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RESUMO

O Cerrado é considerado um patriménio natural e genético do pais tanto pela sua
extensdo e diversidade como pela variedade de fitofisionomias. No entanto, o
conhecimento sobre a distribuicdo e organizacdo da biodiversidade, principalmente nas
comunidades microbianas do Cerrado, é ainda reduzido. Leveduras em plantas do
Cerrado séo pouco estudadas, sendo estas, nichos em potencial para o desenvolvimento
destes microrganismos. O objetivo do presente trabalho foi estudar ocorréncia,
densidade e diversidade de leveduras associadas a plantas do Cerrado, bem como sua
aplicacdo no controle de doencas de pds-colheita em laranja e péssego. Foram coletadas
folhas e frutos de cinco espécies de plantas nativas do Cerrado em &reas de preservacao
no Distrito Federal: Anacardium humile, Byrsonima crassifolia, Eugenia dysenterica,
Psidium pohlianum e Sabicea brasiliensis. Para isolar leveduras endofiticas, as amostras
de folha e fruto foram submetidas a desinfeccdo superficial, maceradas e a solugédo
obtida foi entdo pipetada, plagueada e incubada em meio MYGP a 25 °C por 4 dias. A
mesma metodologia foi empregada para o isolamento de leveduras totais, exceto a etapa
de desinfeccdo superficial. A densidade de leveduras endofiticas e totais foi bastante
variavel entre as plantas amostradas, variando de 1,4x10* UFC.g" a 2,2x10% UFC.g™.
Foram obtidos 322 isolados de leveduras, sendo 39 endofiticos e 283 totais. Os
representantes de morfotipos diferentes foram purificados e identificados utilizando
metodologia convencional e molecular. Por meio do padrdo de bandas obtidos no MSP-
PCR, foram agrupados utilizando o programa Bionumerics®. Um representante de cada
cluster foi selecionado para teste de antagonismo in vitro e in vivo contra patdgenos de
pos-colheita. Os isolados de levedura foram pareados com Alternaria sp., Aspergillus
niger, A. flavus, Botrytis cinerea, Colletotrichum gloeosporioides, Penicillium
digitatum, P. italicum, Penicillium sp., Monilinia sp., Rhyzopus sp. Trés isolados de
leveduras identificados como A. pullulans demonstraram efeito inibitério e foram
selecionados para os testes in vivo em péssegos inoculados com Monilinia sp. e
Penicillium sp. e laranjas inoculadas com P. digitatum. O isolado 276 mostrou-se
efetiva no controle do bolor verde dos citros, reduziu significativamente a severidade da
doenca, diferindo estatisticamente da testemunha. Os resultados confirmaram a eficacia
de A. pullulans contra P. digitatum e evidencia o potencial dessa levedura no controle
do bolor verde dos citros.



ABSTRACT

The Cerrado is considered a natural and genetic heritage of the country both for its size
and diversity as the variety of biomes. However, knowledge about the distribution and
organization of biodiversity, especially in the microbial communities of the Cerrado is
still low. Yeasts in Cerrado plants are little studied, these being potential niches for the
development of these microorganisms. The aim of this study was to investigate the
occurrence, density and diversity of yeasts associated with plants of the Cerrado, as well
as their application in disease control post-harvest orange and peach. We collected
leaves and fruits of five species of native plants in Cerrado conservation areas in
Distrito Federal: Anacardium humile, Byrsonima crassifolia, Eugenia dysenterica,
Psidium pohlianum and Sabicea brasiliensis. To isolate endophytic yeast, fruits and
leaves samples were submitted for surface disinfection, macerated and the obtained
solution was then pipetted, incubated and plated through MYGP at 25 ° C for 4 days.
The same methodology was used for isolation of total yeast, except the step of surface
disinfection. The density and total yeast endophytic varied considerably among the
sampled plants, ranging from 1.4x10" CFU.g™ to 2.2x10? CFU g™. Was obtained 322
yeast isolates, being 39 endophytes and 283 total. The representatives of different
morphotypes were purified and identified using conventional and molecular methods.
By means of the band pattern obtained in the MSP-PCR, yeasts were grouped using the
program Bionumerics®. A representative of each cluster was selected for antagonism
test in vitro and in vivo against postharvest pathogens. The yeast isolates were paired
with Alternaria sp., Aspergillus niger, A. flavus, Bortytis cinerea, Colletotrichum
gloeosporioides, Penicillium digitatum, P. italicum, Penicillium sp., Monilinia sp.,
Rhyzopus sp. Three yeast isolates identified as Aureobasidium pullulans that showed
inhibitory effect were selected for in vitro and in vivo tests on peaches inoculated with
Monilinia sp. and Penicillium sp. and oranges inoculated with P. digitatum. This yeast
showed to be effective in controlling green mold of citrus, significantly reduced disease
severity, differing from the control. The results confirm the effectiveness of A. pullulans
against P. digitatum and showed the potential of this yeast in the control of green mold
of citrus.



1. INTRODUCAO

1.1.Cerrado

O bioma Cerrado ocorre na zona tropical do continente sul-americano, onde suas
fronteiras vao desde os limites inferiores da Amaz6nia até os estados de Séo Paulo e
Parana. Juntamente com algumas pequenas areas no Leste boliviano e nordeste
paraguaio, o Cerrado se estende por uma area de mais de 2,0 milhdes Km2 (OLIVEIRA-
FILHO & RATTER, 1995) sendo o segundo maior bioma brasileiro, ficando atras
apenas da Floresta Amazonica. Atravessa, em linha reta, mais de 1.200 km de Leste a
Oeste e mais de 1.000 km de Norte a Sul, no centro do Brasil. Com toda a sua
exuberancia, entre aguas cristalinas, flores e frutos, esta é a paisagem dominante nos
estados de Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Goias, Minas Gerais, Tocantins, Piaui e
Distrito Federal, além de ser encontrado também em outros seis estados brasileiros
(RIBEIRO & WALTER, 2008). O clima é caracterizado como tropical imido, com
verdo chuvoso e estacdo seca de abril a setembro coincidindo com o inverno. As
precipitagdes pluviométricas variam de acordo com os locais, variando de 1100 a 1850
mm anuais com temperaturas médias anuais que variam de 19° e 24° C (GOLFARI,
1975; KLINK & MACHADO, 2005).

No Brasil, o termo Cerrado é comumente utilizado para se referir ao complexo
fitofisionbmico da savana brasileira que se distribui de formagdes campestres a
florestais. Ecologicamente, o Cerrado poder ser definido como uma vegetagédo ecotonal
(campo sujo, campo Cerrado e Cerrado stricto sensu) entre dois extremos de um
gradiente fitofisiondmico, o campo limpo e o cerraddo (COUTINHO, 1978; PIVELLO
& COUTINHO, 1996). O Cerrado € caracterizado por um mosaico de fitofisionomias,
11 no total, onde h4 uma predominancia nas formacgdes abertas ou savanicas, que
variam desde campos, passando por vegetacdo arbustiva até matas, demonstrando que
possui uma grande variabilidade estrutural e grandes diferencas em porte e densidade
(EITEN, 1972; IBGE, 1992). Essa variacdo responde principalmente a efeitos
topograficos, fatores edéaficos, frequéncia de fogo e efeitos do impacto antropico
(COUTINHO, 1978; HARIDASAN, 2001).

O Cerrado esta entre os 25 hotspots mundiais devido a riqueza bioldgica e a alta
pressdo antropica a que vem sofrendo, sendo considerada a Gltima fronteira agricola do
planeta (BORLAUG, 2002, SILVA & BATES, 2002). Pouco alterado até a década de



1950, o Cerrado vive atualmente forte descaracterizagdo. O “jardim das arvores tortas”
esta se convertendo rapidamente em mares de soja, algoddo, cana-de agUcar e eucalipto
e em pastagens para crescentes rebanhos de gado. Ameacado pela exploragédo
desordenada da fronteira agricola, que ja ocupa quase 50% da regido, o Cerrado possui
até agora menos de 2% de sua area protegida por unidades de conservagdo
(MACHADO et al.,, 2004). Mais do que sua exuberante biodiversidade, a atual
devastacdo pde em risco uma regido que é o berco das &guas das principais bacias
hidrograficas brasileiras, além de base de sobrevivéncia cultural e material de um
grande numero de habitantes, que tém no uso de seus recursos a fonte de sua
sobrevivéncia. A savana mais rica em biodiversidade do mundo, o Cerrado brasileiro
retine, em uma grande variedade de paisagens, mais de 15 mil espécies de plantas e
1.570 espécies de animais. Essa diversidade abriga comunidades de vertebrados e
invertebrados, além de uma importante e expressiva diversidade de microorganismos
(DIANESE et al., 1997) que devido a atividade humana, podem ser extintas antes
mesmo de serem catalogadas. Impressionados pela velocidade com que a paisagem do
Cerrado vem se convertendo em pastagens e lavouras — atingindo 21 mil km? de
desmatamento por ano — a sociedade brasileira e o governo estdo revendo as estratégias
de conservacdo para o bioma (CARRAZA & FIGUEREDO, 2010). Essas modificagdes
levaram e continuam levando a grandes perdas da macro e micro-diversidades, essa
ultima ainda ndo estimada. (CARRAZA & FIGUEREDO, 2010).

1.2. Microrganismos associados a plantas

Os fungos, organismos cuja grande maioria possui dimens@es microscopicas,
ndo estdo alocados na fauna e ndo fazem parte da flora. Estes organismos se constituem
em um universo pouco explorado da biodiversidade do cerrado, representando um
grande potencial bioldgico a ser descoberto, seja para estudos de aplicagdes
biotecnoldgicas como para descri¢do de novas espécies (ROSSMAN, 1997).

Segundo Hawksworth (1991) o numero de espécies estimadas de fungo no
mundo ultrapassa 1.500.000. Desse total, estima-se que 75% s&o classificados como
microfungos, sendo encontrados associados a plantas, principalmente em regibes
tropicais (DIANESE, 2000). Em 1997, a micobiota no Cerrado tinha como
representantes 875 especies conhecidas em 301 géneros. Todavia, levando-se em conta
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a estimativa feita por Hawksworth (1991) que se baseia na proporcao de seis espécies de
fungos por espécie vegetal, este nUmero pode representar menos de 4,5% das possiveis
espécies existentes na regido, portanto haveria ao menos 24.000 espécies de fungos no
Cerrado (DIANESE et al., 1997; SANTOS, 2011).

Dois tercos das espéecies de fungos conhecidos estabelecem intimas relagdes
parasiticas, comensalisticas ou mutualisticas com outros organismos (BARBIERI;
CARVALHO, 2001). Uma grande parcela destes fungos vive associada as plantas, seja
na superficie, no interior dos tecidos ou na rizosfera. Devido as pesquisas de isolamento
de microrganismo, sabe-se que as plantas sdo micro-ecossistemas, e excelentes
hospedeiras de diversos fungos (AGRIQOS, 1997).

O filoplano é considerado um hébitat rico nas quais varias espécies de bactérias,
leveduras e fungos filamentosos sdo rotineiramente encontrados (ANDREWS &
HARRIS, 2000). A densidade populacional dos microrganismos da superficie de plantas
é caracterizada pela grande flutuacdo, sofrendo influéncia das condi¢cdes ambientais
(FOKKEMA & HEUVEL, 1986). Répidas mudancas de condic¢des favoraveis (ex.: alta
umidade e baixo nivel de radiacdo) para condi¢bes desfavoraveis (ex.: altas
temperaturas e niveis elevados de radia¢do), o que pode ocorrer num curto espaco de
tempo, sdo seguidos por rédpidas mudancas na densidade e no numero de
microrganismos epifiticos (LEBEN, 1988; INACIO et al, 2005).

Folhas recém-emergidas sdo basicamente limpas, hidrofébicas e muitas vezes
sdo enrugadas devido a cristais de cera cuticulares (NEINHUIS & BARTHLOTT,
1998). Uma evidente sucessdo na colonizacao da superficie foliar tem sido relatada por
varios autores (ERCOLANI, 1991; KINKEL, 1991; BLAKEMAN, 1993). Juntamente
com os fungos filamentosos, as leveduras constituem o principal grupo de
microrganismos que habitam esse nicho (ANDREWS & HARRIS, 2000; INACIO et al,
2002, 2005). Normalmente, os primeiros microrganismos encontrados sdo as bactérias
comecando a colonizagdo da superficie foliar (BLAKEMAN, 1991). Com o passar do
tempo, leveduras comecam a tornarem-se mais abundantes no filoplano devido a
disponibilidade de novos nutrientes como pélen e grandes quantidades de agUcares
ficam disponiveis devido a atividade de afideos e outros insetos (STADLER &
MULLER, 1996). No fim de estacOes, especialmente em arvores deciduas, a superficie
foliar ¢ mais densamente colonizada por fungos filamentosos. Este fato deve-se a

diminuicdo das barreiras cuticulares devido a idade das folhas.



Uma vez estabelecidos, os microrganismos epifiticos ficam fortemente ligados a
superficie (ROMANTSCHUK, 1992) e podem ser removidos ap6s sucessivas lavagens.
Eles tendem a se protegerem com uma matriz extracelular (BEATTIE & LINDOW,
1999) e tem-se observado que biofilmes, contendo diferentes espécies de bactérias,
podem desenvolver-se no filoplano (MORRIS et al.,1997, 1998). As espécies que
vivem na superficie de frutos e folhas pertencem a diversos grupos taxondmicos.
Espécies bacterianas pertencentes a diversos géneros como Corynebacterium, Erwinia,
Pseudomonas, Xanthomonas e Bacillus tem sido reportadas (ERCOLANI, 1991,
MORRIS et al., 1998). Espécies de fungos filamentosos dos géneros Cladosporium e
Alternaria tem sido descritos e espécies de leveduras pertencentes a diferentes géneros
como Bullera, Candida, Cryptococcus, Debaromyces, Kluyveromyces, Pichia,
Rodotorula, Sporobolomyces também ja foram descritas (ANDREWS & HARRIS,
2000; BLAKEMAN, 1993; MAUTONE, 2008). Frutos tem sido uma importante fonte
de isolamento de microorganismos. Leveduras como Cryptococcus laurenti foi isolada
da superficie de peras (WILSON et al., 1991), Debaromyces hansenii de limas-
mexicanas (HERNANDES-MONTIEL et al., 2010), Candida auringienisis, Pichia
acaciae (SILVA et al., 2000), Pichia guilliermondii (SILVA et al., 2008), Candida
smithsonii, Cryptococcus flavescens, Meira geulakonigii, Pseudozyma sp.,
Sporobolomyces sp. (VALE, 2009) e mais outras 22 espécies de leveduras foram
isoladas da superficie e mucilagem de frutos de café (SILVA et al., 2000).

Além dos epifiticos, fungos endofiticos tém sido isolados de quase todas as
plantas vasculares estudadas e muito tem se escrito sobre seu papel e ecologia. O termo
endofitico foi inicialmente proposto por De Bary e aplicado a qualquer organismo
encontrado dentro de uma planta (WILSON, 1995). Segundo Wilson (1995), endofiticos
sdo microrganismos que, por toda ou por uma parte do seu ciclo de vida, invadem o
tecido de plantas vivas sem, no entanto, causarem algum dano ou doenga. O papel dos
microrganismos endofiticos tem sido amplamente discutido. Plantas fornecem
nutrientes e condigdes ambientais estaveis que sdo vitais para o desenvolvimento dos
enddfitos. Leveduras também tém sido encontradas habitando o interior de plantas. Elas
penetram no interior das hospedeiras através de aberturas naturais, como estdbmatos e
hidatodios, e também através de microferimentos na superficie vegetal (ISAEVA et al.,
2010). Exemplo disso é a levedura basidiomicetica Rhodotorula minuta, isolada do
xilema de Pinus (PIRTTILA et al., 2003) e também um representante ascomicético, a
levedura Williopsis saturnus isolada de raizes de milho (NASSAR & EL-TARABILY,
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2005). Algumas leveduras isoladas de plantas da familia Poaceae séo relacionadas com
a produgdo de alcaldides fisicamente ativos, fornecendo protecdo contra herbivoria
(FUNK et al., 1983; CLAY, 1988; CHEPLICK & CLAY, 1988; PRESTIDGE &
GALLAGHER, 1988). Foi demonstrado que leveduras endofiticas aumentam a
resisténcia de plantas a doencas e a condi¢des de estresses (JORDAANB et al., 2006).
Williopsis saturnus atuam na produc¢do de &cido indol acético (IAA) e acido piravico
(NASSAR & EL-TARABILY, 2005); estes compostos podem reduzir infeccoes
causadas por fitopatdgenos, aumenta a tolerancia a estresses e a absorcdo de nutrientes
em solos com deficiéncia nutricional. (LATCH et al., 1985; CLAY, 1990; KIMMONS,
1990; BACON, 1993; VERMA et al., 1999; BULTMAN & MURPHY, 2000).
Enddéfitos em cultura podem produzir componentes biolégicamente ativos (BRUNNER
& PETRINI, 1992) tais como alcaldides (DAHLMAN et al., 1991) e antibioticos
(FISHER et al., 1984). De um ponto de vista pratico, o entendimento do papel das
leveduras endofiticas € importante para uma melhor compreensdo do seu papel nas
hospedeiras (ISAEVA et al., 2010).

1.3. Leveduras

Integrantes do reino Fungi, as leveduras possuem caracteristicas tipicas dos
fungos como parede celular rigida e niacleo organizado com membrana nuclear, ndo
possuindo pigmentos fotossintetizantes tendo por isso nutricdo heterotréfica por meio
de absorcdo de nutrientes, auséncia de motilidade e reproducdo sexuada via células
especializadas denominada esporos. Umas das caracteristicas que as diferenciam dos
demais fungos sdo possuirem um talo que é predominantemente unicelular,
reproduzirem assexuadamente por brotacdo ou fissdo binaria e ndo formarem corpos de
frutificagdo (KURTZMAN & FELL, 1998). Elas possuem representantes nos Filos
Ascomycota e Basidiomycota. As leveduras ascomicéticas estdo classificadas no subfilo
Saccharomycotina e Taphrinomycotina enquanto que as basidiomicéticas estdo nos
subfilos Agaricomycotina e Pucciniomycotina. Caracteristicas como estruturas sexuadas
(ascos e basidios), aspectos fisiolégicos como fermetacdo de acuUcares, testes de
assimilacdo de C e N, e aspectos moleculares sdo caracteristicas importantes levadas em
consideracdo tanto para a distingdo entre leveduras dos dois grupos como também em

géneros anamorficos, cuja fase de vida sexuada do ciclo de vida é desconhecida. As
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leveduras sdo encontradas em diversos ambientes, no ar, no solo, em aguas de rios,
lagos e mares; em superficies de animais e associados a estes. Historicamente, as
leveduras estdo associadas a processos fermentativos sendo também encontradas em
substratos contendo acgucares. Devido a sintese de acucares simples, polissacarideos e
outros compostos de carbono, produtos esses oriundos da fotossintese, as plantas
tornam-se habitat excelentes para as leveduras. Essa ampla gama de compostos oferece
condi¢Oes para colonizagdo das plantas por esses microrganismos. Estes nutrientes
constituem importantes fontes carbono para obtencdo de energia, 0 que tem sido
observado em varios ambientes (Ruivo, 2005; Rosa et al, 2007; Fuentefria et al, 2008)
exceto o Cerrado brasileiro.

Leveduras basidiomicéticas, quando comparadas com as leveduras
ascomiceéticas, possuem um potencial mais amplo para assimilacéo de fontes de carbono
(Kurtzman & Fell, 1998) e algumas ainda apresentam caracteristicas que favorecem sua
permanéncia no filoplano, tais como produgdo de estruturas de resisténcia, como
clamidosporos, de capsula mucdide, pigmentos carotendides que sdo Uteis na protecao a
luz solar.

Segundo Santos et al. (1996), as leveduras ascomicéticas sdo mais
frequentemente encontradas em substratos ricos em aclcares simples, como frutos e
seus insetos polinizadores. J& as leveduras basidiomicéticas sdo mais encontradas em

ambientes como solo e folha, onde os nutrientes disponiveis sdo mais complexos.

1.3.1. Taxonomia convencional de leveduras

A taxonomia convencional de leveduras é baseada principalmente em métodos
que utilizam testes morfoldgicos, bioguimicos e fisioldgicos que incluem fermentacéao
de diferentes fontes de aclcares, assimilacdo de fontes de carbono e nitrogénio,
crescimento em diferentes temperaturas, entre outros (KURTZMAN et al., 2011).
Contudo, a taxonomia convencional nem sempre alcanca resultados conclusivos, néo
apresentando uma correta relacdo filogenética entre as leveduras. Para uma
identificacdo mais segura, um conjunto de ferramentas deve ser utilizado (Taxonomia
Polifasica), juntando métodos convencionais com os moleculares, tais como a
amplificacdo de regides conservadas do genoma via reagdo da polimerase em cadeia
(PCR) (LANDELL, 2009).



1.3.2. Taxonomia molecular de leveduras

Métodos moleculares tornaram-se importantes ferramentas no auxilio na
identificacdo de leveduras, assim como em outros microrganismos cuja visualizacdo de
estruturas morfoldgicas essenciais para taxonomia é dificil, sendo, portanto, uma
ferramenta Gtil em analises filogenéticas (BOUNDY-MILLS, 2006).

A determinacdo do conteudo de GC (bases guanina-citosina) do DNA foi um
dos primeiros métodos utilizados no estudo taxonémico de leveduras, ndo sendo
necessaria a amplificagdo do DNA da amostra via PCR, porém, requer grandes
quantidades de DNA (BOUNDY-MILLIS, 2006).

Pelo fato de estar presente em todos os organismos, que evoluiram de um
ancestral em comum e também pela presenca de regibes codificantes e ndo-codificantes,
o rDNA tem sido bastante empregado em estudos taxondmicos (VALENTE et al.,
1999). Em leveduras, os genes ribossomais estdo organizados em clusters possuindo os
seguimentos 5.8S, 18S e 26S que estdo presentes em Vvérias cOpias no genoma. Os
espacos internos transcritos (ITS) se intercalam entre esses genes e sdo denominados
ITS1 e ITS2 (BARNETT et al., 2000). Estas regides sdo menos conservadas e sdo
utilizadas para discriminar espécies relacionadas.

Kurtzman & Robenett (1998) demonstraram que a sequéncia de nucleotideos do
dominio D1/D2 da LSU (large sub-unit) possui variacao suficiente para identificar todas
as espécies conhecidas de leveduras ascomicéticas e basidiomicéticas, embora em
algumas leveduras basiomicéticas seja necessario sequenciar também as regides ITS do
rDNA (FELL et al., 2000).

Diversos estudos de diversidade de leveduras tém empregado a amplificacdo do
DNA pela técnica de PCR com oligonucleotideos especificos, como Microssatellite-
primed PCR (MSP-PCR), que é baseado na amplificacdo de regides repetitivas em
tandem (LANDELL, 2009; GADANHO et al., 2006). Apo6s a PCR, os amplicons séo
aplicados em gel de agarose a fim de serem separados. A utilizagdo desta técnica tem
crescido significativamente e, dependendo do primer utilizado e das bandas analisadas,
tem poder discriminatorio para diferenciar linhagens ou espécies (LASKER & RAN,

2004). Resultados obtidos por meio desta técnica indicam que este método é apropriado
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para caracterizacdo de grandes grupos de isolados devido a sua boa reprodutibilidade e
simplicidade (GADANHO, 2001). Outros autores tém usado essa técnica com Sucesso,
aplicando-a na caracterizacdo e identificacdo de leveduras patogénicas tais como
Candida spp. (MEYER et al., 2001) e Cryptococcus neoformans (MEYER et al., 1993)
e também para a caracterizacdo de fungos micorrizicos (LONGATO & BONFANTE,
1997) e comunidade de leveduras em bromélias da mata atlantica (LANDELL, 2009).
Apesar de relatos de leveduras associadas a plantas de outros biomas, ha
aspectos pouco elucidados em leveduras isoladas de plantas do Cerrado, tais como sua
taxonomia, interacdo com plantas nativas do Cerrado e seu potencial biotecnolédgico, em

especial, no controle de doencas de p6s-colheita em frutos.

1.4. Controle Bioldgico

Desde o comeco da domesticacdo das plantas, ha 10000 anos, fitopatdgenos
representam um problema e séo até hoje um fator limitante em vérias culturas, causando
prejuizos significativos, reduzindo o valor e o tempo de armazenamento (PUNJA &
UTKHEDE, 2003).

As plantas cultivadas sdo consumidas frescas ou depois de passarem por
processamento, sendo produzidas por meio de métodos convencionais ou organicos ou
também em condicGes controladas, como casa de vegetacdo e ainda assim sdo afetadas
por fitomoléstias (PUNJA & UTKHEDE, 2003).

A producéo de alimentos, principalmente em larga escala, por plantas cultivadas
é altamente dependente de defensivos agricolas, que na maioria das vezes sao eficazes
para 0 controle de pragas e doencas, mas apresentam, por vezes, consequéncias
indesejaveis, principalmente com a desobediéncia dos prazos de caréncia. Em sua
grande maioria, agrotoxicos sdo substancias venenosas para 0 ser humano, com efeito
cumulativo no organismo, com acdo carcinogénico e causando mutacdo genética em
descendentes (LIMA et al., 2000).

Com uma crescente demanda por produtos livres de residuos quimicos toxicos e
pela percepcéo dos consumidores em geral sobre o impacto das praticas empregadas no
controle de doencas, como uso de defensivos agricolas tanto no meio ambiente como na
salde humana, o desafio para os produtores no combate a doencas tem aumentado

significativamente, forcando ndo sO os agricultores, mas também os oérgdos de
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fiscalizacdo rever os métodos utilizados, estabelecendo assim politicas governamentais
que restrinjam ou diminuam o uso de agrotoxicos (GULLINO & KUIJPERS, 1994,
RAGSDALE & SISLTER, 1994). Assim, produtores e pesquisadores passaram a
considerar o uso de métodos alternativos no combate a doencas (PUNJA & UTKHEDE,
2003).

Segundo Pascholati (1998), no contexto da protecdo de plantas contra
fitopatdgenos, o controle alternativo ndo inclui controle quimico classico e o
melhoramento genético de plantas, englobando o controle biologico e inducdo de
resisténcia. O controle bioldgico, como premissa basica, mantem a densidade
populacional de patégenos associados a agricultura, em niveis ecologicamente e
economicamente aceitdveis (LIMA et al., 2000). Baker & Cook (1974) definem
controle bioldgico como “a redugdo da densidade de inoculo ou das atividades
determinantes da doenca, esta provocada por um patdgeno ou parasita nos seus estados
de atividade ou dorméncia, por um ou mais organismos, realizada naturalmente ou por
meio da manipulacdo do ambiente, hospedeiro ou antagonista, ou pela introdugdo em
massa de um ou mais antagonistas”. Cook & Baker (1983) reformularam o conceito de
controle bioldgico como sendo “a reducdo da soma de inoculo ou das atividades
determinantes da doenca provocada por um patdgeno, realizada por ou através de um ou
mais organismos que ndo o homem”.

Dentre os produtos biolégicos disponiveis no mercado, os biopesticidas, que tem
como ingrediente ativo microrganismos, em 1995, representavam apenas 0,7% do
mercado mundial de agrotéxicos, mas vem crescendo a taxas entre 10 a 25% ao ano,
enquanto que os pesticidas quimicos possuem taxas de crescimento situados entre 1 e
2% (NARDO & CAPALBO, 1998). Sdo exemplos de microrganismos utilizados como
principio ativo em produtos comerciais a levedura Candida oleophilla no controle de
fitopatdgenos em pos-colheita (LAHLALI et al., 2011), Trichoderma harzianum no
controle da podriddo-de-esclerécio (NARDO & CAPALBO, 2000; SHARMA et al.,
2009), Agrobacterium radiobacter, no controle da galha da coroa causada por A.
tumefaciens (controle de doencgas); bactéria Bacillus thuringiensis, no controle de
insetos, o virus Baculovirus anticarsia contra a lagarta desfolhadora (Anticarsia
gemmmatalis) em soja (controle de pragas); Colletotrichum gloeosporioides f.sp.
aeschynomene utilizado como bioherbicida em culturas de arroz e soja (controle de
plantas infestantes (NARDO & CAPALBO, 2000; SHARMA et al., 2009).
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1.4.1. Utilizacdo de fungos e leveduras como agentes de biocontrole

O conhecimento do ciclo da doenca e do ciclo de vida do fitopatogeno é
essencial para a elaboracdo de estratégias eficientes no controle de qualquer doenca. A
grande maioria dos agentes etioldgicos de doencas em plantas que afeta varias culturas
foram estudados (AGRIOS, 1997).

O controle de doencas por parte de fungos filamentosos ou unicelulares é feito
pela interrupcdo de algum estagio da doenca ou do ciclo das relagdes patdgeno
hospedeiro como o ciclo de vida do patdgeno por meio de varios mecanismos. A
prevencdo de infeccdo, reducdo na colonizacdo do tecido do hospedeiro, reducdo da
esporulacdo ou da sobrevivéncia do patdgeno por meio da utilizacdo de agentes
biolégicos que podem proporcionar diferentes niveis de controle (PUNJA &
UTKHEDE, 2003).

Muitos fungos e leveduras sdo encontrados naturalmente no interior ou préximo
as folhas, raizes, frutos e outras estruturas como epifitos ou endofitos utilizando
nutrientes disponiveis sem, no entanto, causarem qualquer prejuizo a planta. Nas
ultimas duas décadas pesquisas com o objetivo de elucidar se estes microrganismos
poderiam ser utilizados como agentes de biocontrole, possibilitaram dessa forma, o
desenvolvimento e registro de diversos agentes microbianos de uso comercial utilizados
no controle de doencas. Existe um caminho longo da descoberta ao desenvolvimento de
agentes de controle bioldgico da fase laboratorial até a obtencdo do produto comercial,
sendo este um processo longo e burocréatico. E necessario é que se obtenha diversas
informacdes a respeito do agente de biocontrole relacionadas com a eficacia, modo de
acdo, sobrevivéncia, colonizacdo, potencial de toxicidade para espécies nao-alvo,
formulacéo, estabilidade e vida de prateleira (LUMSDEN, 1996; MATHRE et al., 1999;
HARMAN, 2000).

Muitos fungos tém sua eficiéncia comprovada como agentes de controle
bioldgico e outros tantos sdo apontados como potenciais antagonistas. S&o exemplos de
angatonistas: Ampelomyces quisqualis no controle de Sphaerotheca fuliginea;
Gliocladium roseum no controle de Botrytis cinerea, Phomopsis sclerotioides e
Helminthosporium sativum; Coniothyrium minitans hiperparasita fungos formadores de
esclerdcio como Sclerotinia sclerotiorum e Botrytis fabae; Talaromyces flavus produz

diversos metabolitos que podem impedir o desenvolvimento de Verticillium dahliae;
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Trichoderma sp. no controle de Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii, Fusarium spp. e
Pythium spp. (MELO, 1998).

Vérias leveduras antagonistas tém sido identificadas e utilizadas em frutos e
vegetais para controle de doencas de pds-colheita (SHARMA et al., 2009).
Aureobasidium pullulans é utilizado para controle de Monilinia laxa em banana e uva
(WITTING et al., 1997; BARKAI-GOLAN; 2003); Pichia guilliermondii é aplicada em
nectarina, péssego e tomate para controle de Botrytis cinerea (TIAN et al., 2002;
SALIGKARIAS et al., 2002) e Penicillium italicum em laranjas (LAHLALI et al.,
2011), Candida oleophila utilizada em citros controlando P. italicum e P. digitatum
(LAHLALI et al., 2005) e em banana para o controle de Colletotrichum musae
(LASSOIS et al., 2008), Candida sake utilizada no controle de Penicillium expansum
em maca (MORALES et al., 2008) e em péra (TORRES at al., 2006), Debaromyces
hansenii aplicado em péssego para controlar Rhizopus stolonifer (MANDAL et al.,
2007), Metschinikowia pulcherrima utilizada para o controle de Alternaria alternata, B.
cinerea e P. expansum em macd (SARAVANAKUMAR et al., 2008) e Rhodotorula
glutinis no controle de B. cinerea e P. expansum em mac¢d (ZHANG et al., 2009) séo
alguns exemplos de leveduras utilizadas como antagonistas contra patdégenos de pés-
colheita.

Em pds-colheita, o biocontrole de fitopatdgenos pode ser feito durante o ciclo da
cultura ou também apds a colheita. O objetivo do controle no campo é evitar a
penetracdo dos patdgenos nos tecidos de hortalicas e frutos e impedir seu posterior
desenvolvimento durante o periodo em que estiver armazenado, evitando assim que
patdgenos que estdo quiescentes nos tecidos causem podriddes e impedindo que novas
infeccdes acontecam (BETTIOL & GHINI, 1995; SHARMA et al., 2009).

Quando o objetivo é a protecdo de frutos e hortalicas destinados ao consumo in
natura, as leveduras tém sido os organismos que sdo preferencialmente usados. O
motivo dessa escolha é o fato destes microrganismos ndo serem bons produtores de
substancias quimicas, como as micotoxinas, cuja presenca € indesejavel em vegetais
(VALDEBENITO-SANHUEZA, 2000). Produtos cujo principio ativo sdo as leveduras
estdo sendo desenvolvidos em diversos paises, ja existindo biofungicidas preparados
com leveduras para uso em doencas de pds-colheita, como exemplo temos o produto
Aspire®, registrado em Israel e EUA para utilizacdo no controle de pés-colheita
causadas por Botrytis e Penicillium, usando a levedura Candida oleophila como agente
antagénico (VALDEBENITO-SANHUEZA, 2000; SHARMA et al., 2009),
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BoniProtect®, produto registrado na Alemanha, tem como agente microbiano
Aureobasidium pullulans e é usado principalmente para o controle de p6s-colheita em
macds (WEISS et al., 2006), Shemer® é registrado em Israel e usa levedura
Metschinikowia fructicola como agente antagbnico e € comercialmente utilizado em
pos-colheita de batata-doce, uva de mesa, morangos, pimenta e cenoura (KURTZMAN
& DROBY, 2001) e CandiFruit®, um produto registrado na Europa & base de Candida
sake (SANZANI et al., 2009).

Devido ao fato das leveduras serem 0s principais microrganismos que compdem
a comunidade microbiana na superficie de frutos e folhas, elas possuem uma vantagem
no biocontrole de doengas de pdés-colheita (WILSON & WISNIEWSKI, 1991). Por
serem fenotipicamente mais adaptadas a esses nichos, elas sdo agentes de controles
potencialmente mais efetivos, pois sdo habeis, principalmente, na colonizacdo e
competicdo por espacos e nutrientes na superficie de frutos e folhas (MCLAUGHLIN et
al.,1990; FILONOW, 1998).

Os fungos filamentosos e leveduras podem atuar reduzindo o crescimento e
desenvolvimento de fungos fitopatogénicos e reduzir a doenca por meio de diversos
mecanismos, sao eles: competicdo por espacgos e nutrientes, inducdo de resisténcia na
planta hospedeira, parasitismo, producdo de enzimas extracelulares, producdo de
antibidticos, interferéncia nos fatores de patogenicidade, sendo que provaveis
mecanismos diferentes de controle atuem em sinergismo durante a interacdo antagonica
(PUNJA & UTKHEDE, 2003).

1.4.2. Micoparasitismo

Na década de 30 foram feitos os primeiros relatos que demonstraram que fungos
fitopatogénicos podem ser parasitados por outros fungos e a grande maioria desses
estudos é referente a espécies de Trichoderma (HOWELL, 2003). No final dos anos 80,
leveduras capazes de reduzir o crescimento micelial e a esporulagdo de fungos
fitopatogénicos foram identificadas (AVIS & BELANGER, 2001; URQUHART &
PUNJA, 2002). Para que haja este tipo de interacdo, necessario é que patdgenos e
antagonistas estejam proximos fisicamente. Essas observacfes sdo realizadas
majoritariamente em testes in vitro, em placas de petri ou em tecidos destacados (EL-

GHAOQUTH et al., 2004). O cromista Pythium oligandrum parasita outras espécies de
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Pythium (BENHAMOU et al., 1997; MADSEN & NEERGAARD, 1999),
Coniothyrium minitans hiperparasita de esclerdcios de Sclerotinia spp. (BUDGE &
WHIPPS, 2001), Ampelomyces quisqualis parasita sobre hifas de fungos causadores de
oideos (ROTEM et al., 1999), Darluca sp. parasita de urédias e télias de fungos
causadores de ferrugem como exemplo o patossistema capim-limédo-Puccinia
nakanishikii (KOIKE & MONILAR, 1999).

A degradacdo de estruturas de fitopatdgenos fungicos por leveduras antagdnicas
tem sido observada. Leveduras produzem uma elevada quantidade de matriz
extracelular representadas por glucanases que permite a aderéncia e destruicdo de
estruturas fangicas (EL-GHAOUTH et al., 2004). A levedura Pichia guilliermondii
produz uma mucilagem, aderindo ao micélio de Botrytis cinerea e inibindo seu
crescimento micelial (WISNIEWSKI et al., 1991; ZHANG et al., 2010). A levedura
Cryptococcus laurentii mostrou atividade antagbnica, produzindo quitinase, quanto

submetida a testes de biocontrole de Penicillium expansum em péra (YU et al., 2008).

1.4.3. Producéo de antibidticos

Muitos fungos utilizados como agentes antag6nicos tém como caracteristica a
producdo de antibidticos. Espécies de fungos dos géneros Trichoderma, Gliocladium,
bem como a levedura Pseudozyma floculosa sdo produtores de diversos metabolitos
secundarios que possuem um amplo espectro de atividade antimicrobiana e sdo
utilizados em produtos comerciais (PUNJA & UTKHEDE, 2003). Pseudozyma
floculosa produz antibidticos derivados de acidos graxos que inibem o crescimento do
organismo alvo, afetando a permeabilidade da membrana no patégeno (AVIS &
BELANGER, 2001).

Segundo Droby et al. (1991) as leveduras ndo sdo conhecidas como boas
produtoras de antibidticos. Isolados das leveduras Aureobasidium pullulas e
Sporobolomyces sp. produziram antibioticos somente em situa¢fes de estresses, onde
foram submetidos a condicGes de exaustdo de nutrientes aumentando a competitividade
(Mc COMARK et al., 1994). Os modos de acdo das leveduras no biocontrole de
doencas em pds-colheita sdo principalmente por competicdo por espago e nutrientes e
producdo de enzimas extracelulares; por este fato, grande interesse se tem dado as

leveduras porque seu modo de acdo nédo é baseado na producdo de compostos toxicos,
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sendo uma vantagem como tatica de controle sobre produtos vegetais que serdo
concumidos in natura (NUNES & MANSO, 2011).

1.4.4. Produgéo de enzimas extracelulares

As ceélulas fungicas tém duas paredes celulares rigidas desempenhando funcdes
vitais para os fungos, mantendo a forma celular, fornecendo condicdes ideais para
processos fisioldgicos, atua como receptor de moléculas como os hormonios, protege a
celulas e age como uma barreira as atividades exercidas por microrganismos
antagbnicos. O antagonista podera ter éxito em suas atividades de biocontrole se
conseguir lisar a parede celular ou interferir nos processos relacionado a sua sintese
(LORITO et al., 1996; LIMA et al., 2000). Além dos lipideos e proteinas, 0s principais
compostos da parede celular flngica sdo os carboidratos, principalmente o0s
polissacarideos, tais como quitina, f-1,3 ¢ f-1,6-glucanas (SALIGKARIAS et al. 2002).

A producéo de enzimas com atividade hidrolitica, como glucanase e quitinase, é
uma caracteristica comum em muitos agentes de biocontrole (BAEK et al., 1999). A
producdo de enzimas possui uma grande importancia comercial e as leveduras
constituem um dos principais grupos produtores, sendo citado que o aproveitamento
desses metabolitos e o potencial produtivo de enzimas é mais relacionado com
caracteristicas do isolado do que ao grupo de leveduras (MACHADO & LINARDI,
1990).

A producdo e excrecdo de enzimas hidroliticas por parte de leveduras dependem
do organismo com o qual foi realizado o teste de antagonismo. As leveduras Candida
oleophila e C. guilliermondii expressaram altos nives de quitinase e 3-1,3-exoglucanase
em testes antagbnicos para controle de Botrytis cinerea (SALIGKARIAS et al. 2002).
Foi demonstrado que a levedura Pichia anomala produziu B-1,3-glucanase quando
submetida a testes de antagonismo contra B. cinerea, lisando a ponta das hifas e
provocando deformacgdes no patdégeno (JWAKLI & LEPOIVRE, 1998). A levedura
Aureobasidium pullulans quando submetida a testes de antagonismo in vitro, produziu
enzimas extracelulares, B-1,3- glucanase e quitinases contra Penicillium expansum,
Monilinia laxa e Botrytis cinerea (ZHANG et al., 2010). O efeito das enzimas
degradadoras de parede celular é potencializado quando os isolados de levedura fixam-

se a hifa do fungo fitopatogénico (COOK et al., 1997). Existem indicativos que
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antibidticos e enzimas atuem em sinergismo. O crescimento de B. cinerea e Fusarium
oxysporum foi reduzido significativamente na presenca de antibidticos e enzimas
hidroliticas, sendo este resultado mais expressivo com a aplicacdo de qualquer um dos
dois tratamentos sozinhos (SCHIRMBOCK et al., 1994; LORITO et al., 1996).

1.4.5. Competicdo por espacos de colonizagao e nutrientes

De um modo geral, os fitopatogenos, inclusive os flngicos, necessitam de sitios
de entrada da planta para acessarem o interior do hospedeiro. Em parasitas obrigatorios,
isso se da através da penetracdo direta da hifa, geralmente produzindo apressorio,
através da cuticula e epiderme da planta; os parasitas facultativos, que podem ser
saprofitas, entram através de ferimentos, tais como injdrias sofridas pela planta ou
tecidos em senescéncia, e também através de aberturas naturais como estbmatos ou
lenticelas. Estes locais geralmente possuem uma grande quantidade de nutrientes
disponiveis devido a exsudacdo de aminoacidos e agucares. Microrganismos utilizados
para controle que possuem a capacidade de competir por esses nichos, podem impedir
de forma eficiente que estruturas do patégeno se desenvolvam e até mesmo impedir que
estes estabelecam uma relacédo infectiva (PUNJA & UTKHRDE, 2003).

Segundo Eparvier & Alabouvette (1994), isolados de Fusarium oxysporum néo
patogénicos competem por fontes de nutrientes e sitios de colonizacdo em raizes.
Espécies de Gliocladium e Trichoderma, principalmente quando aplicado antes da
chegada do patégeno, podem se sobressair a este (HARMAN, 2000).

Diversas leveduras tém como principal modo de acdo a competicdo por
nutrientes, tais como Metschnikowia pulcherima (SARAVANAKUMAR et al., 2008),
Aureobasidium pullulans (BENCHEQROUN et al., 2007) Candida guilliermondii e
Cryptococcus laurentii contra Botrytis cinerea e P. expansum (ROBERTS, 1990;
ELAD et al., 1994; PIANO et al., 1997; SALIGKARIAS et al., 2002; VERO et al.,
2002; GREBENISAN et al., 2008), Pichia guilliermondii contra Penicillium digitatum
(DROBY et al., 1989). Leveduras que controlam fitopatégenos dessa maneira podem
colonizar tecidos feridos e em senescéncia, prevenindo o estabelecimento das relacoes
parasitarias (FILONOW, 1998). A eficiéncia de P. guilliermondii contra P. digitatum
foi reduzida quando houve a adicdo de nutrientes exdgenos ao nicho de colonizacéo

(DROBY et al., 1989). A competicdo por nutrientes € um fator provavel e ldgico,

17



entretanto, ndo é de facil comprovacéao por ser dificil a exclusdo de outros mecanismos

que interferem na eficiéncia de controle.

1.4.6. Inducéo de resisténcia no hospedeiro

Plantas superiores possuem a capacidade de defender-se contra patégenos em
potencial, induzindo e acumulando diversos componentes fisicos e bioquimicos,
prevenindo e restringindo a penetracdo, crescimento e multiplicacdo dos fitopatégenos.
A inducdo de resposta dos hospedeiros por leveduras e fungos filamentosos se da por
meio da colonizacdo do tecido hospedeiro, producdo de moléculas eliciadoras e
compostos sinalizadores, e producdo de substancias promotoras de crescimento
(BENHAMOU, 1996).

Interacdo entre leveduras utilizadas como agente de biocontrole pds-colheita e as
hospedeiras sdo pouco compreendidas (DROBY et al., 2009). A levedura Pichia
guilliermondii induziu a producdo de fitoalexinas em citros (RODOV et al., 1994).
Mag¢as acumularam B-1,3- glucanases, quitinases e peroxidases (enzimas degradadoras
de parede celular de fungos) induzidas por Aureobasidium pullulans e Candida saitoana
(IPPOLITO et al., 2000; EL GHAOUTH et al., 2003).

Extratos filtrados de Saccharomyces cerevisiae em folhas de café destacadas, 72
horas antes da inoculacdo do agente etiologico da ferrugem do cafeeiro, Hemileia
vastatrix, induziu a resisténcia ao patdégeno mesmo ndo inibindo a germinacdo de
uredin6sporos e a formacdo de apressério (MARTINS et al., 1986; 1991). Outros
relatos descrevem a capacidade de S. cerevisiae de ativar mecanismos de defesa em
outras plantas como eucalipto contra Botrytis cinerea (PICCININ, 1995), sorgo contra
Colletotrichum graminicola e Exserohilum turcicum (LOPEZ, 1991; PICCININ, 1995)
e milho contra C. graminicola e E. turcicum (SILVA & PASCHOLATI, 1992;
STANGARLIN & PASCHOLATI, 1994). Segundo Hershkovitz et al. (2011) a
aplicacdo da levedura Metschinikowia fructicola em uvas induziram a expressao de
genes que controlam vias metabdlicas de processos oxidativos relacionados com
mecanismos de defesa quando Monilinia fructicola foi inoculada em frutos injuriados.

Embora uma conexdo causal entre o acimulo de substancias de defesa da

hospedeira e a bioprotecdo das leveduras antagonicas ainda ndo esteja claramente
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estabelecida, a ocorréncia de altos niveis de componentes antifingicos nos tecidos da

planta sugere sua implicagéo na resisténcia a doencas (SHARMA et al., 2009).

1.5. Citros

Com uma producéo superior a 18 milhdes de toneladas, o Brasil é considerado o
maior produtor mundial de citros e o maior exportador de suco de laranja. Com uma
area colhida maior do que 818 mil hectares, a producdo brasileira responde por um terco
da producdo da laranja e por mais de 47% do suco fabricado no mundo. Do total da
producdo nacional, 71% destina-se ao processamento industrial, 0,6% a exportacdo in
natura, e 28,4% para o consumo interno (SPOSITO & BASSANEZI, 2002; FNP
CONSULTORIA & AGROINFORMATIVOS, 2004).

As perdas econdmicas causadas por doencas de pos-colheita representam um dos
maiores entraves a citricultura mundial. Segundo Eckert (1993), a maioria das doencas
de pds-colheita torna as frutas improprias para a comercializacdo, onde somente durante
0 periodo de comercializacdo, perdas de até 50% para laranjas foram registrado. Fatores
relacionados com fruto, o patégeno, o clima e as condi¢BGes de armazenamento em pés-
colheita é fator determinante na incidéncia e severidade das doencas. A probabilidade
de infeccdo esta diretamente relacionada com a quantidade de inoculo fangico presente
num ponto suscetivel (ECKERT & EAKS, 1986).

Dentre as varias doencgas que atacam 0s citros em pds-colheita, destaca-se o
bolor verde, causado pelo fungo Penicillium digitatum, e esta representa a doenca de
pos-colheita das espécies de citros que apresentam maior impacto econémico em todo o
mundo (ECKERT & EAKS, 1986), estando disseminada em todas as regides produtoras
mundiais, afetando todas as espécies, variedades e cultivares citricas (TOFFANO,
2005).

O bolor verde é uma podriddo mole dos frutos, cuja lesdo é coberta
posteriormente por um micélio branco e por uma grande quantidade de esporos fangicos
de coloracdo verde, muitas vezes tomando o fruto inteiro. Os sintomas iniciais sdo o
aparecimento de uma mancha mole, circular de aspecto encharcado e uma ligeira
descoloracdo da superficie afetada, seguido do aparecimento de um micélio branco na
superficie do fruto e desenvolvimento de conidios de coloracdo verde no centro do

micélio, sendo a cor dos esporos normalmente visiveis em lesdes com mais de dois
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centimetros de didametro (LARANJEIRA et al., 2002). Frutos infectados tém seu
periodo de armazenamento reduzido pela formac&o de etileno, acelerando o processo de

maturagdo, diminuindo a vida de prateleira dos frutos.

1.6. Péssego

Originario da China e pertencente a familia das rosaceas, o pessegueiro (Prunus
persica) € hoje cultivado em varias partes do mundo e, dentre as rosaceas
comercialmente cultivadas, possui a fruta mais sensivel ao manuseio e armazenamento
devido a fina epiderme que envolve a parte comestivel (MARGARIDO, 1988). Sua
producdo foi mais de 15 milhdes de toneladas em 2004 (FAO, 2005). No mundo, 0s
maiores produtores de péssego sdo a China, Itadlia e EUA. O Brasil é o 14° produtor
mundial, com uma producdo anual de 216.000 toneladas com uma area de cultivo de
24.000 hectares (FAO, 2005), sendo o Sul e o Sudeste como as principais regides
produtoras nacionais (GUTIERREZ, 2005). Cerca de 57% da producdo nacional dos
péssegos sdo destinados ao consumo in natura, sendo os 43% restantes destinados a
industrializagdo (FERNANDEZ, 2000).

As principais dificuldades encontradas para a expansdo da cultura no Brasil sdo
a alta pericibilidade e o comportamento climatérico do fruto, apresentando alta
producdo de etileno e uma elevada sensibilidade a este fitormoénio (DAREZZO, 1998).
As doencas de pos-colheita estdo entre os principais fatores da curta duracéo do tempo
de armazenamento e de prateleira desta fruta (MARTINS & AMORIN, 2005). As
estimativas de danos em pds-colheita em frutos tropicais e subtropicais variam de 10 a
50% da producdo (WILSON et al., 1994; BENATO, 1999; DURIGAN, 1999;
GUTIERREZ, 2005).

A ocorréncia de distarbios em pds-colheita pode ser de natureza fisica,
fisioldgica e patoldgica, podendo se expressar desde a colheita até ao consumidor
(KLUDGE et al., 2001). Martins et al. (2005a) realizaram um estudo para quantificar os
danos de pos-colheita em péssegos comercializados na CEAGESP em 2001 e 2002, e
neste trabalho, observaram que a variagdo nos frutos danificados foi de 5,9 a 10,6% na
safra de 2001 e de 4,9 a 44,5% na safra 2002. Frutos doentes variaram de 2,4 a 8% em

2001 e de 4,3 a 15,2% em 2002, havendo um incremento na extenséo da doenga.
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As doencas mais comuns na pdés-colheita de péssegos sdo a podriddo parda,
casada por Monilinia fructicola, e a podriddo mole, causada por Rhizopus stolonifer,
existindo outros patdgenos que sdo também frequentemente relatados causando doencas
em pos-colheita de péssegos, tais como fungos dos géneros Penicillium, Geotrichum,
Fusarium, Cladosporioum e Alternaria (MARTINS et al., 2005a). De um modo geral,
esses patdgenos tém como indculo primario os conidios formados em frutos infectados
e em restos culturais (FORTES & MARTINS, 1998) que séo disseminados pelo vento,
agua e insetos, atingindo os frutos, penetrando, na maioria das vezes, por ferimentos
(MARTINS et al., 2005).

Entendendo a importancia da regido em estudo e a inexisténcia de pesquisas
neste ambiente, pretendeu-se neste trabalho, fornecer maiores informac@es a respeito da
estrutura populacional e potencial biotecnoldgico de leveduras associadas a plantas do

Cerrado. Neste contexto, este trabalho teve os seguintes o objetivos:

—  Estudar, por meio de métodos tradicionais de cultivo, a ocorréncia, densidade e
diversidade de leveduras totais e endofiticas associadas a determinadas plantas
frutiferas do Cerrado de areas preservadas;

— Analisar a diversidade genética de leveduras totais e endofiticas associadas a
folnas e frutos de Anacardium humile, Byrsonima crassifolia, Eugenia
dysenterica, Psidium pohlianum e Sabicea brasiliensis por meio de métodos
moleculares;

—  Descrever representantes de possiveis espécies novas nos hospedeiros em
estudo;

— Avaliar in vitro o potencial de leveduras do Cerrado como agente de biocontrole
contra varios fitopatogenos de pds-colheita e in vivo contra fitopatdgenos de

pos-colheita em frutos de laranja e péssego.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Locais de coleta

Os locais de coleta foram: Jardim Botanico de Brasilia (Coordenadas: S
15°54'0" W 47°51'30"), Parque Nacional de Brasilia (Coordenadas: S 15°47° e W
47°56’) e Reserva do Centro Olimpico da UnB (Coordenadas: S 15°45°57” ¢ W
47°51°16”), todos os locais estdo localizados no Distrito Federal.

2.2. Plantas amostradas

Foram coletadas amostras de cinco espécies de plantas nativas do Cerrado:
Sabicea brasiliensis (Rubiacee), conhecida como Sangue-de-Cristo, Psidium pohlianum
(Myrtaceae), conhecida como araga, ambas coletadas em 21 de marco de 2011 no
Jardim Botanico; Byrsonima crassifolia (Malpighiaceae), o muricizéo, coletado em 09
de junho de 2011 na reserva do Centro Olimpico; cajuzinho-do-Cerrado, Anacardium
humile (Anacardiaceae) e a cagaita, Eugenia dysenterica (Myrtaceae), coletados no
Parque Nacional de Brasilia nos dias 23 de setembro e 07 de outubro de 2011,
respectivamente. Estas plantas foram selecionadas por terem frutos carnosos e de sabor

adocicado.

2.3.Coleta

As amostras de plantas do Cerrado foram coletadas no periodo de 21 de margo a
07 de outubro de 2011.

Folhas e frutos maduros sem sintomas de estresse bidtico ou abiotico foram
coletadas assepticamente em sacos plasticos estéreis, sendo imediatamente
acondicionadas em caixas de isopor com gelo e transportadas para uma camara fria a
4°C no Departamento de Fitopatologia (FIT), no Instituto de Biologia (IB-UnB), sendo

processadas no méaximo 48 horas apos as coletas.
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2.4. Processamento das amostras

2.4.1. A partir de folhas e frutos

Folhas e frutos sadios das plantas coletadas foram cortados em pedacos
pequenos e, com auxilio de um cadinho e um pistilo, foram entdo macerados e
colocados em frascos erlenmeyers com solugcdo de agua peptonada 0,8% (Tabela 1A —
Anexos), numa propor¢do de 9 mL de solugdo para cada grama de folha ou fruto, e
colocados sob agitacdo durante 25 minutos a 150 rpm. Feita a agitacdo, foram realizadas
diluices seriadas decimais de até 10 em tubos de ensaio contendo 9 ml de agua
peptonada e entdo, aliquotas de 100 pL foram pipetadas e, com auxilio de uma alca de
Drigalski, foram entdo espalhadas homogeneamente na superficie do meio de cultura
MYGP em placas de Petri (extrato de malte, extrado de levedura, glicose e peptona)
(Tabela 1A — Anexos) acrescido de cloranfenicol (250 mL.L™), com trés placas por
diluicdo e incubadas numa cadmara de crescimento (B.O.D.) a 28°C durante 4 dias. Ap6s
o periodo de incubacdo, foi realizada a leitura das placas para contagem das unidades
formadoras de colénias (UFC), e as colbnias de leveduras de cada tipo morfologico
foram repicadas em placas de Petri com meio MYGP.

As coldnias representativas de leveduras de morfotipos diferentes que cresceram
isoladamente foram repicadas em meio MYGP. As culturas de leveduras puras foram
devidamente catalogadas e conservadas a -80°C em criotubos com 700 pl de meio
MYGP liquido acrescidos de 300 pL de Glicerol a 50% (Tabela 1A — Anexos).

2.4.2. A partir da parte interna das folhas e frutos (Leveduras

endofiticas)

O processamento das amostras foi realizado de acordo a técnica de desinfecgdo
superficial com hipoclorito de sédio descrito por Aradjo et al. (2001). As amostras
foram previamente pesadas e lavadas com agua destilada estéril para retirada de poeira
depositada sobre a superficie das folhas e frutos. Apds, foram imersos em etanol 70%
por um minuto, em hipoclorito de sédio (HCIO) 2% de 3-5 minutos, novamente imersos

em etanol a 70% durante 30 segundos, enxaguados por duas vezes em agua destilada
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estéril. Aliquotas de 100 pL da ultima agua de lavagem foram adicionadas, em
triplicata, em placas de Petri com meio MYGP para assegurar a eficicia do metodo na
desinfeccéo superficial.

Posteriormente, foram cortadas em fragmentos e sendo realizada a maceracéo,
diluicdo seriada, plagueamento, incubacdo, isolamento, purificacdo e estocagem dos

diferentes morfotipos conforme descrito acima.

2.5.1dentificagédo de leveduras

As leveduras foram agrupadas por meio suas caracteristicas morfoldgicas,
fisioldgicas e moleculares de acordo com o padrdo de bandas gerados pela determinacéo

de polimorfismo de regides de mini e micro-satélites e sequenciamento do rDNA 26s.

2.5.1. Caracteres Fenotipicos

A identificacdo fenotipica foi realizada segundo Dias & Schwan (2010) com
base em caracteristicas macroscépicas, observando a morfologia da col6nia. Os
caracteres observados foram: crescimento, aspecto, cor, forma, tamanho, superficie,

bordas e perfil (Anexo).

2.5.2. Testes bioquimicos/fisioldgicos

2.5.2.1. Teste de fermentacéo

Foi verificada a capacidade de cada levedura de fermentar glicose. Os isolados
utilizados foram anteriormente crescidos em meio MYGP a fim de obter células
metabolicamente ativas e entdo essas culturas foram posteriormente inoculadas em
tubos de ensaios com meio minimo de fermentacdo (MMF) (Anexo) contendo tubos de
Durham invertidos no seu interior. A leitura dos tubos de fermentacdo foi feita no 1°, 2°,
50, 79, 10° e 14° dia apo6s a inoculacdo. A leitura foi considerada negativa quando nédo

houve acumulo de gas no tubo de Durham.
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2.5.2.2. Assimilacdo de fontes de carbono

As seguintes fontes de carbono foram testadas para verificar a capacidade de
assimilacdo das leveduras, sdo elas: glicose, galactose, L-sorbose (Hexoses), maltose,
sacarose, celobiose, trealose, lactose, melibiose (Dissacarideos), rafinose, melizitose
(Trissacarideos), inulina, amido soltvel (Polissacarideos), D-xylose, L-arabinose, D-
arabinose, D-ribose, L-ramnose (Pentoses), etanol, glicerol (Alcoois), eritritol, ribitol
(adonitol), galactitol (dulcitol), D-manitol, D-glucitol (sorbitol) (Polidis), salicina
(Glicosideo), DL-lactato, succinato, citrato de sodio (Acidos Organicos), M.inositol,
metanol, hexadecano, glucosamina, xylitol, acetona, etilacetato, isopropanol, gluconato,
N.acetilglucosamina. O método de Barnett et al. (2000) foi o utilizado. Aliquotas de 400
uL de cada levedura foram adicionadas em cada um dos 21 pocos do replicador de Steer
e entdo repicadas em placas contendo o meio Yeast Nitrogen Base (YNB — Tabela 1A -
Anexo) juntamente com as fontes de carbono descritas acima. As placas foram
incubadas por 21 dias a 25°C.

2.5.2.3. Assimilacdo de fontes de nitrogénio

Para a assimilagdo de fontes de nitrogénio foram utilizadas nitrato de sddio
(NaNOs3), nitrito de potassio (KNO;) e lisina como Unicas fontes nitrogenadas,
utilizando a mesma técnica de réplica em placas do teste de assimilacdo de fontes de
carbono. As leveduras foram previamente repicadas em meio agar YEPG (Tabela 1A —
Anexo) e posteriormente foram entdo transferidas para placas contendo meio YCB
(Tabela 1A — Anexo) 1,17% com 2% de Agar e as fontes de nitrogénio testadas na
concentracdo de 0,078% para nitrato, 0,026% para nitrito e 0,056% para lisina. As
placas foram incubadas por até 21 dias a 25°C. O resultado foi positivo quando se

constatou o crescimento da levedura na superficie do meio.
2.5.2.4. Crescimento em diferentes temperaturas
Para verificar o crescimento das leveduras em diferentes temperaturas utilizou-se

0 meio Saubouraud (Tabela 1A — Anexo) em placas em duplicata. Feita a inoculagéo, as

placas foram incubados em estufas a 37°C e banho-maria a 40°C por até quatro dias,
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realizando leituras diarias para observar o crescimento de coldnias na superficie do meio

solido.
2.5.2.5. Teste de tolerancia a NaCl [10%0]

Durante 21 dias, avaliou-se a capacidade de crescimento das leveduras numa
concentracéo de solugéo salina hipertonica de NaCl [10%]. O meio de cultura utilizado
foi YEPG acrescido de cloreto de sddio na concentracdo citada acima. A incubacdo foi a
25°C por um periodo de trés semanas. A leitura foi realizada de sete em sete dias de

acordo com o crescimento na superficie do meio sélido (BARNETT et al., 2000).
2.5.2.6. Producao de compostos amiloides

Para avaliar a producdo de compostos amildides, adicionou-se uma solucéo de
lugol (iodo com iodeto de potassio 1:5) a placa com crescimento positivo da amostra em
meio YNB com glicose. O resultado foi considerado positivo quando constatado a
presenca de um complexo esverdeado a azulado na colénia, devido a reacdo da solugédo

de iodo com o composto amil6ide.

2.6.Caracterizacdo Molecular

2.6.1. Determinacdo de polimorfismo de regides de mini e micro-
satélites (MSP-PCR)

Nessa reacao de polimerizacdo em cadeira (PCR), o primer M13 (5’-GAG GGT
GCG GGT TCT-3’) foi utilizado. Para a reacdo de amplificagdo, microtubos do tipo
Eppendorf® (200 ul) sendo utilizados com um volume final de 12,5 pL, contendo 10-20
ng de DNA, 20 pmol do oligonucleotideo iniciador, 2,5 pL de tamp&o 5x Promega®,
200 pL de dNTPs (dATP, ACTP, dGTP, dTTP), 1,25 U de Taqg DNA polimerase
(Invitrogen®), 2,5 mM de MgCl, e agua desionizada (Milli-Q) esterilizada para
completar o volume final. O programa utilizado para amplificagdo possui as seguintes

etapas: desnaturacdo inicial a 94°C durante 5 minutos, seguido de 35 ciclos de 20
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segundos a 94°, 1 minuto a 50°C e 20 segundos a 72°C, com uma extensao final de 72°C
durante 6 minutos. Os amplicons resultantes foram analisados num gel de agarose
(Sigma-Aldrich) a 2% em tampdo TBE 0,5x. Para estimativa dos tamanhos dos
amplicons, foi utilizado o marcador de tamanho de 100 pb DNA Ladder (Promega®,
Madison, USA). Foi usado o programa Bionumerics® (Applied Mathematics, Kortrijk,
Bélgica) para realizar o agrupamento de isolados com o mesmo padrdo de bandas,
utilizando a média de similaridade UPGMA (“Unweighted Pair Groups Method using
Arithmetic Average”) com o coeficiente Dice, que considera a presenca de bandas,

utilizando uma filtragem de banda com 5 %.

2.7. Teste de antagonismo in vitro

2.7.1. Fitopatdgenos

Ao todo foram utilizados 10 fungos fitopatogénicos nos testes antagdnicos in
vitro. Isolados dos fitopatdgenos Aspergillus niger, A. flavus, Colletotrichum
gloeosporioides, Lasiodiplodia theobromae foram obtidos do Instituto Federal de Goias
(IFG) campus Urutai. Botrytis cinerea e Penicillium italicum sdo provenientes da
Colecdo Micologica da Universidade de Brasilia, depositado sob os nimeros 1788 e
1766, respectivamente. Os fungos Alternaria alternata e Penicillium sp. foram isolados
de frutos sintomaticos de nectarina (Prunus persica var. nucipersica). Penicillium
digitatum foi isolado de sintomas em frutos de laranja (Citrus x sinensis) e o
fitopatdgeno Rhizopus sp. foi isolado de frutos sintomaticos de jaca (Artocarpus

heterophyllus).

2.7.2. Teste in vitro

2.7.2.1. Screening inicial

Para selecdo massal de possiveis isolados de leveduras com potencial
antagbnico, um teste de pareamento de col6nias foi realizado em placas de Petri

contendo meio de cultura BDA (Tabela 1A — Anexo) com diametro de 9 cm. Quatro
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discos miceliais de 0,5 cm com cinco dias de idade de cada fitopatogeno foram
repicados em 4 pontos equidistantes e a 2,25 cm do centro da placa. Os isolados foram
repicados ao longo do o didmetro da placa em duas retas que se cruzavam no centro da
placa e fazendo um angulo de 90° entre si e 45° em relagdo aos discos miceliais. O
controle consistiu na placa contendo somente os discos miceliais sem as leveduras
antagonistas. Foram considerados com potencial de antagonismo os isolados que cuja
placa foi constatada a presenca de um halo de inibicdo. As placas foram mantidas a 25
°C sob fotoperiodo de 12 h até quando os didametros das colbnias das testemunhas se

encontrarem.

2.7.2.2. Selecdo de leveduras antagonicas a patégenos de pos-colheita

Com uma alca de semeadura contendo colbnias da levedura antagonista, foi
realizados uma estria em placa de Petri de 9 cm de didmetro contendo meio BDA
acrescido de cloranfenicol (34 mg/mL) (Tabela 1A — Anexos) a 3 cm da borda. Um
disco de micélio de 0,5 cm dos fitopatogenos (Alternaria sp., Aspergillus niger, Botrytis
cinerea, Lasiodiplodia theobromae, Penicillium digitatum, P. italicum, Penicillium sp.,
Monilinia sp. e Rhizopus sp.) foi posicionado a 3 cm da borda e a 3 cm da estria do
antagonista. O controle consiste na placa contendo somente o patdgeno sem a levedura.
As placas foram mantidas a 25 °C sob fotoperiodo de 12 h. O crescimento radial do
micélio foi avaliado por meio da média entre duas medicbes diametralmente opostas,
quando a borda das placas controle foi atingida pela colénia flngica. Foram utilizadas
cinco repeti¢cdes por isolados de levedura avaliados. Os fitopatdgenos que apresentaram

algum efeito inibitdrio nos testes in vitro foram selecionados para o teste in vivo.

2.7.3. Teste de antagonismo in vivo

2.7.3.1.Ajuste da concentragao de inoculo

Para obter os esporos dos fungos que sofreram alguma inibicdo nos testes
anteriores, placas de Petri com BDA contendo os fitopatdgenos com 5 dias de

crescimento, que foram repicados, foram lavadas com agua destilada estéril e, com
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auxilio de um microscépio de luz, camara de Neubauer e um contador manual de
volumes, a concentracao foi ajustada para 10° esporos.mL™.

As suspensdes de leveduras foram preparadas a partir de cultivo em meio de
cultura MYGP liquido (Tabela 1 — Anexos), cujos frascos foram colocados sob agitacédo
a 150 rpm durante 72 h a temperatura ambiente. Utilizando microscépio de luz, camara
de Neubauer e um contador manual de volumes, a concentragdo foi ajustada em 10°

ufe.ml™.

2.7.3.2.Teste de antagonismo in vivo em laranja (Citrus x sinensis) e
péssego (Prunus persica)

Os frutos de laranja (Citrus x sinensis) e de péssego (Prunus persica) foram
obtidos em lojas que comercializam frutos em Brasilia. Os frutos passaram por uma
triagem para selecionar somente os aqueles sem injurias, para utilizacdo nos testes de
antagonismo. Os frutos foram submersos em solucdo de hipoclorito de sédio a 2 % (v/v)
por 2 minutos, enxaguados com agua destilada estéril e secos a temperatura ambiente
durante 30 minutos. Posteriormente foram cortados com o auxilio de um bisturi estéril
para fazer quatro ferimentos na parte equatorial de 2 mm de profundidade por 6 mm de
comprimento na parte equatorial, sendo 5 frutos por tratamento. Uma gota de 30 pl da
suspensdo das leveduras foi aplicada em cada ferimento nos frutos, que foram entéo
acondicionados em caixas plasticas e armazenadas durante 1 h e 30 minutos. Para
manter a umidade elevada, papéis filtros foram acondicionados no fundo das caixas e
entdo molhados com &gua destilada estéril. Apds a secagem dos ferimentos realizados
nos frutos, eles foram entdo inoculados com gotas de 20 pL da suspenséo de esporos
dos fitopatdgenos (Monilinia sp. e Penicillium sp. em péssego e P. digitatum em
laranja). Os frutos foram entdo levados em caixas de plastico para camara de
crescimento tipo B.O.D. acondicionados sob temperatura de 25 °C com um fotoperiodo
de 12 h. Os frutos utilizados como testemunha foram tratados somente com a suspenséo
de esporos dos fitopatdgenos. A leitura do experimento foi realizada quando os
didmetros dos ferimentos das testemunhas se encontraram.

A severidade da doenga nos frutos que apresentaram sintomas foi avaliada
medindo os diametros das lesdes que foram submetidos a ANOVA e um posterior teste
de Tukey a 5 % de probabilidade utilizando o programa estatistico R verséo 2.14.0.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Isolamento de leveduras

Foi constatado a presenca de leveduras nas 5 espécies diferentes de plantas
(Sabicea brasiliensis, Psidium pohlianum, Byrsonima crassifolia, Anacardium humile e
Eugenia dysenterica) retiradas de areas de conservagdo do Cerrado em Distrito Federal,
utilizando meio MYGP para isolamento. Foram encontrados 215 isolados de leveduras
(172 totais e 43 endofiticas) sendo estas 94 provenientes de folha e 121 de frutos. A
tabela 1 compara os resultados obtidos quanto a porcentagem das leveduras totais

isoladas de cada 6rgéo de cada planta.

TABELA 1 — Porcentagem (%) de leveduras totais encontradas em folhas e frutas em

cinco plantas do Cerrado.

HOSPEDEIRA TOTAL (100%) FRUTO FOLHA
Sabicea brasiliensis 97 68,7 31,3
Psidium pohlianum 8 100 0

Byrsonima crassifolia 66 40,9 59,1
Anacardium humile 28 53,6 46,4
Eugenia dysenterica 16 31,3 68,7

Observando a Tabela 1, fica evidente que a relacdo de isolados de frutos e folhas
ndo segue um padrdo, variando de uma planta para outra mesmo sendo aplicada a
mesma metodologia.

A contagem de UFC.g™ de fruto/folha de leveduras totais e endofiticas também
obteve significativa variacdo entre as espécies utilizadas neste trabalho. A densidade
populacional das leveduras totais e endofiticas variaram dentro da mesma hospedeira e
também entre as diferentes hospedeiras (Tabela 2). Possivelmente isso se deve a
diferenga na composicéo quimica e disponibilidade de agucares simples, polissacarideos
e outros compostos de carbono entre as amostras analisadas ja que estes compostos
permitem a colonizacgdo desses nichos por parte das leveduras que dependem de fontes

de carbono orgénico para seu crescimento e obtencdo de energia.
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TABELA 2 — Numero de unidades formadoras de colnia de leveduras totais e
endofiticas nas cinco amostras de plantas do Cerrado de diferentes &reas de preservacao.

Leveduras Totais Leveduras Endofiticas
Amostra Planta UFC.gFruto™ UFC.gFolha®™ UFCg.Fruto® UFC.gFolha™
JBOL S brasiliensis 2,2.10° 1,7.10" 4,4.10" NC
JB02 P. pohlianum NC NC NC -
CO02  B.crassifolia 1,4.10" 2,1.10" NC NC
PNO1 A. humile 3,1.10° 6,0.10" - -
PNO2 E. dysenterica NC NC NC NC

NC: ndo calculavel.

A densidade de leveduras totais variou de 2,2x10° a menos de 25 unidades
formadoras de coldnia por grama de fruto e variou de 6,0x10" a menos de 25 unidades
formadoras de colénia por folha. E bem provavel que isso tenha ocorrido devido a uma
maior disponibilidade de acucares simples em 6rgdos de reserva, no caso dos frutos, do
que quando comparado com as folhas. A densidade de leveduras endofiticas nos tecidos
das plantas, tanto nas folhas como nos frutos, foram significativamente menor do que as
leveduras totais.

Leveduras totais foram isoladas de folhas e frutos com 100% de ocorréncia entre
as plantas estudadas. Com excecdo de P. pohlianum e E. desinterica, em todas as outras
plantas amostradas foi possivel realizar as contagens de unidade formadora de colbnia
por grama de fruto. Nos frutos, os nimeros de células foi de 1,4.10%, em B. crassifolia, a
2,2.10° UFC.g™ de fruto em S. brasiliensis. Quando o 6érgdo processado foi a folha, o
nimero obtido foi de 1,7.10, em S. brasiliensis, e 6,0.10".g™ em Anacardium humile.
Quando comparado com resultados de outros autores, estes nimeros Sao menores.
Landell (2006) obteve valores entre 3,4 a 1,99.10* UFC/cm? isolando leveduras do
filoplano de bromélias. Isaeva et al. (2010) obtiveram 10°UFC.g™ na superficie de
frutos das 29 espécies de plantas estudadas.

Os meétodos utilizados para isolamento de leveduras endofiticas foram eficientes
e garantiram, para todas as amostras, a auséncia de crescimento de coldnias microbianas
em placas de Petri com meio MYGP nas quais foi pipetada a ultima dgua de lavagem

dos frutos e folhas.
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Os resultados obtidos demonstram que a presenca e o desenvolvimento de
leveduras endofiticas devem ser considerados como um fenémeno que ocorre em quase
todas as espécies vegetais, visto que estas estavam presentes em quase todas as plantas
amostradas.

Para leveduras endofiticas, dentre todas as hospedeira utilizadas neste trabalho,
S. brasiliensis foi a Unica planta amostrada que apresentou contagem de leveduras, o
que tornou possivel os célculos de densidade de UFC.g de fruto™. J& em folhas, a
densidade de leveduras endofiticas encontradas nesta mesma hospedeiras foi abaixo de
25 UFC por grama de folha. Provavelmente, isto foi devido os frutos serem 6rgdos de
armazenamento, com um maior teor de carboidratos e aclcares simples que s&o
preferencialmente assimilados pelas leveduras.

Em folhas e frutos de P. pohlianum, E. dysenterica e em folhas de B. crassifolia
verificou-se o crescimento de UFCs endofiticas, entretanto por estar em quantidades
inferiores a 25 coldnias por placa, ndo foi possivel realizar os calculos de densidade de
UFC por grama de amostra. Estes resultados s&o considerados baixos quando sdo
comparados com os valores de leveduras endofiticas encontrados por Vale et al. (2009)
em frutos de café (Coffea arabica) provenientes de cafezais de Minas Gerais, onde 0s
valores encontrados foram de até 6,5x10° UFC.fruto™. Quando comparado estes
resultados com os obtidos por Isaeva et al. (2010) eles sdo considerados baixos, onde
seus estudos mostraram que o numero de leveduras que estavam presentes nos tecidos
internos ndo ultrapassaram 10° UFC.g™ de amostra. Isso mostra que a distribuicdo de
células de leveduras nos tecidos internos das plantas estudadas foi extremamente
irregular. De todas as hospedeiras, somente A. humile ndo se obteve nenhum isolado
endofitico de folhas e frutos. Isso pode ser atribuido ao fato dos frutos destas
hospedeiras serem mais acidos quando comparada com outras plantas amostradas, o que
contribui para um baixo pH refletindo assim na colonizagéo das partes internas destas
hospedeiras pelas leveduras.

Embora as leveduras sejam um dos grupos de microrganismos epifiticos mais
comumente encontrados colonizando superficies foliares, diversos estudos tém
demonstrado que n&o raro sdo encontradas em partes internas das plantas. Ao mesmo
tempo, leveduras pertencentes a mesma espécie sdo frequentemente encontradas na
superficie e dentro de plantas que contém altas concentragcdes de compostos de carbonos
disponiveis (ISAEVA et al., 2010).
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Possivelmente, a presenca de leveduras tanto em partes internas como em partes
superficiais de 6rgdos vegetais indicam que um dos principais mecanismos de entrada
de células de leveduras e atraves de microferimentos e aberturas naturais como
estdmatos e lenticelas, onde os nutrientes disponiveis nestes ambientes determinam a
sobrevivéncia da populacdo das leveduras (ISAEVA et al., 2009). Morris (2001)
demonstrou que a penetracdo aleatéria de celulas microbianas em tecidos vegetais é
bastante usual. Elas sdo capazes de se reproduzirem no espaco intercelular e dentro de
células sem, no entanto, causar danos as células, utilizando como fontes de energia
acucares livres, ndo envolvendo a hidrolise de polimeros vegetais.

Levando-se em conta estes resultados encontrados, pode-se sugerir que o
crescimento de leveduras tanto endofiticas quanto epifiticas foram preponderantes em
partes das plantas que possuem uma alta concentracdo de acglUcares simples. Até a
presente data, ha poucas investigacdes sistematicas sendo conduzidas sobre leveduras
endofiticas. A grande maioria dos dados disponiveis estdo fragmentados. No entanto,
nosso conhecimento dos padrdes de distribuicdo e propriedades bioldgicas foi de suma
importancia para ampliar a compreensdo das caracteristicas ecologicas deste grupo de
fungos, bem como os processos de interesse pratico como qualidade dos frutos,
condicBes de armazenamento e biocontrole de fitopatdgenos. Neste contexto, um
esforco maior deve ser feito para estimar a distribuicdo e a diversidade de espécies de
leveduras em tecidos de plantas ou mesmo em superficies de 6rgdos vegetais como
frutos, sementes, raizes e folhas.

Alguns fatores podem ter limitado a colonizacdo das plantas pelas leveduras. A
distribuicdo dos nutrientes disponiveis, niveis de umidade e radiacdo UV oriunda da luz
solar sdo fatores importantes que condicionam a distribuicdo e sobrevivéncia das
leveduras em superficies e nos tecidos de plantas hospedeiras. A filosfera € um nicho
que ¢ altamente exposto a radiacio solar (FONSECA & INACIO, 2006). Brand3o et al.
(2011) observaram que niveis de radiacdo UV afetam diretamente na estrutura e na
diversidade da comunidade de leveduras em lagos com pouca atividade antrdpica na

patagdnia Argentina.
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3.2.Aspecto Morfoldgico

O resultado obtido do isolamento mostrou colonias de leveduras com grande
diversidade morfologica (Tabela 2A - Anexos). Isolados ditos ndo-pigmentados
representam a maioria das leveduras obtidas. Algumas leveduras pigmentadas foram
isoladas dos frutos e folhas amostradas (Figura 1). Carotendides e melanina, bem como
outros pigmentos, desempenham um papel importante na protecdo da radiagédo
ultravioleta. Essas caracteristicas foram atribuidas a leveduras basidiomicéticas.
Segundo Fonseca & Inacio (2006), isolados produtores de pigmentos, tais como
leveduras-vermelhas e leveduras-negras, foram mais comumente encontradas em nichos
como filoplano e superficie de sementes quando comparado com amostras de solo. Isso
é devido aos niveis de radiacdo que foram mais elevados na superficie de tecidos da
parte aérea da planta do que no solo.

As leveduras pigmentadas foram mais frequentes em amostras que ndo passaram
pelo processo de desinfeccdo superficial, ndo sendo constatada sua presenca em tecidos
internos das plantas amostradas. A auséncia de pigmentos foi a caracteristica dominante
entre os isolados endofiticos e estas tiveram uma maior freqiiéncia nos frutos. Esta é
uma caracteristica comum as leveduras ascomicéticas, evidenciando assim, uma maior
predominancia destas leveduras na parte interna das plantas amostradas. Esses
resultados corroboram com os resultados obtidos por Santos et al. (1996) onde
encontraram com mais frequéncia leveduras ndo-pigmentadas associadas a frutos e
flores e as leveduras pigmentadas em solo e superficie de folhas de plantas na regido do

semi-arido do nordeste brasileiro.
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Figura 1 — Aspecto morfolégico de coldnias de leveduras isoladas de Sabicea brasiliensis,

Psidium pohlianum, Byrsonima crassifolia, Eugenia dysenterica, Anacardium humile, crescidas
em meio com glicose como Unica fonte de carbono por 7 dias a 25°C.
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Leveduras nas hospedeiras estudadas ndo foram antes reportadas, sendo o
presente trabalho o primeiro a relatar a ocorréncia, densidade e diversidade de leveduras
nas hospedeiras em estudo e o primeiro trabalho a constatar a presenca de leveduras

endofiticas em folhas e frutos de plantas do bioma Cerrado.

3.3.Diversidade de leveduras associadas a plantas do Cerrado

3.3.1. Testes fisiologicos

A identificacdo dos isolados de leveduras por meio de caracteristica morfologica
e testes fisioldgicos/bioquimicos seguindo os padrdes descritos por Kurtzman & Fell
(2010) mostraram a ocorréncia de leveduras pertencentes aos géneros Candida,
Aureobasidium, Cryptococcus, Rhodotorula, Pichia, Pseudozyma e outros néo
identificados e que ndo corresponderam as descricdes das espécies padrdo encontradas
na literatura. No entanto, para a maioria dos isolados, ndo foi possivel identificar a nivel
de espécie porque estes métodos de identificacdo sdo processos longos e muitas vezes
levam a resultados duvidosos, assumindo uma importancia maior somente no caso de
descricdo de novas espécies, onde é necessario conhecer caracteristicas morfoldgicas do
organismo em estudo. Portanto, a maioria dos isolados ndo puderam ser identificados
por meio destes testes, sendo submetidas ao seqiienciamento do dominio D1/D2 do
rRNA subunidade 26S. Esta regido tem sido bastante utilizada com sucesso para a

identificacdo molecular de leveduras.

3.3.2. Anélise do fingerprint gerado por meio MSP-PCR

Os amplicons resultantes da PCR com o primer M13 mostraram elevado
polimorfismo. As imagens resultantes da eletroforese dos produtos de MSP-PCR em
géis de agarose com a eletroforese dos produtos de MSP-PCR foram entdo analisadas e
0s 215 isolados de leveduras obtidos foram agrupados em um dendograma formando
129 clusters diferentes. Por meio da anélise que utilizou o algoritmo UPGMA com o
coeficiente Dice, que considera a presenca de bandas, os 129 grupos foram agrupados
em um alto nivel de similaridade (100%), utilizando uma filtragem de banda com 5%
(Figura 2).
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Leveduras isoladas de hospedeiras diferentes foram agrupadas em um mesmo
cluster, como o isolado 166, oriundo de S. brasiliensis, foi agrupado com outros trés
isolados, 420, 421 e 423 recuperados de Eugenia dysenterica. Essas hospedeiras foram
coletadas em diferentes areas de preservacdo; S. brasiliensis foi coletada no Jardim
Boténico de Brasilia enquanto que E. dysenterica foi coletada no Parque Nacional de
Brasilia. Estes resultados sugerem que algumas leveduras estdo presentes em diferentes
hospedeiras, sob diferentes locais do Cerrado. Outros isolados como 169, 170 e 171, de
S. brasiliensis e os isolados 314, 325 e 326, de B. crassifolia, também foram agrupadas.
Os isolados 131, 132, 133, de S. brasiliensis, e o isolado 187, isolada de P. pohlianum
formaram um mesmo agrupamento. Dentre as hospedeiras utilizadas neste estudo, a
planta S. brasiliensis foi a hospedeira com maior nimero de isolados e diversidade de
leveduras, tendo representantes dentro da maioria dos grupos formados. Este resultado
sugere que este hospedeiro seja um 6timo nicho para colonizacdo das leveduras,
evidenciando uma maior disponibilidade de compostos simples de carbono, como
glicose e outros carboidratos, mostrando também que ha uma nitida variacdo da
disponibilidade desses nutrientes entre as diferentes espécies vegetais utilizadas para

isolamento neste trabalho.
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Figura 2 — Dendograma de similaridade dos isolados de leveduras totais e endofiticas de cinco
espécies de plantas nativas do Cerrado, ap6s analise de agrupamento dos fragmentos obtidos
pela amplificacdo de DNA por MSP-PCR. Analise realizada com algoritmo UPGMA e o
coeficiente de Dice.
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Figura 2 — Cont. - Dendograma de similaridade dos isolados de leveduras totais e endofiticas de
cinco espécies de plantas nativas do Cerrado, apds andlise de agrupamento dos fragmentos
obtidos pela amplificacdo de DNA por MSP-PCR. Analise realizada com algoritmo UPGMA e
o coeficiente de Dice.
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Figura 2 — Cont. - Dendograma de similaridade dos isolados de leveduras totais e endofiticas de
cinco espécies de plantas nativas do Cerrado, apds andlise de agrupamento dos fragmentos
obtidos pela amplificacdo de DNA por MSP-PCR. Analise realizada com algoritmo UPGMA e
o coeficiente de Dice.
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Figura 2 — Cont. - Dendograma de similaridade dos isolados de leveduras totais e endofiticas de
cinco espécies de plantas nativas do Cerrado, ap6s andlise de agrupamento dos fragmentos
obtidos pela amplificacdo de DNA por MSP-PCR. Analise realizada com algoritmo UPGMA e

o coeficiente de Dice.

Os resultados obtidos neste estudo revelaram a elevada diversidade genética

entre as leveduras nativas do Cerrado e confirmam que a anélise por MSP-PCR ¢é

eficiente para discrimina-las. Utilizando essa mesma técnica (MSP-PCR) e com o

mesmo primer (M13), Gadanho et al. (2005) encontraram dois grandes grupos de

leveduras isoladas de lagos de &gua &cida no sudeste de Portugal, cada um constituido

de 207 e 58 representantes e as agruparam em 23 e 17 classes respectivamente.

3.3.3. Diversidade de leveduras totais e endofiticas

No presente estudo, leveduras totais foram encontradas em folhas e frutos de

todas as hospedeiras amostradas, mostrando uma alta diversidade genética entre 0s
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hospedeiros (Figura 3). Porém, observando a figura 4, a quantidade de leveduras em
partes internas das plantas foi significativamente baixa quando comparada com
leveduras totais, ndo sendo constatada a presenca em todas as plantas estudadas (Tabela
2).
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Figura 3 — Dendograma de similaridade dos isolados de leveduras totais de folhas e frutos de
cinco espécies de plantas nativas do Cerrado, apés analise de agrupamento dos fragmentos
obtidos pela amplificacdo do DNA por MSP-PCR. Anélise realizada com algoritmo UPGMA e

o coeficiente de Dice.
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Figura 3 — Cont. - Dendograma de similaridade dos isolados de leveduras totais de folhas e
frutos de cinco espécies de plantas nativas do Cerrado, ap6s analise de agrupamento dos
fragmentos obtidos pela amplificacdo do DNA por MSP-PCR. Anélise realizada com algoritmo
UPGMA e o coeficiente de Dice.
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Figura 3 — Cont. - Dendograma de similaridade dos isolados de leveduras totais de folhas e
frutos de cinco espécies de plantas nativas do Cerrado, ap6s andlise de agrupamento dos
fragmentos obtidos pela amplificacdo do DNA por MSP-PCR. Analise realizada com algoritmo
UPGMA e o coeficiente de Dice.

Em S. brasiliensis as leveduras foram isoladas de partes internas e da superficie

de folhas e frutos. Essa hospedeira foi a planta que mais se isolou leveduras entre todas
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as cinco plantas amostradas. Alguns representantes de isolados totais e endofiticos
foram agrupados num mesmo cluster. Os isolados 101, 129 e 138 foram agrupados em
um mesmo cluster. O primeiro foi isolado sem a desinfecgdo superficial do fruto
enguanto que os outros dois isolados, 129 e 138, foram isolados também do fruto, mas
sdo provenientes de partes internas (Figura 5). Os isolados 104 e 125, isolados do fruto
de S. brasiliensis sem passar pela desifec¢éo superficial, foram agrupados com o isolado
143, isolado de partes internas do fruto. Esse resultado esta de acordo com o resultado
obtido por Isaeva et al. (2010) onde 23 espécies de levedura foram isoladas da
superficie e de tecidos internos de frutos de rosa-mosqueta (Rosa canina) e ameixeira-
européia (Prunus domestica) onde 11 espécies foram encontradas tanto em partes

internas como na superficie dos frutos.
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Figura 4 — Dendograma de similaridade das leveduras endofiticas isoladas de tecidos internos de
frutos e folhas cinco espécies de plantas nativas do Cerrado, apds anélise de agrupamento dos
fragmentos obtidos pela amplificacdo do DNA por MSP-PCR. Analise realizada com algoritmo

UPGMA e o coeficiente de Dice.
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Figura 5 — Dendograma de leveduras endofiticas e totais isoladas de Sabicea brasiliensis, apos a
analise de agrupamento dos fragmentos obtidos pela amplificacdo de regides microssatélites do
DNA por MSP-PCR com o primer M13. Analise realizada com o algoritmo UPGMA e o
coeficiente de Dice.
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de Sabicea

brasiliensis, ap6s a analise de agrupamento dos fragmentos obtidos pela amplificacdo de regiGes
microssatélites do DNA por MSP-PCR com o primer M13. Anélise realizada com o algoritmo

UPGMA e o coeficiente de Dice.

Hirano & Upper (2000) sugerem que 0 aparecimento, em tecidos internos, de

microrganismos rotineiramente encontrados em superficies vegetais esta associado com

a tentativa de estes evitarem fatores adversos, tais como radiagéo solar e competicéo por

nutrientes, fatores que limitam o crescimento de microrganismos nas

vegetais.

superficies

48



3.4.Teste de antagonismo

3.4.1. Teste in vitro de leveduras com fitopatdgenos de pds-colheita

Foram testadas 129 cepas de leveduras isoladas de plantas do Cerrado quanto a
atividade antagonica in vitro quando pareadas com os fitopatdgenos Alternaria
alternata, Aspergillus flavus, A. Niger, Botrytis cinerea, Colletotrichum
gloeosporioides, Lasiodiplodia theobromae, Monilinia sp., Penicillium digitatum,P.
italicum, Penicillium sp. e Rhizopus sp.

De todos os 129 isolados de leveduras utilizados no screening inicial, trés
isolados foram selecionados, 276, 278, de B. crassifolia, e 416, de E. dysenterica, que
segundo os testes fisioldgicos, tratam-se da levedura Aureobasidium pullulans. Eles
mostraram alguma atividade antagénica in vitro contra os fitopatdgenos A. niger, A.
alternata, B. cinerea, L. theobromae, Monilinia sp., P. digitatum, P.expansum, Rhizopus
sp., evidenciando um halo de inibicdo (Figura 7) sugerindo que a forma de antagonismo
seja 0 de antibiose, produzindo compostos que interfiram no desenvolvimento in vitro

do patogeno (Figura 7 e Tabela 3).

Figura 7 — Teste inicial de pareamento de colbnias. Efeito antagdnico do isolado 276 pareado

com o fitopatdgeno Aspergillus niger (A) e a testemunha (B).
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Tabela 3 — Leveduras que exerceram inibicdo do crescimento micelial em testes iniciais com

pareamento de colonias.

Levedura

Fitopatogeno 276 278 416
Alternaria alternata H.L - -
Aspergillus Niger H.1. - H.1.
Botrytis cinerea - - H.I.
Lasiodiplodia H.I. H.I. -
theobromae
Monilinia sp. H.I. H.I. H.I.
Penicillium digitatum H.I. H.1I. H.I.
P. expansum H.1. - -
P. italicum H.1. - -
Rhizopus sp. H.I. H.1I. H.I.

H.l.: Halo de Inibicdo. Hifen: auséncia de inibicé&o.

Com base no screening inicial feito no pareamento anterior, esses trés isolados
(276, 278 e 416) foram entdo submetidos a um novo teste de antagonismo e pareados
com os fitopatdgenos no qual exerceram antagonismo. Desta forma, este experimento
visou avaliar a inibi¢do destes isolados de leveduras sobre os fitopatdgenos no meio de
cultivo BDA. Confirmou-se a inibi¢do do crescimento micelial dos fitopatdgenos por
todas as leveduras testadas.

Os isolados de leveduras testados ndo apresentaram diferenca entre eles no efeito
antagbnico sobre todos os fungos testados, exceto Monilinia sp. Quando comparados
com a testemunha, todos os isolados mostraram eficiéncia no antagonismo dos fungos
testados, diferindo estatisticamente no teste de Tukey a 5% de probabilidade (Figura 8).

De modo geral, o crescimento vegetativo dos fitopatdgenos mostrou-se
suscetivel nas proximidades das col6nias da levedura formando uma nitida zona de
inibicdo que € caracteristica de atividades antagonicas (Figura 9).

A diferenca entre as leveduras avaliadas pode refletir diferengas bioquimicas
guanto a capacidade de expressar quantitativamente e qualitativamente metabolitos
secundarios. E possivel que diferentes compostos inibitdrios sejam produzidos por um
unico isolado de levedura em resposta a diferentes fitopatogenos (WALKER et al.,
1995).
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A escolha do substrato no qual a levedura foi cultivada interfere diretamente no

nivel de controle do fitopatdgeno. A levedura Saccharomoyces cerevisiae produziu

compostos volateis que promovem maiores niveis de inibicdo contra Guignardia

citricarpa quando o teste de antagonismo foi realizado em placas com BDA (96%) do
que no meio extrato de malte (86%) e YEPDA (25%) (Fialho, 2008). Ezra et al. (2004)

observaram que o fungo endofitico Muscodor albus produziu compostos volateis com

méaxima eficacia contra fitopatdgenos quando cultivado em meios ricos em nutrientes.
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Figura 8 - Efeito antagonico in vitro das leveduras 276, 278 e 416 pareadas com Alternaria sp.,

Aspergillus niger, Botrytis cinerea, Lasiodiplodia theobromae, Monilinia sp., P. digitatum, P.

italicum, Penicillium sp. e Rhizopus sp. Medidas em cm (eixo y) em funcdo do tratamento (eixo

X). Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.
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Ficou evidente que as leveduras antagonistas sdo capazes de produzir compostos
inibidores do desenvolvimento do patégeno. E possivel observar na Figura 9 a
sensibilidade de Monilinia sp. quando pareada com diferentes isolados de levedura.
Resultados semelhantes foram encontrados por Spadaro et al. (2002) onde isolados da
levedura Metschnikowia pulcherrima inibiram, em testes in vitro, o crescimento
micelial de Alternaria sp. em 31,3%, Botrytis cinerea em 18,8% e Penicillium
expansum e Monilinia sp. em 20,8%, todos patogenos de pés-colheita em magca.
Linhagens de Saccharomyces cerevisiae foram utilizadas em testes antagdnicos in vitro
com Guignardia citricarpa, agente causal da pinta preta dos citros, sendo constatado
efeito de biocontrole da levedura sobre o fitopatdégeno (Fialho, 2004). Walker et al.
(1995) demonstraram em testes in vitro, forte atividade antagonica de 17 isolados de
leveduras contra Rhizoctonia solani, Fusarium equiseti, Botrytis fabae e Phytophthora
infestans e contra fungos deterioradores de madeira (Serpula lacrymans, Postia
placenta, Lentinus lepideus e Ophiostoma ulmi). Reyes et al. (2004) isolaram leveduras
epifitas de abacaxi, representadas por Cryptococcus sp., Cryptococcus albidus, Pichia
guilliermondii, Rhodotorula minuta e Rhodotorula glutinis inibindo o crescimento
micelial in vitro, de 25 a 50% de Ceratocystis paradoxa, agente etiologico da podridao
negra em abacaxi em pds-colheita, diminuindo também a severidade da doenca quando

as leveduras foram misturadas e aplicadas nos frutos.
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kW
Figura 9 — Efeito antag6nico in vitro das leveduras 276 (A), 278 (B) e 416 (C) pareadas com

Monilinia sp. e comparadas com a testemunha (D). Placas incubadas a 25 °C sob fotoperiodo de
12h durante 6 dias.

Os ensaios in vitro demonstraram o potencial das leveduras isoladas do Cerrado,
276 e 278, de Byrsonima crassifolia e 416, de Anacardium humile, no biocontrole dos
fitopatdgenos de pos-colheita testados. Assim, este trabalho proporciona subsidios para
estudos in vivo, objetivando a avaliacdo da viabilidade e efetividade no controle de

doengas de ocorréncia em pés-colheita.

3.4.2. Teste in vivo em péssego e laranja

Experimentos in vivo sdo necessarios para comprovar a eficiéncia dessas
leveduras em inibir o crescimento do patégeno nos frutos e, consequentemente, o
desenvolvimento da doenga, evidenciando o potencial de utilizag&o dessas leveduras no

controle bioldgico de doencas de pds-colheita em laranja e péssego.
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3.4.2.1.Monilinia sp. e Penicillium sp. em péssego (Prunus persica)

Os resultados mostram que os isolados 276, 278 e 416, utilizados para o controle
de Monilinia sp., ndo mostraram atividade antagonica in vivo, ndo diferiram
estatisticamente segundo teste de Tukey a 5% e ndo inibiram o aparecimento e o
desenvolvimento da podriddo parda em péssego quando comparados com a testemunha
(Figura 12).

Estes dados sugerem que os trés isolados de leveduras antagonistas, crescidos
em meio BDA, devem produzir metabdlitos que inibem Monilinia sp. que
provavelmente sdo diferentes daqueles produzidos in vivo (Figura 12). Resultados
similares foram obtidos por Spadaro et al. (2002) com quatro isolados de levedura
Metschnikowia pulcherrima submetidas a testes de antagonismo contra patégenos de
pos-colheita em macas.

A selecdo de agentes de biocontrole pode ser conduzida in vitro e in vivo,
embora testes in vivo sejam cruciais devido sua confiabilidade, facilidade e
aplicabilidade de transferéncias desta medida de controle em condigdes reais de campo.
A eficécia do antagonista in vitro e in vivo nem sempre pode ser comparada se 0
mecanismo predominante de biocontrole for competicdo por espaco e nutrientes porque
os testes in vitro ndo refletem o ambiente nutricional no local da ferida no hospedeiro
(MARI et al, 2011). A natureza do meio de cultivo pode influenciar na producdo de
compostos com atividade antimicrobiana por parte do antagonista, onde meios ricos em
nutrientes favorecem essa interacdo, aumentando sua eficacia no controle de
fitopatdgenos (EZRA et al., 2004).

Resultados semelhantes foram observados por Mari et al. (2011) onde, em testes
in vitro, com estirpes da levedura Aureobasidium pullulans isoladas da superficie de
péssegos “Red Haven”, em experimentos in vitro, inibiram o crescimento micelial de M.
laxa, M. fructicola e M. fructigena em até 63,2%. Entretanto, quando submetidos a
testes in vivo ndo controlaram o desenvolvimento da doenga, com a severidade
chegando a 100%.
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Figura 12 — Sintomas de podridao-parda em péssego aos cinco dias apds a incubag¢do. Em todos
os ferimentos houve infeccdo causada por Monilinia sp., tanto na testemunha (A) como nos
demais tratamentos, 276 (B), 278 (C) e 416 (D) .

O isolado 278, submetido ao teste de antagonismo in vivo com Penicillium
expansum em péssego, nao diferiu da testemunha, onde todos os ferimentos inoculados

apresentaram infec¢do, atingindo niveis de 100% de severidade (Figura 14).

Figura 14 — Severidade de Penicillium sp. em péssegos inoculados através de ferimentos com a

presenca da levedura 278 (A) e somente o fitopatdgeno (B).
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Os resultados destes experimentos in vivo reproduziram a mesma situacao dos
experimentos com Monilinia sp. Nos experimentos realizados para o controle de
Penicillium sp., a levedura utilizada néo foi eficiente, com a doenca apresentando uma
evolucdo quase tdo rapida quanto a testemunha, o isolado 278 nédo diferiu
significativamente da testemunha utilizando o teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Alguns agentes de biocontrole saem-se bem em testes in vitro onde as condigdes
séo controladas, entretanto, quando submetidos a testes in vivo ndo repetem o mesmo
desempenho. Provavelmente, isto € devido a impossibilidade de se controlar as
condicdes fisioldgicas dos frutos testados. Saravanakumar et al. (2008) selecionaram
estirpes da levedura Metschnikowia pulcherrima, isoladas da superficie de macas, em
testes antagbnicos contra Botrytis cinera, Alternaria alternata e Penicillium expansum,
fungos causadores de doencas de pos-colheita, e verificaram que os bons resultados
obtidos em condicdes laboratoriais controladas ndo foram tdo bons quanto os obtidos

em testes in vivo.

3.2.1.2.Penicillium digitatum em laranja

Os resultados mostram que todos os agentes utilizados retardaram o
aparecimento do bolor verde dos citros em laranja quando comparados com a
testemunha.

E fundamental que o produto retarde a incidéncia da doenca, uma vez que a
presenca de sintomas e sinais desqualifica a fruta para comercializagdo. Trata-se de
sinais facilmente reconhecidos, principalmente, devido a coloracdo verde caracteristica
dos esporos do patdgeno, claramente visualizados pelo consumidor.

Varios relatos prévios demonstraram o valor potencial de leveduras antagonistas
para controlar doencas de pos-colheita em citros, outros frutos e vegetais
(JANISIEWICZ & BORS, 1995). Cepas de leveduras foram encontradas suprimindo
doencas causadas por varios patdgenos, incluindo espécies de Penicillium (ZHANG et
al., 2005). Estirpes de leveduras pertencentes as especies Cryptococcus laurentii e
Candida sake reduziram significativamente a incidéncia do bolor verde em frutos de
laranja (MEKBIB et al., 2011).
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Os frutos apresentaram valores crescentes de severidade da doenca. Depois de 5
dias de incubagéo, os isolados de leveduras inibiram o crescimento de P. digitatum,
sendo que o isolado 276 diferiu estatisticamente da testemunha (Figura 10).
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Figura 10 — Severidade da doengca em laranjas inoculados com isolado de leveduras e
Penicillium digitatum e a testemunha, incubadas por cinco dias a 25 °C. As linhas nas caixas
mostram os valores médios, as barras acima e abaixo mostram o valor médximo e minimo da
severidade, respectivamente. As mesmas letras acima das barras representam tratamentos que

ndo foram significativamente diferentes entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Quando avaliadas no 5° dia, as laranjas inoculadas com os isolados de leveduras
276, 278 e 416 tiveram a severidade menor (Figura 10 e 11). Dentre as leveduras
utilizadas como tratamento, o isolado 276 foi o mais efetivo no controle do bolor verde,
mostrando uma maior inibicdo no desenvolvimento da doenca, seguido pelo isolados
278 e 416. No presente trabalho, a habilidade dessa levedura de suprimir o
desenvolvimento de P. digitatum foi repetidamente observada tanto no teste in vitro
como no teste in vivo, inibindo o crescimento micelial do fungo e também reduzindo

significativamente o desenvolvimento da doenca. Nenhuma diferenca significativa foi
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encontrada entre os isolados 278 e 416 no controle do bolor verde. No nono dia, 0s
frutos foram inteiramente infectados (100% de severidade) e a esporulacdo foi
observada em quase toda a extensdo micelial do fungo.

Sugere que 0 modo de acdo da levedura sobre o patdgeno in vivo se da por meio
da competicdo por espaco e nutrientes. Entretanto, nos testes in vitro foi constatada a
presenca de um halo de inibicdo. Possivelmente, devido a diferenga de disponibilidade
de nutrientes no ambiente em que o teste é realizado. Sendo assim, o isolado 276
aplicado sobre a superficie da laranja exerceu uma atividade fungistatica e ndo fungicida
sobre P. digitatum, uma vez que empobreceu (limitou) os nutrientes disponiveis no
local da infecgéo (feridas) e inibiu o desenvolvimento da doenca. A fim de maximizar o
uso do isolado 276 no controle do bolor verde do citros, um melhor entendimento do
seu modo de acdo se torna necessario.

Competicdo por espaco e nutriente entre 0s antagonistas e o patégeno é
considerado com o principal modo de acdo pelo qual os antagonistas reprimem 0s
patdgenos que causaram apodrecimento dos frutos. Para competir com sucesso com o
patégeno no ferimento, o antagonista deve possuir a decisivas e principais ferramentas
adaptativas permitindo sobreviver as varias condi¢cbes ambientais e nutricionais (EL-
GHAOUTH et al., 2003).

O aumento do periodo de incubacdo é de grande interesse, pois prolonga a vida
util pos-colheita dos frutos e a extensdo do periodo latente contribui para a reducdo do
indculo secundario, que € inicialmente produzido sobre o fruto, contribuindo dessa
forma para a continuidade da doenca. Segundo Santos & Matos (2006) o fitopatdgeno
P. digitatum possui uma alta capacidade de esporulagdo e quanto mais tempo levar para
0 aparecimento de estruturas do patdgeno, menores serdo as chances de um fruto
infestado contaminar um fruto sadio. O periodo de armazenamento de frutos
colonizados é significativamente reduzido devido a sintese de etileno, que acelera o
processo de maturacdo do fruto, consequentemente diminuindo sua vida de prateleira
(LARANJEIRA et al., 2002).

O fungo endofitico Muscodor albus quando cultivado em meios ricos em
nutrientes, principalmente com acglcares simples, tem a sua eficiéncia
significativamente maior no controle de fitopatdgenos in vitro. Adicionando-se sacarose
ao meio pobre em nutrientes, eleva-se a atividade de compostos volateis em niveis
proximos de 50% (EZRA et al., 2004). A competicdo por nutrientes é um fator provavel

e logico, entretanto, ndo é de facil comprovagdo por ser dificil a exclusdo de outros
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mecanismos de controle. Estudos desenvolvidos por Droby et al. (1989) mostraram que
a eficiéncia de Pichia guilliermondii contra P. digitatum foi reduzida quando houve a

adicdo de nutrientes exdgenos ao nicho de colonizacao.

Figura 11 — Sintomas de bolor verde em laranjas aos cinco dias apds a inculagdo com o isolado
276 e com P. digitatum (A e B) e a testemunha (C e D).

Platania et al. (2012) apresentaram resultados semelhantes, onde alguns isolados
de Wickerhamomyces anomalus e Saccharomyces cerevisiae foram submetidos a testes
antagonicos com P. digitatum em Citrus x sinesis e, durante os trés primeiros dias ap0s
a inoculacdo, controlou a severidade da doenca que se manteve em 30% e 18%,
respectivamente. Entretanto, a partir do quinto dia, a severidade da doenca aumentou
significativamente equiparando-se a testemunha.

Estudos sobre a eficacia e mecanismos de a¢do de novos compostos antiflingicos

sdo sempre importantes para fornecer acesso a diversas espécies de leveduras com
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potencial de biocontrole. A fim de tirar proveito de suas diferentes propriedades
bioldgicas ou evitar o aparecimento de resisténcia de fungos fitopatogénicos, tornando o
controle biolégico uma medida mais eficaz. Embora investigagdes sejam necessarias
para elucidar melhor o mecanismo de acéo destas leveduras, os resultados deste estudo
destacam o potencial de aplicacdo destes isolados como agentes bioldgicos para a
protecdo em pos-colheita de laranja contra P. digitatum, tanto para aumentar o tempo de
armazenamento das frutas como para reduzir as perdas econbmicas devido a
deterioracdo dos frutos causada pelo bolor verde.

Este trabalho desperta o interesse em novos estudos para a exploragdo comercial
destes microrganismos. Alguns paises ndo importam mais produtos tratados com
agrotoxicos. Os EUA suspenderam a importacdo de citros de produtores brasileiros que
utilizam os fungicidas carbendazim e tiofanato-metilico (FUNDECITRUS, 2012). Neste
sentido, as leveduras despertam interesse por ndo serem ndo sdo produtoras de antibiéticos ou
outros metabdlitos secundarios téxicos, sdo rotineiramente utilizadas em preparos de
alimentos e, portanto, ditos seguros como agentes de biocontrole de fitopatdgenos. Estes
fatores contribuem para aceitacdo de frutos e vegetais tratados com este tipo de produto
bioldgico, uma vez que normalmente sdo consumidos in natura.

As informagdes apresentadas neste trabalho surgem como primeiro relato da
presenca de leveduras endofiticas e folhas e frutos de plantas do Cerrado e estimulam
estudos futuros mais aprofundados sobre a potencialidade destas leveduras no controle
de fitopatdgenos de pds-colheita e apontam caminhos para uma nova opg¢do de

biocontrole.
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4, CONCLUSOES

As populagbes de leveduras associadas a folhas e frutos do Cerrado
apresentaram imensas e variadas diversidade morfologica e das densidades
populacionais, sendo que estas ndo expressam relacdo clara entre os diferentes
hospedeiros e locais de coleta.

Leveduras endofiticas estdo presentes nas folhas e frutos da maioria das plantas
do Cerrado em estudo, porém estdo em menor densidade populacional e apresentam
baixa diversidade morfoldgica.

As plantas do Cerrado demonstraram ser um bom substrato para isolamento de
leveduras epifiticas e endofiticas, sendo um nicho com potencial para a descri¢do de
novas espécies associadas.

Eletroforese dos amplicons obtidos com o primer M13 possibilita a analise da
diversidade genética dos isolados de leveduras totais e endofiticos e permite a formacéo
de agrupamentos genotipicos

Leveduras endofiticas de plantas do Cerrado possuem uma baixa diversidade
morfoldgica, porém, apresentaram uma alta diversidade genotipica demonstrada pelos
amplicons produzidos pelo primer M13.

Isolados de leveduras oriundos de B. crassifolia e E. dysenterica foram
promissores para utilizacdo em biocontrole.

Os isolados 276, 278 e 416, identificados por meio de teste fisioldgicos
/bioguimicos, foram indentificados como Aureobasidium pullulans, e mostraram maior
atividade antagonica contra todos os patdgenos testados in vitro.

O isolado 276, recuperado de B. crassifolia, mostrou-se efetivo no controle in
vivo do bolor verde dos citros.

Os resultados obtidos sdo promissores, todavia, € necessaria uma continuidade
nos trabalhos para de elucidar o(s) modo(s) de acdo dessas leveduras na célula fungica
ou na interagdo patdgeno-hospedeiro, a fim de se obter uma maior eficacia no controle

de doengas de pos-colheita em laranja e péssego.
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6. ANEXQOS

Tabela 1A — Listagem dos meios de culturas e solugdes utilizados.

Agar YEPG 2% glicose; 1% peptona; 0,5% extrato de levedura; 2% &gar
Agua Petonada 0,1% peptona
BDA 39% batata-dextrose-agar

Meio 10% de NaCl

5,0% glicose, 10% NaCl, 2% &gar,1% peptona, 0,5% extrato

de levedura.

MMF (meio minimo de

fermentacéo)

0,75% peptona, 0,45% extrato de levedura, 2% de glicose

MYGP

0,3% extrato de malte, 0,3% extrato de levedura, 0,5%

peptona, 1% glicose, 2% agar.

YCB (assimilagdo de
fonte de carbono)

0,67% Yeast Nitrogen Base (YNB); 2% agar; 0,5% fonte de
carbon (1% quando utilizada rafinose)

YNB (assimilacdo de

fonte de nitrogénio)

1,17% Yeast Carbon Base (YCB);, 2% fonte

nitrogenada nas diferentes concentragdes

agar;
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Tabela 2A — Caracteristicas morfoldgicas

Caracteristicas culturais dos isolados de leveduras totais e endofiticos em Meio de Cultura MYGP pH 5.6

Hospedeira N° | Crescimento | Aspecto Cor Contorno Borda Superficie Perfil Taman OBS
ho
Sabicea 90 48h Cremoso | Salmao Circular Lisa Estrias Lisae Médio -
brasiliensis concéntricas | convexa
S. brasiliensis 92 48 h Cremoso Creme Circular Lisa Estrias Lisae Médio -
concéntricas | convexa
S. brasiliensis 97 48h Cremoso Creme Circular Lisa Estrias Lisae Médio -
concéntricas | convexa
S. brasiliensis 98 48h Cremoso Creme Circular Lisa Elevada Lisae Médio -
convexa
S. brasiliensis | 101 48h Cremoso Bege Circular Lisa Elevada Lisae Médio -
convexa
S. brasiliensis 103 48h Cremoso Bege Circular Lisa Elevada Lisa, Meédio -
convexa e
cume
central
S. brasiliensis | 105 48h Pastoso Bege Irregular | Filamentosa Granulasa Lisae Médio -
convexa
S. brasiliensis | 106 48h Seca Branco | Irregular Franjeada Granulosa Convexa | Meédio -
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e

pregeada

. brasiliensis 107 48h Cremoso | Branco Circular Lisa Estrias Lisa, Médio
concéntricas | convexa e
cume
central

. brasiliensis | 108 48h Cremoso | Branco | Irregular | Filamentosa Elevada Franjeada | Médio

. brasiliensis | 109 48h Cremoso | Créme Irregular | Filamentosa Granulosa | Franjeada | Médio

. brasiliensis | 110 48h Cremoso | Créme Circular Lisa Elevada Lisae Médio
convexa

. brasiliensis | 111 48h Cremoso | Créme Circular Lisa Elevada Lisae Médio
convexa

. brasiliensis | 112 48h Cremoso | Branco | Cirucular Pregueada Estrias Lisae Médio
radiais convexa

. brasiliensis | 113 48h Cremoso | Branco | Cirucular Pregueada Estrias Lisae Médio
radiais convexa

. brasiliensis 115 48h Cremoso | Branco Circular Pregueada Estrias Lisa, Medio
radiais convexa e
cume
central

. brasiliensis 117 48h Cremoso | Branco Circular Lisa Estrias Lisae Médio
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radiais convexa
. brasiliensis 122 48h Cremoso | Branco Circular Lisa Estrias Lisa, Médio
radiais convexa e
cume
centra
. brasiliensis | 126 48h Cremoso | Branco | Circular Pregueada Estrias Lisae Médio
radiais convexa
. brasiliensis | 127 48h Brilhante | Amarelo | Circular Pregueada Estrias Lisae Médio
radiais convexa
. brasiliensis | 128 48h Cremoso Bege Irregular | Filamentosa Elevada Franjeada | Médio
. brasiliensis | 129 48h Brilhante | Amarelo | Circular Pregueada Estrias Lisae Médio Colbnia
radiais convexa translucida
. brasiliensis | 131 48h Cremoso | Branco | Circular Lisa Estrias Lisa, Médio
radiais convexa
cume
central
. brasiliensis | 134 48h Pastoso Bege Cirular Filamentosa Elevada Lisae Médio Cor
escuro convexa escurece,
tente p/
preto
. brasiliensis | 135 48h Cremoso | Branco | Circular Lisa Elevada Lisa Médio
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. brasiliensis 137 48h Cremoso | Branco Circular Lisa Estrias Lisae Médio
radiais convexa
. brasiliensis 138 48h Cremoso | Branco Circular Lisa Estrias Lisae Médio
radiais convexa
. brasiliensis 144 48h Cremoso Creme Circular Lisa Estrias Lisae Médio
radiais convexa
. brasiliensis | 145 48h Cremoso | Branco | Irregular | Filamentosa Elevada Franjeada | Médio
. brasiliensis 146 48h Cremoso Creme Circular Filamentosa Estrias Lisae Médio
radiais convexa
. brasiliensis 147 48h Cremoso Creme Circular Lisa Estrias Lisae Médio
radiais convexa
. brasiliensis | 148 48h Cremoso | Branco | Circular Pregueada Estrias Lisae Médio
radiais convexa
. brasiliensis | 149 48h Cremoso | Amarelo | Irregular Lisa Plana Achatada | Médio Muito
claro translicida
. brasiliensis 150 48h Cremoso | Branco Circular Lisa Estrias Lisa, Médio
radiais convexa e
cume
central
. brasiliensis | 152 48h Cremoso | Creme Circular Pregueada Estrias Lisae Médio
radiais convexa
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. brasiliensis | 154 48h Cremoso | Branco | Circular Pregueada Estrias Lisa, Médio
radiais convexa e
cume
central

. brasiliensis | 157 48h Cremoso Bege Circular Lisa Elevada Lisae Médio
convexa

. brasiliensis | 158 48h Cremoso Bege Circular Lisa Elevada Lisae Médio
convexa

. brasiliensis | 164 48h Cremoso Bege Circular Pregueada Estrias Lisa, Médio
radiais convexa

. brasiliensis | 166 48h Cremoso | Branco | Circular Pregueada Estrias Lisae Médio
radiais convexa

. brasiliensis | 168 48h Pastoso Creme Irregular | Filamentosa Granulosa | Franjeada | Médio

. brasiliensis | 169 48h Cremoso | Branco | Circular Pregueada Estrias Lisae Médio
radiais convexa

. brasiliensis | 172 48h Cremoso | Branco | Circular Pregueada Estrias Lisae Médio
radiais convexa

. brasiliensis | 176 48h Cremoso | Creme Circular Pregueada Estrias Lisae Médio
radiais convexa

. brasiliensis | 177 48h Cremoso Bege Circular Lisa Elevada Lisae Médio
convexa
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S. brasiliensis | 178 48h Cremoso | Branco | Circular Lisa Estrias Lisa, Médio
radiais convexa e
cume
central
S. brasiliensis | 179 48h Cremoso Bege Circular Lisa Elevada Lisae Médio
convexa
S. brasiliensis | 181 48h Cremoso Bege Irregular | Filamentosa Granulosa Lisae Médio
convexa
S. brasiliensis | 182 48h Pastoso Creme Irregular | Filamentosa Granulosa | Franjeada | Médio
Psidium 184 48h Cremoso Bege Circular Lisa Estrias Lisae Médio
pohilanum concentr. convexa
P. pohlianum | 185 48h Cremoso Bege Circular Lisa Estrias Lisae Médio Cor
concentr. convexa translucida
S. brasiliensis | 215 48h Cremoso | Creme Irregular Pregueada Elevada Franjeada | Médio
Byrsonimia 263 96h Cremoso | Creme Irregular | Filamentosa | Estrias conc. Lisae Médio
crassifolia convexa
B. crassifolia | 264 96h Seco Bege Irregular | Filamentosa Granulosa Convexa | Pequeno
claro e
Pregueada
B. crassifolia 266 72h Cremoso Bege Circular Lisa Estrias conc. Lisae Médio
convexa
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. crassifolia 269 72h Cremoso Bege Irregular | Filamentosa Elevada Lisae Médio Cor
convexa escurece
. crassifolia 270 72h Seco Bege Irregular | Filamentosa Granulosa Convexa | Pequeno
claro e
Pregueada
. crassifolia 271 48h Cremoso | Vermelh | Circular Lisa Estrias conc. Lisae Médio
o claro convexa
. crassifolia 272 72h Cremoso | Creme Circular Lisa Estrias conc. Lisae Médio
convexa
. crassifolia 276 48h Pastoso Lilas Irregular Pregueada Granulosa Lisae Médio Colénia
concava irregular
. crassifolia 278 72h Pastoso Lilas Irregular Pregueada Granulosa Lisae Médio Colénia
concava irregular
. crassifolia 284 48h Cremoso Bege Circular Lisa Estrias conc. Lisae Médio
convexa
. crassifolia 287 72h Cremoso | Creme Circular Lisa Estrias conc. Lisae Médio
convexa
. crassifolia 288 48h Pastoso Creme Irregular | Filamentosa Elevada Lisa, Grande
convexa e
cume
central
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. crassifolia 289 48h Pastoso Creme Circular Lisa Plana Achatada | Médio Adquire
aspecto seco
. crassifolia 290 48h Pastoso Creme Circular Lisa Plana Achatada | Médio Adquire
aspecto seco

. crassifolia 292 48h Cremosa | Creme Circular Lisa Elevada Lisae Médio

convexa
. crassifolia 293 48h Cremosa | Creme Circular Lisa Elevada Lisae Médio

convexa
. crassifolia 294 72h Cremosa | Creme Circular Lisa Elevada Lisae Médio

convexa
. crassifolia 296 72h Cremoso | Creme Circular Lisa Estrias conc. Lisae Médio

convexa
. crassifolia 297 72h Cremoso | Creme Circular Lisa Estrias conc. Lisae Médio

convexa
. crassifolia 301 96h Cremoso | Creme Irregular | Filamentosa Elevada Lisae Médio Colénia

convexa aveludada
. crassifolia 303 96h Seco Bege Irregular | Filamentosa Granulosa Convexa | Médio

e
Pregueada
. crassifolia 304 96h Seco Bege Irregular | Filamentosa Granulosa Convexa | Meédio
e
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Pregueada

B. crassifolia 310 72h Seco Creme Circular Lisa Granulosa Convexa Médio Estrias
e concentricas
Pregueada

B. crassifolia 313 72h Seco Creme Circular Lisa Granulosa Convexa Médio Estrias
e concentricas
Pregueada

B. crassifolia 316 72h Cremoso Bege Circular Lisa Elevada Convexa | Médio

escuro e

Pregueada

B. crassifolia 318 48h Cremoso Creme Circular Lisa Elevada Lisae Médio
convexa

B. crassifolia 327 48h Cremoso Creme Circular Lisa Elevada Lisae Médio
convexa

B. crassifolia 328 48h Cremoso Creme Circular Lisa Elevada Lisae Médio
convexa

Anacardium 380 48h Pastoso/d | Branco | Irregular Ondulada Granulosa Lisae Médio

humile uro craterifor
me

A. humile 381 48h Cremoso Creme Circular Lisa Elevada Lisae Médio
convexa
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A. humile 382 48h Cremoso | Creme Circular Lisa Elevada Lisae Médio
convexa

A. humile 386 48h Cremoso | Creme Circular Lisa Elevada Lisae Pequena
convexa

A. humile 388 48h Cremosa | Creme Circular Lisa Elevada Lisae Pequena
convexa

A. humile 393 48h Cremoso | Creme Circular Lisa Elevada Lisae Pequena
convexa

A. humile 397 72h Seco Marrom | Circular | Filamentosa Elevada Franjeada | Médio

Ivermel
ho

A. humile 398 72h Seco Laranja | Circular | Filamentosa Elevada Lisae Médio
CONVeX.

A. humile 399 72h Cremoso | Creme Circular | Filamentosa Elevada Lisae Médio
convexa

A. humile 405 72h Cremoso | Creme Circular Lisa Estrias conc. Lisae Médio
convexa

Eugenia 408 96h Pastoso Creme Circular | Filamentosa Granulosa Convexa | Médio

dysenterica e

pregueada

E. dysenterica | 410 96h Pastoso Creme Circular | Filamentosa Granulosa Convexa | Médio

e
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marrom pregueada
. dysenterica | 412 96h Pastoso Bege/ Irregular Franjeada Estrias conc. | Elevadae | Médio
creme trapezoida
|
. dysenterica | 414 96h Pastoso | Branco/ | Circular | Filamentosa Granulosa Convexa | Meédio
creme e
pregueada
. dysenterica | 415 96h Cremosa | Creme Circular Lisa Elevada Lisae Médio
convexa
. dysenterica | 416 96h Cremosa Lilas Irregular Franjeada Vales radiais Lisae Médio
craterifor
me
. dysenterica | 417 96h Pastosa | Creme/ | Circular Pregueada Elevada Lisae Médio
bege convexa
. dysenterica | 418 96h Pastosa Creme Irregular Lobulada Elevada Lisae Médio
convexa
. dysenterica | 420 96h Cremosa | Marrom | Circular Franjeada Granulosa Convexa | Médio | Cortende a
e escurecer
pregueada
. dysenterica | 422 96h Cremosa | Creme/b | Circular | Filamentosa | Estrias conc. Lisae Médio
ranco convexa
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