o da enzima B-glucanase (Droby et al.,
1998; Bauermeister et al., 2010; O’Kennedy et al., 2011;
Vos et al., 2014; Montiel et al., 2018).

Diante do exposto, o presente trabalho teve por objetivo
fazer uma breve revisdo sobre a eficiéncia da B-1,3-glucanase
e atividade killer produzidos por leveduras no controle
bioldgico do bolor verde em pos-colheita de citros.

ORIGEM E ASPECTOS BOTANICOS DOS
FRUTOS CIiTRICOS

Os frutos citricos tém seu provavel centro de origem
nas regides imidas tropicais e subtropicais do continente
Asiatico, mais precisamente Indochina e Sul da China,
sendo sua principal origem o leste da India, existem livros
escritos durante a dinastia Chon, de 1027 a256 a.C., que ja
mencionavam o cultivo de certas plantas, como a espécie
citrica Poncirus trifoliata (L.) Raf., nativa do centro e do
Norte daquele pais, e muito usada como porta-enxerto.
Ap6s adentrar no continente Africano e posteriormente no
continente Americano foram introduzidos no Brasil, pelos
portugueses, no comeco do século X VI, talvez a partir de
1530, quando teve inicio a colonizagdo (Donadio et al.,
2005; Oliveira et al., 2012).

Quanto a sua classificagao botanica, os frutos citricos sao
classificados como Espermatofitos, pertence a subdivisao
das Angiospermas, a classe das Eudicotiledoneas, e familia
das Rutaceas, apresentam 13 géneros, sendo o género
Citrus o mais conhecido e também um dos mais estudados,
ele abrange as espécies Citrus medica L. (cidra), Citrus
limon (L.) Burm. f. (limao verdadeiro), Citrus sinensis
(L.) Osbeck (laranja doce), Citrus aurantium L. (laranja
azeda), Citrus aurantiifolia (Christm.) Swingle (limas),
Citrus maxima (Burm.) Merr. (toranjas), Citrus paradisi
Macfad. (pomelo), Citrus reticulata Blanco (tangerinas)
dentre outros representantes (Gomes, 1972; Amaral, 1982;
Koller, 1994, GRIN, 2013).

O género Citrus é representado por plantas de porte
médio, sendo arboreo ou arbustivo, com flores brancas
e aroma caracteristico, apresenta frutos tipo baga

3/18

(hesperidio), contendo vesiculas preenchidas por liquido,
que constitui o suco de grande interesse comercial. Em sua
composicao os frutos sao compostos por epicarpo (casca),
mesocarpo (parte de aspecto esponjoso ¢ de coloragdo
branca), também chamada de albedo, endocarpo (parte
comestivel do fruto composta pelos gomos), e as sementes,
que auxiliam em sua disseminagdo (Lorenzi et al. 2006;
Oliveira Junior, 2015).

As caracteristicas fisicas e quimicas dos frutos variam
no decorrer do periodo de maturacdo, e essa variacao
depende, entre outros fatores, das condigdes meteorologicas
durante a formacao e a maturagao dos frutos, combinagao
porta-enxerto/variedade copa, a idade da planta, os estresses
hidricos e de temperatura, a localizag¢ao do fruto na arvore,
a radiagdo solar, as praticas de manejo, principalmente
a irrigagdo, a nutricdo e o espacamento entre as plantas
(Reuther, 1973; Volpe et al., 2002).

A CITRICULTURA NO BRASIL E NA
REGIAO NORDESTE

A citricultura ¢ uma atividade que tem forte contribui¢ao
para desenvolvimento do Brasil desde 1962, com o inicio
das exportagdes, porém so passou a ter maior relevancia,
na década de 80 do século XIX, no Estado do Rio de
Janeiro, através da exportacao da laranja in natura. Essa
forte impulsao esteve relacionada a fatores climaticos
como fortes geadas que afetaram a Florida nos anos
de 1977, 1981, 1982, 1983, 1985 e 1989, o que causou
perdas na producao americana de laranja, firmando as
exportagoes de suco brasileiro. A citricultura brasileira
se destaca atualmente por ter a maior produ¢ao mundial
sendo responsavel por mais de 60% das exportagdes,
tendo como principal produto de exportagdo o suco de
laranja concentrado (Borges & Costa, 2006; Neves et al.,
2010; Turra et al., 2014; MAPA, 2016; Turra & Santos,
2016; Fonseca, 2017).

O Brasil responde por mais da metade do suco
produzido em todo o mundo, considerando a média de
producao a contar das safras de 2012 em diante, citadas
no levantamento mundial feito pelo Departamento da
Agricultura dos Estados Unidos (USDA) de acordo
com Neves & Trombin (2017). O Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE) publicou que a safra de
2015/2016 apresentou uma producao de laranja estimada
em 16,7 milhdes de toneladas, ocupando uma area de
664,4 mil hectares. Apos uma produgio elevada em 2017/18,
as primeiras impressoes sdo de que a safra 2018/19 pode
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ser novamente de oferta mais restrita no estado de Sao
Paulo e no Triangulo Mineiro, segundo pesquisa feita pelo
Centro de Estudos Avangados em Economia Aplicada
(CEPEA) da ESALQ/USP (CEPEA, 2018).

O restante da produgao esta concentrado nos estados
da Bahia, de Minas Gerais, Sergipe, Parana e Rio Grande
do Sul. Vale observar ainda que o volume a ser produzido
pelo Brasil podera ser maior, em virtude das condi¢des
climaticas favoraveis como temperaturas amenas e
disponibilidade hidrica observada no final de 2015 e
inicio de 2016, nas regides produtoras (CONAB, 2017).

Aregido Nordeste ¢ a segunda maior regido produtora
de citros do Brasil, apresentando 1,6 milhdes de toneladas
na sua producao de acordo com a regido do médio Sao
Francisco, mais precisamente o semiarido nordestino, onde
se encontra o polo irrigado de Petrolina (PE) /Juazeiro (BA),
também € vista como uma fronteira para a ampliagao da
produgdo de citros no pais e para o processamento de suco
para o mercado externo. Porém no manejo, os fungos
sdo tidos como um dos maiores problemas relacionados
a perdas (Pereira, 2009; Piati et al. 2013; IBGE, 2013).

DOENCAS E PERDAS EM POS-COLHEITA
DE FRUTOS CITRICOS

As doencas pos-colheita, especialmente aquelas
causadas por patogenos fungicos, proporcionam perdas
econdmicas significativas, além disso, alguns fungos
também produzem micotoxinas que representam um
risco para a saude humana, ao suprimento de alimentos
no planeta e a economia (Liu et al., 2018).

Por serem bastante acidos e presentarem condi¢des
propicias ao crescimento de patdgenos os frutos citricos
sao comumente atacados por fungos, esses fungos
se aproveitam de um ambiente rico em nutrientes,
umidade e boa temperatura para se desenvolverem,
os patdgenos podem infectar o hospedeiro através de
ferimentos superficiais ocorridos dentro do packing
house durante a colheita, transporte ¢ manipula¢do dos
frutos sendo que as perdas em pds-colheita causadas por
patdgenos fungicos no mundo tém alcangado até 90% da
producdo (Bautista-Bafos et al., 2013; Talibi et al., 2014;
Valenzuela etal., 2015; Karim et al., 2015; Liu et al., 2018).

Em levantamento da incidéncia de doengas pos-colheita
em frutas comercializadas na Central de Abastecimento
de Recife em Pernambuco, foi detectado que 21,9%
dos frutos analisados apresentavam doengas fiingicas,
confirmando a importancia das doengas pos-colheita em
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frutos na economia, a pesquisa ressalta ainda, que medidas
de controle mais efetivas durante as fases de produgao e
pés-colheita, como praticas de sanitizagdo e métodos que
induzam resisténcia ao patdégeno, sdo importantes tendo
em vista a redu¢ao dessas perdas (Dantas et al., 2003).

Quando relacionamos a reducdo das perdas em
pos-colheita e seus impactos na economia brasileira,
observamos que a pregos de 2012, esta redugdo implicaria
em aumento de R$ 9,8 bilhdes no valor da produgdo
agricola do pais, outro reflexo disso é o aumento na
demanda por servigos de processamento, transporte e
comércio o que poderia gerar mais de 300 mil empregos
diretos e indiretos (Costa et al., 2015).

No manejo fitossanitario em pos-colheita de citros,
os fungos estdo entre as doengas que mais prejudicam
ampliacao da oferta de frutos, o bolor verde, bolor azul,
bolor cinzento, causados por, Penicillium digitatum,
Penicillium italicum, Botrytis cinerea respectivamente,
sao relatados como sendo as doengas pos-colheita de
maior importancia mundial na citricultura representando
perdas consideraveis na produgao (Eckert & Brown, 1986;
Eckert, 1993; Tripathi et al., 2008; Solaimani et al., 2009;
Gatto et al., 2011; Talibi et al., 2011).

Bolor verde em pods-colheita de frutos citricos

O fungo Penicillium digitatum, também conhecido como
bolor verde, pertence ao Reino: Fungi, Filo: Ascomycota,
Subfilo: Pezizomycotina, Classe: Eurotiomycetes,
Subclasse: Eurotiomycetidae, Ordem: Eurotiales, Familia:
Trichocomaceae, Género: Penicillium (Frisvad & Samson,
2004; Houbraken et al., 2014).

A podridao causada por Penicillium digitatum Sacc.,
configura-se como uma das principais ameacgas em
pos-colheita de citros e se ndo for gerenciada, pode
causar até 90% de perdas de rendimento durante o
armazenamento e transporte. O fungo conhecido como
Penicillium expansum, também, infecta frutas como
magas, peras, uvas, péssegos e cereais, sendo dependente
principalmente de insetos ou feridas em frutos para sua
colonizacdo, o que leva rapidamente a podridao apos os
esporos adentrarem os locais das feridas, causando perdas
significativas na industria de frutas (Kanetis et al., 2007;
Cerioni et al., 2013; Prusky et al., 2013).

Outro representante do género ¢ o Penicillium citrinum,
este fungo ¢ produtor da citrinina, uma micotoxina de
nefrotoxina e também ¢ responsavel por podriddes de
aspécto esverdeado em pods-colheita de citros, alguns
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fungos dos géneros Penicillium tem a capacidade de
produzir outras susbstancias como a ocratoxina A (OTA) e
a patulina (compostos toxicos); capazes de causar graves
problemas de saide humana, como a reducao da atividade
ou eficiéncia do sistema imunolégico e o cancer, o que
representa um aumento na demanda por estratégias de
controle com ag¢des mais especificas € menos danosas
ao homem e meio ambiente (Hetherington & Raistrick,
1931; Pitt, 1979; Liu et al., 2013; Andrade et al., 2014;
Fiori et al., 2014; Simoncini et al., 2014; Nufiez et al.,
2015; Zhu et al., 2015; Delonge et al., 2016).

CONTROLES DE DOENCAS FUNGICAS EM
POS-COLHEITA DE FRUTOS CIiTRICOS

Controle quimico em pods-colheita de frutos
citricos

Em pods-colheita de citros, utilizam-se os fungicidas,
que prolongam o tempo de armazenamento dos frutos e
reduzem o desenvolvimento dos patogenos e a deterioragao
causada por eles, dentre os fungicidas mais utilizados
contra patdogenos em pos-colheita, estdo os de contato
como o ortofenilfenol e dioxido de enxofre e os fungicidas
sistémicos como o tiabendazol e o imazalil de acordo
com Torres et al. (2008).

O imazalil (IMZ) é o mais confiavel fungicida para uso
contra fungos em citros, causado por P. digitatum, sendo
bastante utilizado em tanques de imersao para o controle
curativo da doenga. Porém, ¢ um produto que oferece sérios
riscos a satde humana, podendo desencadear problemas
como disfungdo enddcrina, neurotoxicidade, teratogenicidade
e genotoxicidade, devido ser extremamente toxico (classe
toxicologica I). O tiabendazol (TBZ) ¢ um fungicida
sistémico, protetor e de agdo curativa, que possui acao
parasiticida, tem classe toxicologica III, medianamente
toxico, oferecendo riscos a satide humana e ao meio
ambiente (Erasmus et al., 2011; Njombolwana et al.,
2013; Jinetal. 2016; Kellerman et al., 2016; Alves, 2017).

No controle do bolor verde, causado por P. digitatum
o IMZ reduziu a incidéncia da doenga em 70% ¢ a
severidade em 82,7% no 8° dia apo6s inoculacao do
patégeno, o tiabendazol apresentou 100% de eficiéncia
no controle em pds-colheita de laranjas pera frente a
produtos alternativos (Franco & Bettiol, 2002; Maro,
2010). Em pesquisas conduzidas por Fischer et al. (2013),
frutos citricos tratados com IMZ apresentaram menor
incidéncia (5,4%) de doencgas pos-colheita, sendo que o
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fungicida TBZ também apresentou resultados favoraveis
quanto a frequéncia relativa de isolados de P. digitatum
resistentes ao fungicida.

No Brasil, até 2016, haviam trés fungicidas registrados
para uso em pos-colheita de frutas: IMZ, TBZ e Procloraz,
porém, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) devido a reavaliacdo toxicoldgica dos
produtos fitossanitarios utilizados no pais, proibiu o uso
do procloraz, tendo em vista o produto nao atender mais
as regras e exigéncias de seguranca do 6rgdo (Brasil,
2016; Alves, 2017).

Os impactos dos produtos quimicos sobre a
biodiversidade sdo feitos tanto de forma direta, pela sua
acao contra um determinado patdogeno, quanto indireta,
atingindo os micro-organismos benéficos presentes no
ecossistema, fato este que ¢ geralmente negligenciado e
as atuais estratégias de conservagao dao pouca atencao a
essas questoes, apesar de seus efeitos prejudiciais a curto
e longo prazo (Heneberg et al., 2018).

O relatorio “Vocé ndo quer mais respirar veneno”
publicado recentemente pela organizagao internacional
dos direitos humanos Human Rights Watch, documentou
casos de intoxica¢do aguda decorrentes da deriva de
agrotoxicos em sete localidades, incluindo comunidades
rurais, comunidades indigenas e quilombolas e escolas
rurais, nas cinco regides do Brasil, mostrando que ha indicios
de que os dados do governo subestimam a prevaléncia de
intoxicagdes por agrotoxicos no pais e o sistema nacional
de monitoramento de residuos de agrotoxicos apresenta
falhas, o que compromete a saide do homem e do meio
ambiente (Human Rights Watch, 2018).

Na Europa, organizagdes como a GLOBALG.A.P.,
criada pelo mercado varejista em 1997, impdem regras
que ajudam os produtores a cumprir com os critérios de
seguranca alimentar aceito em toda a Europa tais como:
métodos de producdo sustentaveis, bem-estar social e
ambiental, de acordo com normas rigidas quanto aos
niveis de residuos de fungicidas utilizados, onde toda a
cadeia de produgdo ¢ inspecionada e certificada, sendo
este, um dos principais programas de garantia agricola
do mundo (GLOBALGA.P.,, 2018).

Essas discussoes sobre um controle mais seguro de
doengas pos-colheita, em frutas e vegetais, impulsionou
os pesquisadores a desenvolverem agentes antifingicos
novos e mais seguros a saude humana e do meio ambiente.
Nesse sentido, o uso de agentes de controle biologico
(ACBs) ou compostos naturais, quando aplicados pouco
antes ou logo ap6s a colheita, tem se mostado um método
relativamente bem sucedido (Calvo-Garrido et al., 2014;
Yang et al., 2016).
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Controle bioldgico em pos-colheita de frutos
citricos

Atualmente a busca por uma produgdo agricola sustentavel
esbarra em varios obstaculos, um deles ¢ resisténcia por
parte de agricultores que sdo moldados por um sistema
que diz ndo ser possivel o controle de pragas e doengas
na agricultura sem a utilizagdo de produtos quimicos
sintéticos. Nesse contexto, os ACBs geralmente diminuem
o potencial negativo dos patdgenos, seja diretamente por
meio de suas atividades antagdnicas ou indiretamente,
através de seus efeitos modificadores no tipo de fisiologia
da planta de nutrientes e patogenos envolvidos (Rocha
& Cassino, 2017; Ghorbanpour et al., 2018).

De acordo com Baker & Cook (1974) o controle
biologico ¢ a redugdo da quantidade de inoculo ou da
atividade de produgao da doenga pelo patogeno realizado
por um ou mais organismos. O controle biologico também
pode ser definido como a regulag¢@o de uma espécie dentro
de certos limites, por um periodo de tempo, por qualquer
combina¢do de fatores naturais bidticos ou abidticos,
sendo que este controle pode ser direto quando os
antagonistas sdo aplicados vivos nas espécies hospedeiras,
ou indiretos, através da aplicacdo de outras moléculas
bioativas (Diehl et al., 2012; Praneetvatakul et al., 2013;
Carvalho et al., 2015).

As principais caracteristicas de um agente de biocontrole
ideal foram definidas por Wilson & Wisniewski (1989)
e estdo relacionadas a biosseguranca, atividade em uma
variedade de ambientes e contra uma variedade de patogénos
além da facilidade de gerenciamento e seu uso. Diversas
pesquisas vém avaliando produtos alternativos que reduzem
os problemas fitossanitarios, esses problemas inclinaram o
campo da pesquisa para estratégias de controle alternativas
de doengas, como agentes de controle biologico, tendo em
vista os diversos problemas ambientais e a saide humana
relacionada aos fungicidas sintéticos (Lamovsek et al.,
2013; Broetto et al., 2014).

Houve um grande impulso no desenvolvimento de
ACBs para o controle de doengas fingicas e pragas nas
ultimas décadas, conduzida predominantemente pela
retirada de uma gama de grupos de compostos estruturais
quimicos de prote¢ao de culturas pela Unido Europeia.
Assim, o setor agroquimico reorientou as suas prioridades
no controle de doencas para incluir o uso de ACBs em
pesquisa e programas de controle de doencgas e pragas,
tanto pré quanto em pos-colheita (Medina et al., 2017).

O uso de compostos bioativos de origem natural parece
ser um dos métodos mais promissores para o controle em
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pos-colheita de citros, um reflexo disso € que o mercado
mundial e a industria de produtos de controle bioldgico
tém crescido em um ritmo cinco vezes maior que a de
defensivos quimicos. Essas abordagens ecologicamente
sustentaveis, como o uso de fungos benéficos, ganharam
atencdo significativa em todo o mundo devido as suas
propriedades antagonicas notdveis contra patogenos de
plantas em abundantes aplica¢cdes bem sucedidas, que
mostraram a alta eficacia de micro-organismos tanto no
controle de patogenos fingicos em alimentos quanto
na severidade de doengas em pos-colheita de frutos
(ABCBIO, 2016; Terao et al., 2017; Yang et al., 2017,
Ghorbanpour et al., 2018; Montiel et al., 2018).

A exemplo disso, a levedura Debaryomyces hansenii
demonstrou potencial como agente de controle bioldgico
de invasores fingicos em varios produtos alimentares,
prevendo seu uso como componente do manejo integrado
de patogenos em frutas, carnes, laticinios e graos de
cereais, podendo assim, ser uma das proximas tendéncias
da biotecnologia no campo (Coérdova et al., 2018).

A levedura Hanseniaspora uvarum Y 3, foi relatada
como um potencial agente de controle bioldgico contra o
mofo cinzento em pos-colheita de uvas e também inibiu
significativamente o bolor verde das laranjas. As leveduras
Aureobasidium pullulans, isoladas das folhas e frutos de
Byrsonima crassifolia e Eugenia dysenterica mostraram-se
promissoras como ACBs do bolor verde dos citros em
ensaios in vitro e in sito, sugerindo que mais estudos sao
necessarios para incentivar as iniciativas para descobrir
medidas ecologicamente saudaveis para o controle da
doenga na pds-colheita (Liu et al., 2010; Qin et al., 2015;
Sperandio et al., 2015; Li et al., 2016).

Em estudo sobre os mecanismos de agao de isolados
de leveduras envolvidos no biocontrole de P. digitatum
em citros, Ferraz et al. (2018) mostraram que isolados de
Candida stellimalicola, apresentaram producao da enzima
hidrolitica quitinase na presenc¢a da parede do fungo, a
atividade Killer e a inibigao da germina¢ao de conidios
do fitopatogeno esses mecanismos foram indicados como
0s principais responsaveis para o biocontrole do bolor
verde em pos-colheita de citros.Em pesquisas conduzidas
por Estrada et al. (2017) sobre revestimentos bioativos,
foi verificado que os composto produzidos pela levedura
D. hansenii demonstraram um potencial de aplicagdo em
revestimentos bioativos a base de leveduras para previnir
a infecgdo por P. italicum para avaliagdo da protegdo
pos-colheita de citros durante 13 dias, a pesquisa mostrou
que a aplicagdo preventiva dos tratamentos foram mais
eficazes ao nivel de 70% que as aplica¢des curativas no
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controle do bolor azul, sendo esta, uma alternativa de
manejo em pos-colheita de citros.

Essa correlacdo entre leveduras e sua atividade
biocontroladora também foi verificada no trabalho apresentado
por Liu et al. (2019), que avaliaram os diferentes modos
de acao de trés espécies de levedura contra P. digitatum
e P italicum em frutos citricos, observaram que os
Mmicro-organismos apresentaram importantes mecanismos
envolvidos na atividade de biocontrole, tais como a
indugdo de resisténcia do hospedeiro, forte capacidade
de colonizagdo do tecido hospedeiro, parasitismo direto,
alta producdo enzimatica responsavel pela degradacdo
da parede celular fingicas, sendo esses, importantes
mecanismos envolvidos na atividade de biocontrole.

Controle bioldogico por leveduras em
pos-colheita

As leveduras sdo fungos que apresentam grande
importante nas indistrias quimicas, farmacéuticas, de
alimentos e também na agricultura, atualmente uma
alternativa ao controle de doengas em pds-colheita de frutas
¢ através do uso de leveduras. Esses micro-organismos
sao classificados como unicelulares pertencentes ao
reino Fungi, estdo inseridas no subreino Dikarya, e filos
Basidiomycota ou Ascomycota e classe dos ascomicetos,
0s quais se reproduzem assexuadamente por brotamento
ou fissdo binaria (Feyder et al., 2015; Franca, 2016;
Cunha et al., 2018).

Virias leveduras antagonistas foram eficazes como
agentes de controle biologico para controlar doencas de
citrico, como Pichia membranefaciens Hansen, Pichia
guilliermondii Wiskerham, Candida oleophila Montrocher,
Candida farmata Meyer & Yarrow, Candida Saito e Ota,
Candida saitoana Nakase & Suzuki, Aureobasidium
pullulans (de Bary) Arnaud, Saccharomyces cerevisiae
Hansen, Metschnikowia fructicola Kurtzman & Droby,
Metschnikowia pulcherrima Pittes & Miller e Debaryomyces
hansenii Lodder & Kre-Van Rij (Fang & Tian, 2000;
Sharma et al., 2009; Sperandio et al., 2015).

Avantagem do uso de leveduras no controle de doengas
de pos-colheita deve-se ao fato destes organismos serem
os maiores componentes da comunidade microbiana na
superficie de folhas, frutos e vegetais. O uso de espécies
de leveduras representa uma estratégia promissora a luz de
sua capacidade para colonizar e sobreviver na superficie
da fruta por um longo periodo, além da sua necessidade
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econdmica de nutrientes (Wilson et al. 1993; Lahlali et al.,
2011; Spararo & Droby, 2016).

Esses micro-organismos vém sendo utilizados
como componente da formulagdo de diversos produtos
fitossanitarios, a exemplo, os produtos Yield Plus®
(Cryptococcus albidus) recomendado para o controle
de patdgenos de pos-colheita (Botrytis e Penicillium)
em maga e citrus, Shemer® (Metschnikowia fructicola)
que previne o desenvolvimento de podridoes causadas
por fungos fitopatogénicos, incluindo: P. digitatum e
P, italicum dos citros, P. expansum em frutos de carogo,
etc (Bettiol, 2012).

O uso dos agentes de controle biolégico como
fungicidas analégicos aos sintéticos para reduzir as perdas
pés-colheita tém sido foco de consideraveis pesquisas nos
ultimos 30 anos, mediante os seus multiplos mecanismos
de acdo, sendo alternativas viaveis aos produtores, tendo
em vista que a procura por métodos efetivos e amigaveis
de controle de doencas ¢ imprescindivel (Wisniewski et al.,
2016; Liu et al., 2018; Romanazzi et al., 2017).

MECANISMOS DE ACAO
BIOCONTROLADORA DAS LEVEDURAS

Existe uma gama de micro-organismos utilizados no
processo de biocontrole de frutos citricos, porém, estes
representam um numero infimo comparado as espécies
de leveduras conhecidas. Além disso, as cepas isoladas
de diferentes fontes e lugares sdo diversas, podendo
haver grandes diferencas na eficacia de seu biocontrole.
Portanto, ¢ necessario um grande numero de estudos
sobre leveduras envolvidas no processo de biocontrole.
Quando utilizados como agentes de controle biologico,
diferentes espécies de leveduras podem prevenir a
infec¢do, diminuir a colonizagao do tecido hospedeiro e
reduzir a sobrevivéncia e esporulagdo de patogenos com
uma eficiéncia diferenciada (Punja & Utkhede, 2003;
Kupper et al., 2013; Liu et al., 2017).

Segundo relatos de Xu et al. (2013), as plantas
desenvolvem uma complexa variedade de eventos que
envolvem a sintese e acimulo de novas proteinas que tém
acao direta ou indireta durante a patogénese e a resisténcia
induzida pelo hospedeiro, que pode ser um dos mecanismos
utilizado por leveduras para controlar doengas de plantas.
O sucesso do estabelecimento, atividade e proliferacao de
agentes de biocontrole fingico depende de sua adaptagdo
e desempenho dentro de sistemas fisicos, biologicamente
e espacialmente complexos, onde uma ampla gama de
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interagdes interespecificas troficas e ndo troficas ocorrem
(Knudsen & Dandurand, 2014).

Os principais mecanismos de agao das leveduras durante
o biocontrole em pds-colheita incluem a competicao por
espago e nutrientes, producao de metabdlitos volateis,
enzimas degradativas da parede celular de patdgenos
como a B -1,3-glucanase e a quitinase, indugdo de
resisténcia ao hospedeiro, micoparasitismo, a produgao
da atividade Killer e representam um avango no controle
biologico de patdogenos (Coelho et al., 2003; El-Tarabily
& Sivasithamparam, 2006).

No controle a patdgenos que comprometem a viabilidade
e a oferta de produtos agricolas, as leveduras apresentam-se
como importantes agentes de controle bioldgico, sendo
que sua atividade de biocontrole relacionada a sintese de
enzimas hidroliticas tais como: glucanases, quitinases,
proteases e N-acetilglicosaminidase que degradam a
parede celular de fitopatdgenos reduzindo o seu potencial
negativo tanto na pos-colheita de vegetais quanto em outros
produtos alimenticios (Silva et al. 2011; Daguerre et al.,
2014; Kubicek et al., 2001).

PRODUCAO DE ENZIMAS HIDROLITICAS

A parede celular fungica é uma organela dinamica
que fornece estrutura, protege a viabilidade dos fungos
além de controlar as interagdes com o hospedeiro durante
o processo de infecgdo, ¢ composta principalmente de
polissacarideos, sendo uma importante fonte de padrdes
moleculares associados a patogenos (Nishimura, 2016;
Hopke et al., 2018).

Entre os principais polissacarideos da parede celular
destacam-se a quitina e os glucanos, a quitina ¢ um
componente estrutural essencial que confere rigidez a
parede celular dos fungos para resistir a desafios quimicos
e fisicos do meio. Os glucanos tém uma fungao estrutural,
de armazenamento ou extracelular em certas plantas
superiores, leveduras, algas, cogumelos, fungos, algas
marrons ¢ bactérias, sdo constituidos de polissacarideos de
monomeros de D-glicose, unidos por ligagdes glicosidicas
(Fesel & Zuccaro, 2016; Rieder et al., 2018).

Ressalta-se que dois grupos de glucanos estdo presentes
nos fungos, sendo estes os a-glucanos e B-glucanos, os
B-glucanos sao polimeros de glicose encontrados na
parede das c¢lulas de levedura, estima-se que entre 65%
a90% do contetdo total de B-glucano presentes na parede
celular fungicas sejam formados por -1,3-glucano. Além
disso, as B-1,3-glucanas podem atuar como moduladoras
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do sistema de defesa de plantas, sendo importantes na
interagdo entre fungos fitopatogénicos e sua planta
hospedeira (Bowman & Free, 2006; Fesel & Zuccaro,
2016; Geoghegan et al., 2017; Regla et al., 2018).

Endo-f-1,3-glucanase e endoquitinase, conhecida como
PR2 e PR3, t€m a capacidade de hidrolisar diretamente
paredes celulares de fungos patogenos por clivagem de
ligacdes B em locais aleatérios ao longo da cadeia de
polissacarideos, libertam assim o B-1,3-glucano e a quitina
compostos de oligossacarideos que entdo estimulam
as respostas de defesa do hospedeiro (Liu et al., 2016,
Spadaro & Droby, 2016).

A capacidade de produz enzimas de gradativas a parede
celular de patdgenos tais como exo-fB-1,3-glucanases,
quitinases e proteases pela levedura Candida oleophila,
tornaram esse micro-organismo o principal componente
do produto comercial aspire® que apresenta resultados
significativos no biocontrole de fitopatégenos como
P. digitatum em pos-colheita em diversas espécies de
plantas (Bar-Shimon et al., 2004; Daguerre et al., 2014;
Kubicek et al., 2001).

A acio da enzima B-1,3-glucanase

As B-glucanases, assim como outras enzimas hidro liticas,
participam diretamente do processo de controle bioldgico
em pos-colheita causada por fungos fitopatogénicos,
porque hidrolisar B-1,3-1,6 glucanas constituintes da
parede celular de alguns patogenos, o que é importante
para inibir ou retardar a deterioragdo de frutos (Fleuri &
Sato, 2008; Iorio et al., 2008; Bauermeister et al., 2010).

A agdo da enzima ocorre através de hidrolises sucessivas
a partir da extremidade nao-redutora da glucana, sendo
laminarina e postulana usadas como substratos nos ensaios
enzimaticos utilizados na determinagao das atividades de
B-1,3 e B-1-6- glucanases, respectivamente. A aplicagdo
das B-1,3-glucanases em biotecnologia tem um futuro
promissor, para novos processos industriais, podendo ser
aplicadas na caracterizacao da parede celular microbiana,
na industria alimenticia, com o desenvolvimento de
suplementos alimentares, na produgao de bebidas e ragao
animal (Sutherland, 1999; Bauermeister et al., 2010; Costa
& Choupina, 2013).

Em bioprocessos agricolas, a relagdo entre a expressao
enzimatica e a atividade antifingica de leveduras,
desempenha um papel muito importante no biocontrole
de fitopatdgenos como pode ser observado nas pesquisas
realizadas por Hong et al. (2017), onde a levedura
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Wickerhamomyces anomalus ou Pichia anomala inibiu
fortemente o crescimento de hifas dos patogenos Fusarium
oxysporum € Rhizoctonia solani, podendo ser usado como
um agente de controle bioldgico contra fitopatogenos e
também como um bioinibidor do crescimento de células
de levedura.

De acordo com estudos realizados sobre o comportamento
enzimatico por isolados de S. cerevisiae, Lopes et al.
(2015) apontaram a producao das enzimas hidroliticas
B-1,3-glucanase, quitinase e a deteccdo da atividade
killer como sendo os principais mecanismos de agdo
envolvidos no controle biologico da queda precoce de
laranjas em pré-colheita de frutos citricos causado por
Colletotrichum acutatum.

Essa riqueza de relatdrios cientificos acumulados
sobre B-1,3-glucanases ampliou o entendimento sobre a
sua estrutura, a regulacao da sua expressao e os multiplos
papéis que a enzima desempenha direta e indiretamente
nas plantas, as B-1,3-glucanases sao as mais estudadas em
relac@o a sua expressao durante a infeccao do patdgeno
e seu amplo espectro de actividade antimicrobiana e dos
genes de defesa produzidos pela B-1,3-glucanase, o que
respresesenta uma ferramenta potencial no arsenal da
humanidade para a execusdo de uma agricultura mais
sustentavel (Balasubramanian et al., 2012).

ATIVIDADE KILLER

Entre uma ampla variedade de leveduras antagonicas,
uma ateng¢ao particular tem sido direcionada para o uso de
leveduras que exibem um fenétipo assassino (K*) para o
controle de podridoes em pos-colheita de frutos, trata-se
de um processo em que a levedura tem a capacidade
de secretar proteinas assassinas ou toxinas assassinas,
importantes no processo de controle bioldgico de fungos
filamentosos, por receptores especificos da parede celular
em micro-organismos suscetiveis sendo este processo
denominado atividade killer (Grzegorczyk et al., 2017).

As leveduras produtoras dessas exotoxinas estao aptas
a destruir células e atuam em organismos da mesma
espécie ou espécies distintas, que sao caracterizadas por
estarem presentes em substratos com alta concentragido
de acucar e baixo pH (Polonelli et al., 1993).

A atividade killer caracteriza-se pela produgdo de
exotoxinas com atividade antimicrobiana, que sdo
mediadas um processo em que a levedura tem a capacidade
de secretar proteinas assassinas ou toxinas assassinas,
importantes na atividade killer caracteriza-se pela
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producdo de exotoxinas com atividade antimicrobiana,
que sao mediadas por receptores especificos da parede
celular em micro-organismos suscetiveis. As leveduras
produtoras dessas exotoxinas estdo aptas a destruir células
e atuam em organismos da mesma espécie ou espécies
distintas, que sdo caracterizadas por estarem presentes
em substratos com alta concentracdo de aglcar ¢ baixo
pH (Polonelli et al., 1993).

A producdo de glicoproteinas com propriedades
antifungicas tais como a toxinas killer, ¢ um fendmeno
comum em varios géneros de leveduras. A descrigdo do
fenoétipo killer foi realizada pela primeira vez em 1963
na levedura S. cerevisiae, sendo relatado que cepas de
tais espécies poderiam ser classificadas em um dos trés
fenotipos: assassino, sensivel e neutro mediante a produgao
da toxina (Bevan & Makower, 1963; Somers & Bevan,
1969; Sato et al., 1993; Ceccato-Antonini et al., 2004;
Angioletto, 2013).

Contudo, a producao desta toxina ndo esta restrita
somente ao género Saccharomyces, ela também pode
ser encontrada em outros géneros de leveduras como:
Cryptococcus, Candida, Hanseniaspora, Debaryomyces,
Kluyveromyces, Hansenula, Pichia, Sporidiobolus,
Zygosaccharomyces, Tilletiopsis, dentre outros, a
capacidade de produgdo de toxina killer pode representar
uma vantagem seletiva sobre espécies competidoras em
um mesmo habitat (Sato et al., 1993; Soares & Sato,
2000; Santos et al., 2009).

A atividade killer ¢ um fenomeno que vem alcangando
importantes reconhecimentos dentro dos mais diversos
ramos industriais, sendo utilizadas no combate as perdas
causadas por fungos fitopatogénicos, como por exemplo, o
bolor negro causado por Aspergillus niger e o bolor verde
causado P. digitatum em pods-colheita de limdes, o que
representa um importante mecanismo de a¢ao envolvido
no controle bioldgico dessas doengas e uma alternativa
ao uso de produtos quimicos sintéticos na agricultura
(Perez et al., 2017; Ullivarri et al., 2018).

Cunha et al. (2018), analisando a produgdo desta
toxina assassina por isolados de leveduras, confirmou os
multiplos modos de agdo da levedura Candida stellimalicola
contra o fungo P, italicum, apresentando a atividade killer,
produgdo de enzimatica e inibi¢do da germinacdo de
conidios do fungo em poés-colheita de citros o que pode
explicar o controle do fitopatogeno.

No mesmo sentido, Perez et al. (2017) confirmaram
a eficiéncia das leveduras Clavispora lusitaniae e Pichia
fermentans frente ao fungo P. digitatum em pos-colheita
de limdes, mostrado que os mesmos foram eficazes no
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controle do avanco da doenga indicando a presenca da
atividade killer por esses isolados como um importante
mecanismo de controle bioldgico em comparagdo com
fungicidas sintéticos IMZ, TBZ amplamente utilizados
em pos-colheita de citros e um produto comercial a base
da levedura Candida oleofila.

CONCLUSAO

O biocontrole pos-colheita de podridao de P, digitatum
através de levedura surge como uma alternativa promissora
aos fungicidas sintéticos presentes no mercado, com menor
impacto nas propriedades fisico-quimicas dos frutos.
Apresente revisao também revelou que estudos anteriores
sobre o comportamento do agente de biocontrole sdo de
fundamental importancia para a redugao desses produtos
na agricultura. Sendo a atividade killer e a producao da
enzima f-1,3-glucanase mecanismos fundamentais para
o controle biologico de fitopatogenos. Portanto, precisa
de mais estudos para estabelecer o efeito do antagonismo
biologico nos atributos de qualidade de frutas e vegetais.
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