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Mecanismos de acao de um isolado de
levedura contra patogenos de pos-colheita

O setor citricola enfrenta vérios
problemas com doengas que ocorrem
na poés-colheita, como o bolor verde e a
podriddo azeda, causados por Penicillium
digitatum e Geotrichum citri-aurantii,
respectivamente. O surgimento de
linhagens resistentes de P. digitatum
e a falta de produtos registrados no
Brasil para o controle da podridao azeda
tém incentivado a busca por métodos
alternativos de controle e, dentre esses,
o controle bioldgico, por meio do uso
de leveduras com potencial para o
biocontrole.

Trabalhos realizados no Laboratério
de Fitopatologia e Controle Bioldgico
(LFCB) do Centro de Citricultura pelas
alunas Flavia Lino Pollettini (mestrado)
e Mariana Nadjara Klein (doutorado),
sob a orienta¢do da Pesquisadora Katia
Cristina Kupper mostraram o potencial
de um isolado da levedura Aureobasidium
pullulans no biocontrole.

A. pullulans vem sendo estudada ha
anos como um agente de controle biolégico
em diversas culturas, principalmente com
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Figura 2. Frutos de laranja Pera inoculados com Geotrichum citri-aurantii, e tratados preventivamente
com A) Aureobasidium pullulans cultivada em meio YMM juntamente com 1% de sulfato de amonio;
B) Aureobasidium pullulans cultivada em meio YMM; C) testemunha (sem tratamento).

doengas que ocorrem na fase de pos-
colheita. Um bioproduto Boni-Protect®, a
base de duas cepas desta espécie de levedura,
foi registrado na Alemanha para controle de
Monilia fructigena, Penicillium expansum
e Botrytis cinerea, em mag¢a. Em nossos
estudos com citros, a levedura apresentou
90% de controle da podridao azeda em
ensaios realizados sob condi¢oes favoraveis
ao patdgeno (frutos de laranja inoculados
com G. citri-aurantii ¢ armazenados
durante 15 dias a 25°C £2°C e 90% de
umidade relativa).
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Figura 1. Formagao de biofilme por Aureobasidium pullulans - ACBL-77, cultivada apés 72 horas

em meio YMM com diferentes nutrientes. O controle (ACBL-77) indica células da levedura cultivadas

em meio sem adigdo de nutrientes.

Os estudos mostraram, também, que a
adicao de sulfato de amonio 1% no meio
de cultivo YMM (1 mL da solugio estoque
de 1% MgSO,.7H,0, 2,2% CaCl,.5H,0, 2,2%
K,HPO,, 0,2% FeCl3 em 0,1 M HCI + 10 mL
de 11% C.HNO,Na + 100 mL de 10% glicose,
com o volume ajustado para 1 L) da levedura
estimulou a produgdo de biofilme e,
consequentemente, aumentou sua agao
antagonica contra a podriddo azeda em
frutos (Figuras 1 e 2).

Verificou-se que, a aplicacdo da
levedura, previamente cultivada em
meio YMM acrescido de sulfato de
amonio, favoreceu a sua sobrevivéncia em
ferimentos de frutos citricos e provocou
deformagdes nas hifas de G. citri-aurantii.
O tratamento com esse antagonista nao
alterou a qualidade dos frutos citricos,
mas aumentou as atividades das enzimas
envolvidas com a defesa dos frutos ao
patdgeno. Esses resultados enfatizam
a importancia da adi¢do e do tipo de
nutriente, quando da formula¢ao de um
bioproduto a base desta levedura, visando
a sua utilizagdo em escala comercial.

Esse é o primeiro relato de uma
correlagdao positiva do aumento na
quantificagao de biofilme produzido por A.
pullulans, em fungao da fonte de nutriente,
com o aumento da sua atividade antagonica
contra G. citri-aurantii.



Editorial

Respondendo demandas

Ha tempo vivemos o cendrio da “nova
citricultura” ou da “citricultura moderna’;
que tem avancado sobre vdrios aspectos
da produgdo, defesa e comercializagio da
fruta e do suco. Isso tem sido demonstrado
pelos aumentos da eficiéncia produtiva
pouco compardvel a outras culturas do agro
brasileiro, resultante da forte profissionalizacdo
e crescente competéncia de todos integrantes
da cadeia dos citros. Apoiada por enormes
progressos na pesquisa que tém garantido a
produgio brasileira, em especial do cinturdo
citricola de Sao Paulo e Sul do Triangulo
Mineiro, ganhos a economia do Estado nao
param ai. Encarando uma postura mais
global e tratando de questoes importantes
sobre a sustentabilidade econdmica e social, a
citricultura absorve esses resultados de forma
bastante rdpida, impulsionando os atores de
ciéncia, tecnologia e inovagio para novos
ambientes de trabalho. Neste Informativo
do Centro de Citricultura destacamos como
nosso trabalho acontece alinhado com essa
postura. Por exemplo, com vista as recentes
conquistas do mercado de fruta fresca e da
necessidade de um controle de podriddes em
pos-colheita com seguranca, sdo apresentados
resultados do uso de leveduras com potencial
para o biocontrole da podridao azeda com o
aumento da atividade de enzimas envolvidas
comadefesa dos frutos ao patogeno. Também,
respondendo a questoes abertas por vdrios
anos no setor, nossas pesquisas tém ainda
demonstrado como o uso correto de métodos
quimico e mecdnico de controle de plantas
invasoras e 0 manejo de culturas intercalares
favorece a diversidade da comunidade
microbiana, caracterizando a qualidade do
solo numa correlagdo positiva entre atributos
microbioldgicos e produtividade da lima dcida
Tahiti. Mais uma vez, provendo subsidios ao
citricultor para a gestdo sustentdvel do seu
negdcio. Nao obstante as pesquisas realizadas,
ainda preenchemos espagos importartes com
transferéncia do conhecimento e formagao
de recursos humanos. Noutro exemplo, com
a realizagdo do curso de manejo integrado
de pragas dos citros, que juntou técnicos da
iniciativa privada e de instituicoes de pesquisa
e extensdo, nas discussoes e aulas prdticas
apresentadas pela nossa equipe e parceiros
de outras instituicoes que se juntaram numa
programagdo de alta qualidade. Disso
tudo, vé-se que nossa citricultura se torna
atraente para visitantes internacionais que
almejam lograr sucesso paralelo aquilo que
conquistamos até aqui. Esta é nossa cara, ..
no centro da citricultura”!
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Matéria de Capa

A realizag¢do de projetos de
pesquisa financiados pela Fapesp
(Proc. 2011/13006-1 e 2014/25067-3)
permitiram identificar os possiveis
mecanismos de a¢do de A. pullulans
que estao envolvidos no biocontrole.
Os resultados mostraram que,
dentre os mecanismos exercidos no
antagonismo, a levedura apresentou
atividade killer contra células sensiveis
de Saccharomyces cerevisiae e contra os
fitopatogenos P. digitatum e G. citri-
aurantii (Figura 3). Durante o processo

de purificagdo, em uma primeira etapa,
foi possivel observar que a proteina
killer de A. pullulans apresenta baixa
massa molecular, pertence a familia das
ubiquitinas e apresenta atividade contra
os fitopatdgenos (Figura 4).

Atualmente, pesquisas estao sendo
realizadas e financiadas pela Fapesp
(Proc. 2019/07296-9) com o intuito de
se obter informagoes sobre a formulagao
da levedura. Acreditamos que essas
informac¢oes poderdao contribuir para
a elaboragdao de uma nova tecnologia
a ser empregada durante o processo
de beneficiamento dos frutos em
packinghouse.

Figura 3. Atividadekiller da levedura Aureobasidium pullulans A) contra Saccharomyces cerevisiae
(NCYC 1006); B) contra Penicillium digitatum; C) contra Geotrichum citri-aurantii.

Figura 4. Purificagdo da toxina, em coluna de Cellulose (Medium Fibers), resultou na separagao de dois
picos (P1 e P2), com tamanhos de bandas em torno de 10 kDa e entre 50 e 70 kDa, respectivamente.
Avaliagio dos picos P1 e P2 quanto a atividade de antagonismo A) contra S. cerevisiae NCYC 1006;
B) contra P. digitatum; C) contra G. citri-aurantii. Atividade killer é visualizada através da difusio
e formagao de halos de inibicdo. (C-) Controle negativo: H,O Milli-Q. Apenas o pico P1 apresentou

atividade killer contra os microrganismos.
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Notas

10° Workshop Citrosuco
Manejo do HLB

Foi realizado no dia 7 de novembro o
10° Workshop Citrosuco - Manejo do HLB,
na cidade de Matao, SP. Foram realizadas
palestras e debates com rico contetdo,
englobando principalmente os assuntos
relacionados ao controle de Diaphorina
citri e desenvolvimento de variedades de
porta-enxertos mais tolerantes a doenga.
O Centro de Citricultura participou com
as apresentacoes intituladas Edicao de
genomas de citros visando a tolerancia
ao HLB, pela doutoranda Maiara Curtolo
e Proteinas efetoras importantes para a
alimentag¢ao de Diaphorina citriem plantas
citricas, pela Inaiara de Souza Pacheco.

Visita de Citricultores Espanhdis

O Centro de Citricultura recebeu a
visita de cerca de 70 citricultores da regiao
produtora de citros entre Valéncia e Sevilha,
Espanha, coordenada pela Sr. Jon Acarregui,
da Nufarm Espana S.A., em colaboragdo
com a Nufarm Brasil. Na agenda, foram
apresentados o trabalho do Centro de
Citricultura, como institui¢do de pesquisa
e inovacao, além de discutidos principais
resultados de pesquisa para melhoramento
de copas para a producio de frutos de mesa
e de frutos especiais para suco, manejo
de nutrientes para a produc¢do sustentével
dos pomares, e estratégias de manejo do
HLB para o controle do psilideo e a¢oes
coordenadas entre citricultores, como novos
cendrios do desenvolvimento da citricultura
brasileira. Participaram desse encontro e
discussoes, pesquisadores do Centro de
Citricultura e do Fundecitrus.

Workshop FAPESP

Os pesquisadores Alessandra A. de
Souza, Mariangela Cristofani Yaly, Marco
A. Takita e Raquel L. Boscariol-Camargo
participaram no dia 5 de novembro do
workshop Biotecnologia para produgido
eficiente e aprimorada de culturas alimentares
e bioenergia, realizado na Fapesp. O evento
teve como objetivo destacar as descobertas
cientificas e os avancos tecnoldgicos em
biotecnologia visando enfrentar desafios
globais na produc¢ao agricola, tais como
degradagao de terras agricolas, surtos de
pragas, temperatura/chuva instdveis, que
podem ser acentuadas pelas mudancas
climaticas projetadas. Além das nove palestras
apresentadas, o workshop proporcionou um
espago para discussoes sobre as aplicagoes
biotecnoldgicas e possiveis colaboracoes
internacionais. Na ocasido, o Diretor do TAC
Marcos A. Machado apresentou a palestra
Progresso da biotecnologia vegetal no Brasil:
legislacao e impacto.

Participacao em eventos

No dia 6 de novembro o Pesquisador
Fernando Alves de Azevedo proferiu
palestra sobre Manejo racional do mato
no pomar e seus beneficios na producdo
e conservacao do solo, no Ntucleo de
Producao de Mudas da Coordenadoria
de Desenvolvimento Rural Sustentdvel
(CDRS) em Sao Bento do Sapucai,SP,
durante o XIV Semindrio de Fruticultura.

J4 no dia no 21 de novembro o
pesquisador participou da I Semana
Integrada da Agronomia e XI Simpoésio
Grandes Culturas: Citros, proferindo
palestra com o tema Variedades copa e
porta-enxertos para citros, num evento
organizado Grupo PET-Agronomia da
Universidade Estadual de Maringd, no
Parand.

Citricultura Nota 10: Laranja Lima Verde

Variedade do grupo das laranjas de baixa acidez (Citrus sinensis Osbeck), de
origem desconhecida, foi introduzida no Centro de Citricultura Sylvio Moreira
sob a denominacdo IAC 416 Lima Verde. Suas arvores possuem porte médio com
produtividade até 200 kg/planta. Os frutos sao ovalados a esféricos, com peso médio
de 150 g e poucas sementes (2 a 4 por fruto). Como as demais variedades desse grupo
apresenta ratio elevado (ao redor 190), acidez
média 0,05% e sdlidos soluveis totais de 10 °Brix.
Dependendo das condi¢oes edafo-climéticas onde
¢ cultivada pode ser considerada de maturacdo
tardia dentro do grupo (junho a outubro), se
constituindo numa excelente variedade para
consumo de fruta fresca. Em func¢do destas
caracteristicas este material foi incluido no
Programa Citricultura Nota 10 do Centro de
Citricultura Sylvio Moreira, estando registrada
junto ao RNC com o nome de Lima Verde.

Pesquisa

Microbiologia do solo de
pomar de Tahiti consorciado
com braquiaria

Técnicas de agricultura de conservagio,
como o cultivo consorciado, o menor
revolvimento e a cobertura permanente
do solo podem promover a qualidade
do solo, incrementando a ciclagem de
nutrientes e umidade, bem como sua
atividade microbiana, estimulando o uso
eficiente dos recursos do solo pelas plantas.
Porém, no cultivo de citros essas praticas e
o efeito na microbiologia do solo precisam
ser mais estudados.

Nesse contexto, o Centro de Citricultura
estuda o tema hd dez anos, num experimento
com lima 4acida Tahiti enxertada sobre
citrumelo Swingle, instalado em Mogi
Mirim, SP, onde avaliam-se o consércio
de braquidrias decumbens e ruziziensis,
como plantas de cobertura das entrelinhas
do pomar, além do manejo diferenciado
com rogadoras (ecoldgica e convencional)
e aplicacdo ou ndo de herbicida sistémico
(glifosato) na linha de plantio.

Durante trés safras, foram avaliados o
carbono da biomassa microbiana (carbono
presente no solo, advindo de microrganismos),
arespiragdo microbiana basal (que representa
a atividade dos microrganismos no solo), a
diversidade da comunidade microbiana, a
abundincia de bactérias diazotréficas e as
responsaveis pela fostatase alcalina, além da
produtividade da lima acida Tahiti.

A utilizacao do manejo com
braquidria ruziziensis e rogadora ecoldgica
proporcionaram ganhos na abundancia de
microrganismos no solo em todas as avalicoes
realizadas, elevando a produtividade da
lima 4cida Tahiti em 30% (acima de 40
t ha''), quando comparado ao sistema
convencional (braquidria decumbens
+ rogadora convencional). Em resumo,
observou-se que a adog¢do da rocadora
ecoldgica proporciona menor distirbio
as atividades microbioldgicas do solo, em
decorréncia da deposicao da biomassa na
linha de plantio (mulching). Ressalta-se
também que o uso do herbicida, nas doses
corretas, nao afetou a microbiota do solo.

Hé correlagao positiva entre os atributos
microbiolbgicos e a produtividade da lima
dcida Tahiti com o uso de braquidria
ruziziensis, manejada com rocadora
ecoldgica, sendo portanto praticas
sustentdveis da agricultura de conserva¢ao
para citros.

Ana Carolina Costa Arantes, doutoranda
Fernando Alves de Azevedo
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1° Curso de Manejo Integrado
de Pragas dos Citros

Nos dias 26, 27 e 28 de novembro foi realizado no Centro
de Citricultura o 1° Curso de Manejo Integrado de Pragas dos
Citros (MIP Citros), que contou com 39 participantes. Essa
era uma antiga demanda do setor citricola perante os cursos ja
consolidados de difusao de tecnologia oferecidos pelo Centro de
Citricultura, que foi atendida em 2019, com apoio da Fundag,
Koppert Biological Systems, Oro Agri Brasil e UPL Brasil. Nessa
primeira edi¢ao contemplou palestras dos mais renomados
pesquisadores da drea, bem como de jovens pesquisadores de
destaque na entomologia agricola, de diversas Instituigoes como:
Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz (Esalg/USP),
Fundecitrus, Grupo de Consultores em Citros (Gconci), Instituto
Bioldégico (IB/APTA), Instituto Federal do Triangulo Mineiro
(IFTM-Uberaba), Universidade Estadual Paulista (FCAV-Unesp),
Universidade Federal de Sao Carlos (CCA/Ufscar) e do proprio
Centro de Citricultura Sylvio Moreira. Um ponto bastante
importante do curso, segundo os participantes, foi uma tarde
totalmente dedicada a identifica¢do prética de insetos, dcaros
pragas e seus respectivos inimigos naturais. Na oportunidade,
os participantes puderam ter contato, identificar e observar as
diferencas entre as pragas e quais as ferramentas para identific-las a campo,
como as armadilhas adesivas amarelas (psilideos), frascos caga-moscas e
armadilhas de feromonios (bicho-furdo e mosca-das-frutas). No decorrer

do curso foram abordadas estratégias de manejo para as principais pragas gg'(’?i‘?%cultura ==
(acaros em geral, lagartas, cochonilhas, psilideos, mosca-das-frutas, mosca SylvioMoreira s
negra, bicho-furao etc), principalmente no atual cendrio da necessidade TECNOLOGIA & GESTAO DA QUALIDADE

de controle intensivo do psilideo, como parte do controle do HLB. Foi e

uma importante oportunidade para discutir MIP em tempos de HLB e as Expediente

grandes restrigoes no uso de agroquimicos, contribuindo para um sistema de Informativo Centro de Citricultura
producao sustentavel, exigida pelo mercado consumidor de frutas frescas e Conselho Editorial

suco de laranja. A ideia ¢ manter o evento nos proximos anos e que o Centro Dirceu Mattos Jr.

José Dagoberto De Negri
Vivian Michelle dos Santos
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de Citricultura contribua para um férum permanente de discussao sobre
MIP e difusdo de conhecimento.
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