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RESUMO
HELING, Anderson Luis, Doctor Scientiae, Universidade Estadual do Oeste do
Parana, Agosto — 2019. Selecédo, avaliacdo do crescimento e alteracdes
bioguimicas em plantas de beterraba tratadas com leveduras para controle de
cercosporiose. Orientador: Dr. Odair José Kuhn. Coorientadores: Dr. José Renato
Stangarling e Dr2 Marcia de Moraes Echer.

Leveduras sdo potenciais agentes de controle biologico de doencas de plantas e
indutores de resisténcia de plantas a patdégenos. Este trabalho objetivou a selecao
de leveduras com potencial para controle de cercosporiose (Cercospora beticola) em
plantas de beterraba com base na reducdo da severidade e nos mecanismos de
acdo; avaliacdo da inducdo de resisténcia proporcionado pelas leveduras
selecionadas ou seus exsudatos presentes em filtrado de cultura; e medida de
crescimento e produtividade em fungdo dos tratamentos com leveduras e seus
filtrados. Inicialmente foram testados 44 isolados de leveduras em casa de
vegetacdo quanto ao seu potencial de controle da cercosporiose. Destes selecionou-
se 31, os quais foram testados in vitro quanto a producdo de compostos volateis,
destes 19 foram selecionados e testados quanto a producdo de compostos ndo
volateis. ApOs estas avaliagdes, selecionou-se trés isolados de leveduras, com os
guais testou-se células vivas e filtrados em relacdo ao desenvolvimento das plantas
de beterraba e alteracBes bioquimicas, quando utilizados os tratamentos para
controle da cercosporiose. As variaveis analisadas quanto ao desenvolvimento das
plantas foram: niumero de folhas; massas secas de folha, peciolo, hipocétilo, raiz,
parte aérea e total, area foliar, producéo; severidade e area abaixo da curva de
progresso da doenca (AACPD). Quanto as alteragBes bioquimicas, analisou-se as
variaveis: fendis totais; lignina; proteinas totais, atividade de peroxidases, B-1,3-
glucanases e fenilalanina amoénia-liase. Selecionou-se as leveduras Candida
albicans, Pichia pini e JRS Amarela como potenciais para o controle de
cercosporiose em plantas de beterraba. Os tratamentos com as leveduras
selecionadas nao apresentaram custo energético significativo, ndo impactando no
desenvolvimento e nem na producdo das plantas tratadas com estas. Plantas
tratadas com as leveduras selecionadas apresentaram alteracdo nos teores de

ligninas, fendis totais e proteinas totais, indicando uma possivel inducdo de



resisténcia em funcdo da aplicacdo da células e filtrados de cultura destas
leveduras.

Palavras-chave: Beta vulgaris. Candida albicans. Pichia pini.



ABSTRACT
HELING, Anderson Luis, Doctor Scientiae, Universidade Estadual do Oeste do
Parana, August — 2019. Selection, growth evaluation and biochemical changes
in plants of beet treated with yeasts to control of cercosporiosis. Advisor: Dr.
Odair José Kuhn. Co-Advisors: Dr. José Renato Stangarling and Dr2 Marcia de

Moraes Echer.

Yeasts are potential agents of biological control of plants diseases and inductors of
resistance of plants to pathogens. This work aimed the selection of yeasts with
potential to control of cercosporiosis (Cercospora Beticola) in beet plants based on
the reduction of severity and action mechanisms. Evaluation of resistance induction
provided by the selected yeasts or their exudates presents in yours filtrates culture
and to evaluate growth aspects and productivity as a function of the treatments with
yeasts and their filtrates. Initially were tested 44 isolated yeasts in greenhouse about
your potential of cercosporiosis control. Of these was selected 31, which were tested
in vitro about production of volatile composts, wich 19 that were selected and tested
about production of non-volatile composts. After these evalution, was selected three
yeasts isolate, which live cells and filtered were tested in relation to beet plants
development and biochemical changes, when treatments are used to cercosporiais.
The variables analyzed for the development of the plants were: number of leaves; dry
mass of leaves, petiole, hypocotyl, root, total aerial part; leaf area; production;
severity and é&rea runder disease progress curve (AACPD). Regarding the
biochemical alterations, the following variables were analyzed: total phenols; lignin;
total proteins, peroxidases activity, B-1,3-glucanases and phenylalanine ammonia-
lyase. The yeasts Candida albicans, Pichia pini and JRS Amarela were selected as
potentials for the control of cercosporiasis in beet plants. The treatments with the
selected yeasts did not present significant fitness cost, not impacting in the
development nor in the production of the plants treated with them. Plants treated with
selected yeasts cheged lignins, total phenols and total proteins, indicating a possible
induction of resistance as a function of the application of the cells and culture filtrates
of these yeasts.

Keywords: Beta vulgaris. Candida albicans. Pichia pini.
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1. INTRODUCAO

A beterraba (Beta vulgaris L) € uma das principais hortalicas tuberosas
produzida e consumida no Brasil, sendo que, 77% da producdo brasileira é
proveniente das regides sul e sudeste, com producéo esta concentrada nos estados
de S&o Paulo, Minas Gerais e Rio Grande do Sul, além disto, 42% das propriedades
brasileiras produtoras de beterraba estdo localizadas na regiao sudeste e 35% na
regido sul (TIVELLI; TRANI, 2008; MARQUES et al., 2010).

Esta cultura pode ser infectada por diversos patdégenos, no entanto, a
cercosporiose, causada por Cercospora beticola € a principal doenca da cultura em
boa parte das regides produtoras. Sua dispersao ocorre principalmente pelo vento e
respingos de agua da chuva ou irrigacédo (TIVELLI; TRANI, 2008).

Plantas infectadas tem sua éarea fotossintética reduzida, em casos de alta
severidade da doenca as lesbes podem coalescerem e promoverem uma morte
antecipada da folha, a planta entdo repde suas folhas utilizando reservas da raiz e
assim ocasionando reducao da produtividade (TIVELLI et al., 2011; MAY DE MIO, et
al., 2008).

O controle desta doenca pode ser feito utilizando-se manejo adequado, como
rotacdo de culturas, semeadura de sementes sadias e de cultivares tolerantes a
doenca, adubacédo equilibrada e controle quimico com fungicidas (TIVELLI et al.,
2011).

Outras formas de controle que podem ser empregadas sdo o controle
biolégico e inducéo de resisténcia das plantas.

O controle biolégico consiste na utilizagdo de um microrganismo como agente
controlador, seja por antibiose, competicdo ou parasitismo. Esta técnica de controle
€ milenar, porém, ap0s a revolucdo verde deixou de ser utilizado, e vem sendo
retomada atualmente devido a demanda da sociedade por alimentos mais seguros
do ponto de vista biolégico e quimico, e também devido a selecdo de individuos
resistentes dentro da populacdo de patdgenos (MEDEIROS et al., 2018).

A inducdo de resisténcia de plantas a patégenos consiste na ativacdo de
mecanismos de defesa da planta que estavam latentes e seriam ativados apenas
apos a interacdo da planta com o patdégeno. Esta inducdo pode ocorrer por indutor
biético ou abiodtico, sendo que as leveduras apresentam-se como promissores
agentes bidticos de inducdo de resisténcia de plantas a patégenos (KUHN,
PASCHOLATI, 2007).



Diversos estudos vém sendo realizados com leveduras como agentes de
controle biolégico de doencas de plantas e como agentes bidticos de inducdo de
resisténcia de plantas a patdgenos. Estes organismos apresentam grande
variabilidade na natureza, podendo ser encontradas diversas espécies em diversos
ambientes naturais, e apresentam grande afinidade com plantas, especialmente
aguelas que colonizam o filoplano destas (RUZ-MOYANO et al., 2016).

Sendo assim, a hipotese deste trabalho é que leveduras e seus filtrados
possuem potencial de controlar cercosporiose em plantas de beterraba, seja pelo
controle do patdgeno ou pela inducdo de resisténcia das plantas.

Deste modo, este trabalho teve como objetivos a selecdo de leveduras com
potencial para controle de cercosporiose em plantas de beterraba com base na
reducdo da severidade e nos mecanismos de acado; avaliacdo da inducdo de
resisténcia proporcionado pelas leveduras selecionadas ou seus exsudatos
presentes em filtrado de cultura; e avaliar aspectos de crescimento e produtividade

em funcdo dos tratamentos com leveduras e seus filtrados.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. CULTURA DA BETERRABA

A beterraba (Beta vulgaris L.) é uma hortalica da familia Chenopodiaceae,
tendo sua origem a partir de sua forma primitiva, a Beta vulgaris perennis. Esta
planta é originaria das regides sul e leste da Europa e norte da Africa (TIVELLI et al.,
2011).

No Brasil a beterraba € uma das principais hortalicas cultivadas, e seu
cultivo é principalmente feito com cultivares de mesa para fins comerciais (TIVELLI
et al., 2011).

Conforme Nascimento (2012) o cultivo de beterraba representa 2,1% do
mercado nacional de hortalicas, sendo que, a cada ano esta fatia do mercado vem
crescendo, impulsionado pelo maior consumo desta.

De acordo com Tivelli e Trani (2008), no Brasil 77% da producgédo brasileira
de beterraba é proveniente das regifes sul e sudeste.

Conforme dados do Departamento de Economia Rural (DERAL, 2016), na
safra 2013/2014 o Estado do Parana cultivou uma area de 3.708 ha com a cultura da
beterraba, obtendo producdo de 101.860 toneladas, o que resulta em uma
produtividade de 27,5 t ha™.

2.2. DOENCAS DA BETERRABA

Dentre os tratos culturais da beterraba o manejo de doenga merece grande
importancia. Segundo Trani et al. (2013) no verdo a produtividade da cultura é
menor devido a alta incidéncia de doencas, em especial as fungicas.

A cultura da beterraba esta suscetivel a diversas doencgas, dentre elas a
cercosporiose ou mancha de cercospora (C. beticola) é a principal e mais destrutiva
doenca da cultura. Além desta, outras doencas comumente encontradas na cultura
da beterraba sdo: rizomania (Beet necrotic yellow vein virus — BNYVV), tombamento
ou “damping-off’ (Rhizoctonia solani, Phoma betae, Fusarium spp., Pythium spp.),
mancha das folhas (Phoma betae) podriddo branca (Sclerotium rolfsii), nematoides
de galhas (Meloidogyne arenaria, M. hapla, M. incégnita, M. javanica e M. eterolabii),
manchas bacterianas das folhas (Xanthomonas campestris pv. betae), podridao
mole (Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum) e oidio (Erysiphe betae)
(CAMELO-GARCIA, et al., 2016).



2.2.1. Cercosporiose

De acordo com Tivelli et al. (2011) diversas doencas podem estar presentes
nos cultivos de beterraba e causar prejuizos na producéo, no entanto, cercosporiose
ou mancha de cercospora causada por C. beticola é um sério problema,
principalmente para os cultivos em condi¢gbes de alta umidade relativa do ar (maior
que 90%) e temperatura entre 22 e 26 °C, quando o fungo encontra condi¢des
favoraveis ao seu desenvolvimento, epidemias da doenca sédo geralmente relatadas
quando a diferenca entre temperatura noturna e diurna passa dos 7 °C, o que
favorece a formacdo de orvalho nas primeiras horas da manha, o periodo de
incubacado do patégeno varia de 7 a 14 dias em fungdo das condigbes ambientais e
da variedade de beterraba, plantas com deficiéncia nutricional sdo mais suscetiveis
a doenca (CAMELO-GARCIA, et al., 2016).

A cercosporiose (C. beticola) esta presente praticamente em todas as regides
que a beterraba (Beta vulgaris) é cultivada (PITTNER et al., 2016).

Este patdgeno sobrevive em restos de culturas, sementes e outras plantas da
familia e a disseminacéo ocorre principalmente pelo vento e por respingos de chuva
ou da irrigacdo. Plantas infectadas diminuem a sua capacidade fotossintética e
produzem novas folhas a partir das reservas da raiz, com isto a reducdo na
produtividade pode chegar a 45% (TIVELLI et al., 2011; MAY DE MIO et al., 2008).

Trata-se de um fungo necrotréfico com uma gama restrita de hospedeiros
(CAMELO-GARCIA, et al., 2016), que se desenvolve intracelularmente e as lesdes
tornam-se visiveis de 5 a 21 dias apés a infec¢do do tecido. Trata-se de uma doenca
policiclica e os sintomas sédo geralmente mais frequentes apds o fechamento das
linhas de cultivo (TEDFORD et al., 2018).

Os sintomas séo observados nas folhas, sendo as folhas mais velhas mais
suscetiveis ao patégeno, nas quais surgem lesoes necroticas, inicialmente pequenas
e rodeadas por uma pigmentacdo arroxeada nas faces adaxial e abaxial. As
manchas possuem coloracdo acinzentada devido a estrutura produzida pelo fungo e
podem alcancar de 4 a 5 mm de diametro e, em condi¢bes de alta intensidade
podem coalescerem necrosar-se totalmente, e haver morte de plantas (CAMELO-
GARCIA, et al., 2016; TIVELLI et al., 2011; MAY DE MIO et al., 2008).



2.2.1.1. Métodos de controle

Conforme Tivelli et al. (2011) diversas praticas podem ser utilizadas para o
controle da doenca, como por exemplo, rotacdo de culturas, semeadura de
sementes sadias e de cultivares tolerantes a doenca, adubacdo equilibrada e
controle quimico com fungicidas. No entanto, algumas medidas de controle de
doencas tidas como alternativas vem ganhando destaque atualmente, como € o
caso do controle biolégico de doencas de plantas e a inducdo de resisténcia de
plantas a patégenos.

A rotacéo de culturas, conforme Reis, Casa e Bianchin (2011) afeta todos os
fitopatbgenos que sobrevivem saprofiticamente nos restos culturais dos
hospedeiros, visto que, o0s restos culturais fornecem nutricdo e abrigo aos patégenos
durante a fase saprofitica.

Com relacdo a qualidade sanitaria das sementes (glomérulos) de beterraba
importadas pelo Brasil, conforme levantamento realizado pela EMBRAPA Hortalicas
e ESALQ/USP, constatou-se uma elevada presenca de microrganismos associados
a estes (NASCIMENTO, 2012).

Estudos comprovam a menor incidéncia de doengas em virtude de
adequada nutricdo mineral da planta (MORALES et al., 2012). Uma nutricdo
adequada das plantas pode determinar uma menor predisposi¢cdo as doencas, visto
que, a nutricdo equilibrada promove maior capacidade de defesa das plantas, pois o
estado nutricional interfere nos mecanismos de defesa, protegendo sob a forma de
barreira fisica, por meio do espessamento da cuticula e, ou, lignificacao de células
epidérmicas; por melhor controle da permeabilidade da membrana citoplasmatica,
impedindo a saida de acUcares e aminoacidos dos quais 0s patdégenos se nutrem,
além de produzir compostos fendlicos com propriedades fungistaticas (CARVALHO
et al., 2013).

Para o controle quimico desta doenca, sdo registrados no Ministério da
Agricultura 50 produtos comerciais com 10 diferentes ingredientes ativos (MAPA,
2019).

Conforme Tomic et al. (2018), os fungicidas com a maior eficiéncia no
controle de cercosporiose sao azoxistrobina e flutriafol, ambos com eficiéncia
superior a 90% no controle da doenca. O controle da cercosporiose € realizado
principalmente através do uso de fungicidas protetores e curativos (PITTNER, et al.,
2016).



Outros métodos de controle que podem ser empregados sdo o controle
biolégico e a inducdo de resisténcia de plantas a patégenos. O controle bioldgico
promove o controle do patdgeno através da acdo de outro microrganismo. Este
meétodo foi muito utilizado no periodo que antecede a revolucédo verde, sendo que,
apos esti, este método acabou deixando de ser utilizado. J4 a inducdo de
resisténcia de plantas a patégenos ocorre quando as plantas tem ativado seus
mecanismos de defesa latentes. O sinal que desencadeia a ativacdo destes
mecanismos de defesa pode ser proveniente da acdo de agentes bidticos ou

abiodticos, chamado eliciador.

2.3. CONTROLE BIOLOGICO DE DOENCAS

Medeiros et al. (2018) definem o controle biolégico de doencas de plantas
como sendo o controle de um microrganismo através da acdo de outro
microrganismo, cujo controle pode ocorrer por meio de diversos mecanismos, tais
como, a antibiose, a competicdo e o parasitismo.

O controle bioldgico ja4 é empregado de modo empirico por agricultores a
milhares de anos. Desde 5.000 a.C. os egipcios nado relatavam ocorréncias
significativas de Sclerotium cepivorum em cultivo de cebola, visto que, as
inundacdes ciclicas do rio Nilo se encarregavam de manter as margens cultivaveis
cobertas com lamina d’agua, o que favorecia a prevaléncia, na microbiota do solo,
de antagonistas naturais ao patdgeno, porém, esta doenca comecou a ter
importancia econémica apds a construcdo da represa de Assuda em 1960, que
alterou o ciclo de inundagdes (FREITAS et al., 2016).

A partir da década de 1940, o controle biolégico de doencas de plantas
ganhou grande importancia em todo mundo, com diversos trabalhos e pesquisas
sobre o tema (FREITAS et al., 2016).

O Brasil € um dos lideres mundiais no setor do agronegdcio, no entanto,
essa lideranca ocorreu as custas de uma dependéncia crescente de insumos
importados, no pais, a histéria do controle biolégico é relativamente recente e
marcada por diversas interrupcdes porém, a producao e utilizacdo de agentes de
controle biologico de doencas em cultivos vem cada vez mais sendo requisitada,
principalmente devido a demanda de produtos com menor utilizacdo de agrotoxicos
(BETTIOL; MORANDI, 2009; BETTIOL; MAFFIA; CASTRO, 2014).



Porém, a crescente preocupacao da sociedade com os impactos negativos
causados ao meio ambiente e a saude humana, gerados pelo uso de agrotoxicos,
faz com que pesquisadores e produtores busquem maneiras alternativas no manejo
de doencas, dentre estas, destaca-se o controle biologico de doencas de plantas
(GOUVEA et al., 2009). Esta preocupacao é gerada pelo elevado e ainda crescente
consumo de agrotoxicos na producéo de alimentos, conforme Carneiro et al. (2015)
desde o ano de 2008 o Brasil € o maior consumidor de agrotéxicos do mundo, sendo
que em 2012, enquanto o mercado mundial de agrotoxicos cresceu 93%, o mercado
brasileiro de agrotdxicos cresceu 190%, e 0 uso crescente de agrotoxicos
juntamente com o uso inadequado destes acarreta grandes problemas de saude
publica, gerando impactos diretos e indiretos a vida da populacdo brasileira, além
disto, a uso de agrotéxicos para producdo de alimentos ndo necessariamente eleva
esta, e nem mesmo € necessario para garantir o abastecimento alimentar de uma
populacdo, visto que em diversos estudos o0s sistemas de producdo que nao

empregam agrotoxicos tem gerado mesma ou maior produtividade.

2.4, INDUQAO DE RESISTENCIA DE PLANTAS A PATOGENOS

As plantas apresentam um sistema de defesa latente, com a finalidade de
economizar energia e substrato, que pode ser ativado com a chegado do patdgeno,
ao contrario da resistencia constitutiva, que representa um custo real para a planta,
uma vez que independente da presenca do patdgeno esta investe o0s seus limitados
recursos na producédo de defesas (KUHN; PASCHOLATI, 2007).

A inducdo de resisténcia de plantas a patdgenos, conforme Pascholati e
Dalio (2018) envolve a ativacdo de mecanismos de resisténcia latentes nas plantas
em resposta ao tratamento com agentes bidticos ou abibticos. Essa resposta pode
incluir o acumulo de proteinas relacionadas a patogénese e fitoalexinas, e proteger a
planta contra infeccbes subsequentes.

O processo de inducdo de resisténcia das plantas a patdogenos €
desencadeado quando um sinal externo, denominado eliciador, se liga a um possivel
receptor na superficie da célula vegetal e através dele o sinal primario é transmitido
para o interior da célula, ativando os mensageiros secundarios, que amplificam o
sinal e regulam a expressao de genes especificos, determinando o desenvolvimento
de interacdes compativeis (doenca) ou incompativeis (resisténcia) (BARROS et al.,
2010).



A atividade do agente indutor ndo é devido a acdo antimicrobiana ou a sua
transformacdo em agentes anti-microbianos, mas sim devido a capacidade do
mesmo em sensibilizar a planta e a mesma em ativar seus mecanismos de defesa
estruturais e bioguimicos em resposta a presenca de um patégeno em potencial
(PASCHOLATI; TOFFANO, 2007).

A resisténcia induzida em plantas pode ser ativada por uma série de
indutores, assim, impedindo ou atrasando a entrada e subsequente atividade do
patdogeno em seus tecidos (COLARES; BONALDO, 2014).

Ha relato de varios indutores de resisténcia em plantas a patégenos,
podendo-se citar os biofertilizantes (COLARES; BONALDO, 2014), extratos vegetais
e Oleos essenciais (ALVES; PERINA, 2014), bactérias e fungos (MEDEIROS et al.,
2014), polissacarideos (AGUIAR et al., 2014), soluc@es ultradiluidas (STANGARLIN;
TOLEDO, 2014), além de outros.

E provavel que a resisténcia induzida contra doencas se torne um importante
componente dos programas de manejo de pragas e doencas, em especial no casos
em que os métodos de controle atual sdo pouco eficazes ou muito agressivos ao
meio ambiente, o que consequentemente resultara na reducdo dos pesticidas
tradicionais (OLIVEIRA et al., 2016).

2.5. MICRORGANISMOS NO CONTROLE BIOLOGICO E INDUCAO DE
RESISTENCIA DE PLANTAS A PATOGENOS

Dentre estes varios indutores de resisténcia em plantas a patdgenos o uso
dos microrganismos para tal finalidade ganha destaque. Conforme Medeiros et al.
(2014) os microrganismos co-evoluiram com as plantas, trazendo-lhes beneficios
mutuos dos mais diversos.

Os agentes de controle biolégico podem ser utilizados sozinhos ou em
combinagdo com outros meétodos de controle para asim melhorar sua eficiencia
(PALAZZINI et al., 2016).

Outra forma de biocontrole de doencas de plantas € a utilizagdo de
biomoléculas funcionais para o controle biologico. Estas biomoléculas sdo enzimas
produzidas por microrganismos e que apresentam efeito sobre os patdgenos,
podendo ser utilizadas como biofungicidas alternativos aos fungicidas sintéticos uma

vez que sdao multifuncionais, biodegradaveis, ndo-persistentes no ambiente e com



baixo custo de producdo (KRIAA et al.,, 2015), a exemplo dos filtrados produzidos

por leveduras.

2.5.1. Leveduras

As leveduras sao fungos unicelulares e desprovidas de clorofila, nao
filamentosos, tipicamente esféricos ou ovais, quimioorganotréficos estritos e
requerem para sua sobrevivéncia compostos organicos como fonte de carbono. Séo
classificados com base em aspectos da sexualidade, como ascomicetos ou
basidiomicetos. As leveduras ndo produzem corpo de frutificacdo. Sua reproducao
pode ser assexuada, realizada por brotamento ou por fissédo ou de forma sexuada
pela formacdo de asco ou basidio durante o processo de meiose. Elas exercem
funcdes primordiais em diversos ecossistemas, crescem nos mais variados
substratos, contribuindo substancialmente para a biodiversidade (SCHWAN;
CAMPOS; DIAS, 2008; DIAS; SCHWAN, 2010; TORTORA et al., 2012).

Estes organismos apresentam enorme biodiversidade de espécies presentes
no ambiente sendo, grande parte de seus potenciais biotecnolégicos ainda
desconhecidos pelo homem (FUENTEFRIA, 2004).

Sdo amplamente distribuidas na natureza, possuem ampla incidéncia e
podem ser isoladas de ambientes aquaticos, terrestres e aéreos. O filoplano também
contém muitas espécies de leveduras, que podem ser encontradas recobrindo os
tecidos vegetais, como folhas, flores e frutos. Podem ainda serem utilizadas no
estudo de biocontrole, visto que sdo adaptadas as condi¢cdes de luz solar e vento
(ASSIS et al., 1999; SCHWAN et al., 2008; DIAS; SCHWAN, 2010; TORTORA et al.,
2012).

Leveduras sdo imensamente importantes quando se julga o propdsito
industrial e biotecnologico que possuem, e vém sendo usadas ha milhares de anos
na producdo de alimentos, como péaes, e bebidas como vinho e cerveja. A espécie
mais estudada ¢é Saccharomyces cerevisiae, da qual vem compondo
significativamente o arsenal de pesquisas de controle bioldégico de doengas de
plantas cultivadas e que tem apresentando resultados promissores de controle,
principalmente, devido a grande capacidade de colonizac&o de ferimentos, producao
de compostos de agcdo antagbnica a fitopatdogenos, a relacdes de competicdo com
0S mesmos e até através da inducdo de resisténcia das plantas (SCHWAN et al.,
2008; DIAS; SCHWAN, 2010; LOPES et al., 2015; HELING et al., 2015).
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2.5.1.1. Leveduras no controle biolégico

As leveduras se apresentam como potenciais agentes de controle biolégico
de doencas de plantas, visto que possuem caracteristicas desejaveis a um agente
de controle biolégico, como serem geneticamente estaveis, ndo necessitarem de
nutrientes especiais para uma rapida proliferacdo, sao resistentes a condi¢cfes
ambientais adversas, sdo eficientes contra uma grande gama de patdégenos, nédo
produzem metabdlitos perigosos a salde humana e ndo sao fortemente afetadas por
pesticidas (RUIZ-MOYANO et al., 2016).

De acordo com Coelho et al. (2011) as leveduras podem atuar no controle
de doencas de plantas através de varios mecanismos, como competicdo por
nutrientes, antibiose e hiperparasitismo.

Nesta classe de microrganismos, as leveduras se apresentam como agentes
promissores no biocontrole de doencas de plantas, pois sao integrantes da
microbiota epifitica, endofitica e do solo, podendo induzir a resisténcia, sendo as
principais leveduras biocontroladoras Aureobasidium spp., Cryptococcus spp.,
Rhodotorula spp., Saccharomyces spp. e Sporobolomyces spp. (MELLO et al.,
2011).

De acordo com Chen et al. (2016) o controle biolégico de doencas de
plantas com o uso de antagonistas microbianos surge como uma alternativa de
tratamento promissora para a substituicdo ou reducdo do uso de fungicidas
sintéticos e com baixo impacto ambiental, principalmente em pdés-colheita, com isto,
alguns microrganismos antagonistas tem sido identificados como promissores
agentes de controle bioldgico, como é o caso das leveduras Pichia spp. e Candida
spp.

Fialho et al. (2010) observaram que S. cerevisiae produz compostos
organicos volateis antimicrobianos, constituidos principalmente por alcoois e ésteres,
sendo que alguns dos possiveis mecanismos de acao atuantes sobre os patégenos
sdo a reducdo da sintese de proteinas e reducdo da atividade de enzimas
envolvidas na morfogénese, além de que a exposicdo aos volateis desencadeia
processos de estresse oxidativo.

Deste modo, os compostos organicos volateis produzidos por esta levedura
possuem grande potencial no controle de organismos patogénicos de importancia

agrondmica.
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Toffano (2010), pesquisando sobre compostos volateis que inibem in vitro o
desenvolvimento de Guignardia citricarpa, observou que 0s compostos volateis
produzidos por S. cerevisiae que causaram tal efeito foram o 2-metil-1-butanol e o 3-
metil-1-butanol.

Diversos autores vem relatando efeitos positivos no uso de diferentes
espécies de leveduras ou mesmo de subprodutos produzidos por estas em
diferentes patossistemas, como por exemplo, no controle da antracnose em sorgo
(PICCININ et al., 2005), da mancha de dendrofoma em morangueiros (GOUVEA et
al., 2009), da antracnose em plantulas de pepino (ZANARDO et al., 2009), de
podriddes em framboesa (ANTONIOLLI et al., 2011), da podriddo-mole em couve-
chinesa (MELLO et al., 2011), do crestamento bacteriano comum em feijoeiro
(MULLER, 2011; HOFFMANN et al., 2012), da antracnose em frutos de pimentdo
(FRANCA et al., 2015), da mancha de micosfaerela em morangueiros (HELING et
al., 2015), da mancha bacteriana em meldo (MELO et al., 2015), e da antracnose em
frutos de banana (HELING, et al., 2017), dentre outros.

Deste modo, é necessario se ter uma profunda compreensdo do modo de
acdo destes agentes, para o desenvolvimento de formulacdes e métodos de
aplicacdo apropriados e que apresentem resultados satisfatérios no controle de
patégenos de plantas (SPADARO; DROBY, 2016).

2.5.1.2. Leveduras na inducéo de resisténcia de plantas a patégenos

As leveduras também podem ser utilizadas como indutoras de resisténcia de
plantas a patégenos, tanto as células vivas das leveduras como também filtrados e
compostos produzidos por estas.

Stangarlin et al. (2010) observaram que a leveduras S. boulardii e seus
derivados, como o filtrado de cultura e produto comercial a base de células
liofilizadas desta levedura, induzem a sintese das fitoalexinas gliceolina em soja e
deoxiantocianidinas em sorgo.

As leveduras podem possuir fragfes indutoras de resisténcia, além de que,
em alguns casos, € neccessaria que estes passem por determinados processos,
como por exemplo, autoclavagem do extrato aquoso, para que ocorra a extracao das
moléculas eliciadoras da resisténcia (ZANARDO et al., 2009).

As leveduras apresentam enorme potencial para contribuir de modo efetivo

para a inovacao biotecnoldgica. No entanto, os mecanismos de acéo das leveduras
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no controle de patdgenos de plantas e na inducdo de resisténcia de plantas a
patégenos ainda ndo estao claramente elucidados.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. SELECAO EM CASA DE VEGETACAO

3.1.1. Local e preparo dos vasos

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo climatizada, no periodo
de 26 de setembro de 2016 a 10 de novembro de 2016. O delineamento
experimental utilizado foi em blocos casualizados (DBC), contendo 45 tratamentos e
quatro blocos, totalizando 180 parcelas. Cada parcela foi constituida de um vaso
contendo uma planta.

Utilizou-se a cultivar de beterraba Chata do Egito, cultivar esta suscetivel a
cercosporiose, semeada em vasos de poliestireno de 0,3 dm3, contendo substrato
obtido por mistura homogénea de humus de minhoca e substrato para mudas (1:1;
v/v), com adig&o de 8 g de fertilizante formulado NPK 4-14-8 por litro de substrato.

A semeadura foi efetuada manualmente com trés glomérulos por vaso, em
profundidade de 2 cm. A emergéncia das plantulas deu-se com quatro dias apés a
semeadura. Seis dias apés a emergéncia (DAE) complementou-se a adubacgédo com
Yogen® (0,5 g L1). O desbaste foi realizado 11 DAE, utilizando-se tesoura para
evitar danos ao sistema radicular da planta remanescente. Esta tesoura foi
previamente desinfetada com hipoclorito de sédio (2%) a fim de se evitar
contaminacdes.

Aos 26 DAE foi realizada adubacao de cobertura, utilizando-se 2 g por vaso
de NPK 4-14-8. Para controle de pulgdes (Familia Aphididae) foi realizada uma

aplicacao de Azamax (azadiractina) (1%) aos 35 DAE.

3.1.2. Origem, cultivo, preparo das leveduras e inoculagéo

Os tratamentos utilizados foram 44 isolados de leveduras e uma testemunha
(dgua destilada). Os isolados, bem como sua origem, estao apresentados na Tabela
1. O cultivo dos isolados se deu em placas de Petri contendo meio agar-YEPG (2%
glicose; 1% peptona; 0,5% extrato de levedura; 2% agar), mantidos em BOD a 27 °C
por trés dias. Apos este cultivo foram preparadas suspensfes na concentracdo de

10 g L%, utilizando-se da coldnia fresca e de dgua destilada.



Tabela 1. Origem dos isolados de leveduras
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ORIGEM

ISOLADOS

Folha de mangueira (Mangifera indica)

Cryptococcus laurentii AH 01-1

Folha de chuchuzeiro (Sechium edule)

Cryptococcus laurentii AH 02-1

Folha de jabuticabeira (Myrciaria

cauliflora)

Cryptococcus laurentii AH 03-1

Folha de aceroleira (Malpighia

emarginata)

Cryptococcus laurentii AH 04-1

Folha de canela (Cinnamomum

zeylanicum)

Rhodotorula aurantiaca AH 05-2;
Candida albicans AH 05-3;
Zygoascus hellenicus AH 05-5

Folha de caquizeiro (Diospyros

inconstans)

Zygoascus hellenicus AH 06-2

Folha de milho (Zea mays)

Cryptococcus laurentii AH 07-1;
Zygoascus hellenicus AH 07-2

Flor de beijinho (Impatiens walleriana)

Candida albicans AH 09-1;
Isolado nao identificado AH 09-2

Folha de néspera (Eriobotrya japonica)

Candida albicans AH 10-3

Folha de mandioquinha ornamental
(Arracacia xanthorrhiza)

Candida albicans AH 11-2;
Candida albicans AH 11-3

Folha de mamoeiro (Carica papaya)

Zygoascus hellenicus AH 12-1;
Rhodotorula aurantiaca AH 12-3

Flor de roseira (Rosa sp.)

Zygoascus hellenicus AH 14-1;
Rhodotorula aurantiaca AH 14-2;
Rhodotorula glutinis AH 14-3;
Zygoascus hellenicus AH 14-4

Folha de roseira (Rosa sp.)

Rhodotorula glutinis AH 15-1;
Rhodotorula glutinis AH 15-2;
Pichia pini AH 15-3;
Rhodotorula aurantiaca AH 15-4;
Sporobolomyces roseus AH 15-5

Folha de beijinho (Impatiens walleriana)

Sporidiobolus johnsonii AH 16-1;
Pichia guilliermondii AH 16-2;
Pichia guilliermondii AH 16-3

Continua...
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Continuagao...

Rhodotorula glutinis AH 18-1;
Folha de limoeiro (Citrus limon) Pichia guilliermondii AH 18-2;
Pichia pini AH 18-3
Rhodotorula glutinis AH 19-1;
Folha de orquidea Sporidiobolus johnsonii AH 19-2;
Sporidiobolus johnsonii AH 19-3;
Rhodotorula glutinis AH 20-1;
Folha de pitangueira (Eugenia uniflora) Sporidiobolus johnsonii AH 20-3;
Rhodotorula glutinis AH 20-4

Agua do Lago Municipal de Marechal
Céandido Rondon — PR

Fermento de panificacdo Fleischmann® Saccharomyces cerevisiae

JRS Amarela

Os tratamentos foram aplicados aos 17 DAE, com o auxilio de um borrifador
manual, aplicando-se em toda parte aérea da planta, até o ponto de molhamento

total da folha, evitando-se chegar ao ponto de escorrimento.

3.1.3. Cultivo e preparo de indculo e inoculacdo do patégeno

A inoculagcdo das plantas com C. beticola foi realizada trés dias apds a
aplicacao dos tratamentos.

O cultivo deste patdgeno foi efetuado em placas de Petri contendo meio BDA
(batata, dextrose, agar), mantidas em BOD a 27 °C, por 15 dias.

ApoOs este cultivo preparou-se suspenséo de esporos na concentracédo de 10°
esporos mL?, que foi borrifada sobre toda parte aérea da planta com auxilio de um
borrifador manual, inoculando-se toda parte aérea da planta, até o ponto de
molhamento total da folha, evitando-se chegar ao ponto de escorrimento.
Posteriormente, as plantas foram acondicionadas em camara umida por periodo de
36 horas. Com valores de temperatura (°C) maxima, média diaria e minima e
umidade relativa do ar (%) maxima, média diaria e minima, no interior da casa de

vegetacao, conforme apresentados nas Figuras 1 e 2.

3.1.4. Avaliagéo de severidade
As avaliacdes de severidade de cercosporiose deram-se a partir de uma folha

de beterraba por parcela, que foi escolhida aleatoriamente no momento da primeira
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avaliacdo, marcada com fita branca e sempre a mesma sendo utilizada para as
demais avaliagcOes de severidade.

As avaliacbes foram realizadas aos 20, 27, 34 e 41 DAE, com auxilio do
software Quant® v.1.0.0.22 (FERNANDES FILHO et al., 2002).

Com os valores de severidade de cercosporiose nas folhas de beterraba, no
periodo avaliado, foi construida a curva de progresso da doencga e calculada a area
abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD), conforme a equacao: AACPD =
> [(y1+y2)/2]*7, onde y1 e y2 refere-se a duas avaliacdes sucessivas da severidade

da doenca.

3.1.5. Coleta de dados ambientais

No periodo de conducdo do experimento foram coletados diariamente, com
auxilio de armazenador de dados digital, os dados de temperaturas (°C) maxima e
minima (Figura 1), e umidade relativa do ar (%) maxima e minima, (Figura 2). A

temperatura média no periodo foi de 25,1 °C e a umidade relativa do ar de 61,2%.

=)
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08/nov
10/nov

Maxima Média diaria Minima

Figura 1. Valores de temperaturas (°C) maxima, média diaria e minima, no interior da casa de

vegetacao, no periodo de 26 de setembro a 10 de novembro de 2016.
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Figura 2. Valores de umidade relativa do ar (%) maxima, média diaria e minima, no interior da casa

de vegetacao, no periodo de 26 de setembro a 10 de novembro de 2016.

3.2. PRODUCAO DE COMPOSTOS VOLATEIS

A avaliacdo de producédo de compostos volateis que reduzem o crescimento
de colbnias de C. beticola foi realizada com delineamento experimental em blocos
casualizados (DBC) contendo 32 tratamentos (sendo 31 isolados de leveduras
selecionados com base nos resultados obtidos no experimento em casa de
vegetacdo, realizado previamente a este (Tabela 2), e uma testemunha, que
recebeu apenas agua destilada), com cinco blocos para cada tratamento, totalizando
160 parcelas, cada parcela sendo representada por uma placa de Petri.

Os isolados de leveduras foram cultivados em placas de Petri com meio agar-
YEPG, sendo estas placas fechadas na parte superior por outra placa de Petri, com
meio BDA, na qual foi previamente alocado, na parte central da placa, um disco com
0,5 cm de diametro de colonia de C. beticola. Estas placas ficaram fixadas e
vedadas por filme plastico por um periodo de 28 dias em BOD a 27 °C, com
fotoperiodo de 12 horas.

A cada sete dias avaliou-se o diametro da colbnia, sendo esta variavel
mensurada com auxilio de régua graduada em milimetros. A avaliacéo foi realizada
em duas dire¢fes opostas, sendo a média entre as duas dire¢des considerada como
sendo o didmetro da col6nia.

Com o valor do diametro calculou-se a area da colbnia a cada avaliacdo, e
com estes valores obteve-se a curva de progresso do crescimento micelial e
calculou-se a area abaixo da curva de crescimento micelial (AACCM), conforme a
equacgao: AACCM = > [(z1+z2)/2]*7, onde z1 e z2 refere-se a duas avaliacdes

sucessivas da area da colbnia.
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Tabela 2. Isolados de leveduras testados in vitro quanto a producdo de compostos

volateis

ISOLADOS
Candida albicans (AH 05-3)
Candida albicans (AH 09-1)
Cryptococcus laurentii (AH 07-1)

Zygoascus hellenicus (AH 05-5)
Rhodotorula glutinis (AH 19-1)
Candida albicans (AH 11-3)
Candida albicans (AH 11-2)
Zygoascus hellenicus (AH 07-2)
Pichia pini (AH 15-3)
Candida albicans (AH 10-3)
Pichia pini (AH 18-3)
Pichia guilliermondii (AH 18-2)
Zygoascus hellenicus (AH 12-1)
Zygoascus hellenicus (AH 14-4)
Isolado n&o identificado AH 09-2
Cryptococcus laurentii (AH 02-1)
JRS Amarela
Rhodotorula aurantiaca (AH 05-2)
Cryptococcus laurentii (AH 17-2)
Saccharomyces cerevisiae
Pichia guilliermondii (AH 16-3)
Sporobolomyces roseus (AH 15-5)
Rhodotorula aurantiaca (AH 14-2)
Cryptococcus laurentii (AH 17-1)
Cryptococcus laurentii (AH 01-1)
Pichia guilliermondii (AH 16-2)
Zygoascus hellenicus (AH 06-2)
Rhodotorula glutinis (AH 15-2)
Cryptococcus laurentii (AH 03-1)
Sporidiobolus johnsonii (AH 20-3)
Cryptococcus laurentii (AH 04-1)
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3.3. PRODUCAO DE COMPOSTOS NAO VOLATEIS

A avaliacdo de producdo de compostos ndo volateis que reduzem o
crescimento de colbnias de C. beticola foi realizada com delineamento experimental
em blocos casualizados (DBC) contendo 20 tratamentos (sendo 19 isolados de
leveduras selecionados com base nos resultados obtidos no experimento de
producdo de compostos volateis, desenvolvido previamente a este (Tabela 3), e uma
testemunha, que recebeu caldo YEPG (2% glicose; 1% peptona; 0,5% extrato de
levedura) e cinco blocos para cada tratamento, totalizando 100 parcelas, cada

parcela sendo representada por uma placa de Petri com uma col6nia de C. beticola.

Tabela 3. Isolados de leveduras testados in vitro quanto a producéo de compostos

nao volateis

ISOLADOS
Cryptococcus laurentii (AH 17-2)
Isolado né&o identificado AH 09-2

Candida albicans (AH 11-3)
Candida albicans (AH 11-2)
JRS Amarela
Zygoascus hellenicus (AH 07-2)
Pichia guilliermondii (AH 18-2)
Zygoascus hellenicus (AH 12-1)

Zygoascus hellenicus (AH 05-5)
Pichia pini (AH 15-3)
Zygoascus hellenicus (AH 14-4)
Pichia pini (AH 18-3)
Rhodotorula aurantiaca (AH 05-2)
Candida albicans (AH 10-3)
Candida albicans (AH 05-3)
Cryptococcus laurentii (AH 02-1)
Cryptococcus laurentii (AH 07-1)
Rhodotorula glutinis (AH 19-1)
Candida albicans (AH 09-1)

Previamente preparou-se os exsudatos, e para estes, cultivou-se as leveduras

em caldo YEPG por um periodo de sete dias, mantidas sob agitacdo constante de
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150 rpm em incubadora agitadora. Em seguida, o caldo cultivado foi centrifugado a
1400g por 2 min, recolhendo-se o sobrenadante, o qual foi esterilizado em filtro para
seringa, com membrana PES 0,22 um, esterilizada com radiacdo gama. Estes
exsudatos filtrados foram armazenados, em tubos Falcon 15 mL, congelados a
-20°C até o momento de utilizagdo, no qual foi descongelado em temperatura
ambiente.

Em uma placa com meio BDA foram espalhados, com auxilio de uma al¢ca de
Drigalsky, 100 uL do exsudato de levedura filtrado, posteriormente, alocou-se na
parte central da placa um disco com 0,5 cm de didametro de colénia de C. beticola.
Estas placas ficaram armazenadas em BOD a 27 °C, com fotoperiodo de 12 horas,
por um periodo de 28 dias, sendo retiradas para avaliacdo a cada sete dias.

Para avaliacdo, procedeu-se da mesma maneira que 0 experimento com
compostos volateis, sendo realizada uma avaliacdo a cada sete dias e obtendo-se a
AACCM.

3.4. AVALIACAO DE CRESCIMENTO DAS PLANTAS

3.4.1. Local e preparo dos vasos

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo climatizada, no periodo
de primeiro de fevereiro de 2018 a 30 de marco de 2018. O delineamento
experimental utilizado foi em blocos casualizados (DBC), contendo nove tratamentos
e quatro blocos, totalizando 36 parcelas. Cada parcela foi constituida de cinco
vasos, contendo uma planta cada.

Utilizou-se a cultivar de beterraba Chata do Egito, cultivar esta suscetivel a
cercosporiose, semeada em vasos de poliestireno de 2 dm?3, contendo substrato
obtido por mistura homogénea de solo LATOSSOLO VERMELHO Eutroférrico
(SANTOS et al., 2018), substrato comercial para mudas e humus de minhoca (2:1:2
v/v), com adicao de 1,1 g de fertilizante formulado NPK 4-14-8 por litro de substrato.

A semeadura foi efetuada manualmente com trés glomérulos por vaso, em
profundidade de 2 cm. A emergéncia das plantulas deu-se com quatro dias apés a
semeadura. Quatro dias apos a emergéncia (DAE) complementou-se a adubacéo
com Yogen® (5 g LY). O desbaste foi realizado sete DAE, utilizando-se tesoura para

evitar danos ao sistema radicular da planta remanescente, esta tesoura foi
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previamente desinfestada com hipoclorito de sodio (2%) a fim de se evitar

contaminagoes.

3.4.2. Cultivo, preparo das leveduras e inoculacéo

Os tratamentos utilizados foram células das leveduras C. albicans, P. pini e
JRS Amarela, os exsudatos destas leveduras, indutor abiotico acibenzolar-S-metil
uma testemunha positiva Tebuconazol + Trifloxistrobina e uma testemunha negativa
(dgua destilada).

As leveduras foram cultivadas em caldo YEPG por sete dias, mantidas sob
agitacdo constante de 150 rpm em incubadora agitadora. Apés este periodo, o caldo
cultivado foi centrifugado a 1400g por 2 min, as massas de células frescas foram
utilizadas nos tratamentos e os sobrenadantes foram recolhidos, esterilizados em
filtros para seringa com membrana PES 0,22 um, esterilizadas com radiagédo gama,
para entdo estes exsudatos serem utilizados no tratamento das plantas.

As suspensodes de células de leveduras foram preparadas na concentracdo de
10 g L%, utilizando-se da colonia fresca e de agua destilada. As solucdes com
exsudatos foram preparadas na concentracdo de 10% (100 mL L), utilizando-se o
exsudato e agua destilada. Acibenzolar-S-metil foi utilizado na concentracdo de
50 mg L%, diluido em agua destilada, e fungicida (Tebuconazol (Triazol) (100 g L) +
Trifloxistrobina (Estrobilurina) (200 g L) na concentracdo de 1 mL L* do produto
comercial diluido em agua destilada.

Os tratamentos foram aplicados aos 25 DAE, com o auxilio de um borrifador
manual, aplicando-se em toda parte aérea da planta, até o ponto de molhamento

total da folha, evitando-se chegar ao ponto de escorrimento.

3.4.3. Cultivo e preparo de inoculo e inoculagdo do patégeno
A inoculacdo de C. beticola foi realizada trés dias ap0s a aplicagdo dos
tratamentos (28 DAE). O cultivo deste patégeno foi efetuado em placas de Petri
contendo meio BDA (batata, dextrose, agar), mantidas em BOD a 27 °C por 15 dias.
Apos este cultivo, preparou-se suspensdo de esporos na concentracdo de 10°
esporos mL?, que foi borrifada sobre toda parte aérea da planta com auxilio de um
borrifador manual, inoculando-se toda parte aérea da planta, até o ponto de

molhamento total da folha, evitando-se chegar ao ponto de escorrimento,
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posteriormente, as plantas foram acondicionadas em camara Umida por periodo de
36 horas.

3.4.4. AvaliacOes de crescimento

As avaliacdes foram realizadas aos 25, 32, 39, 46 e 53 DAE. As variaveis
analisadas foram: numero de folhas; massa seca de folha, peciolo, hipocétilo, raiz,
parte aérea e total; area foliar; producéo; severidade e AACPD.

As avaliacbes de massa seca foram efetuadas acondicionando-se as porc¢oes
vegetais em sacos de papel e levados a estufa de circulagdo de ar a 60 °C, até
atingir massa constante, conforme recomendado por Benincasa (2003). A producao
considerou-se a massa fresca do hipocotilo apos a colheita.

Area foliar e severidade da doenca foram avaliadas com auxilio do software
Quant® v.1.0.0.22 (FERNANDES FILHO et al, 2002).

Com os valores de severidade de cercosporiose nas folhas de beterraba, no
periodo avaliado, foi construida a curva de progresso da doenca e calculada a area
abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD), conforme a equacdo: AACPD =
> [(y1+y2)/2]*7, onde y1 e y2 refere-se a duas avaliagGes sucessivas da severidade

da doenca.

3.4.5. Coleta de dados ambientais

Os valores de temperatura (°C) e umidade relativa do ar (%) foram
computados a cada 30 minutos com auxilio de armazenador de dados digital, cujos
valores sdo apresentados na Figura 3.

A temperatura média no periodo foi de 26,4 °C e a umidade relativa do ar de
79,3%.
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Figura 3. Valores de temperaturas (°C) e umidade relativa do ar (%), na casa de vegetagao, nozp, no
periodo de 01 de fevereiro de 2018 a 30 de margo de 2018.

3.5. AVALIACOES BIOQUIMICAS

3.5.1. Conducéo das plantas, obtencdo e armazenamento das amostras de tecido

foliar

3.5.1.1. Condugéao do experimento

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo climatizada, no periodo
de 08 de agosto de 2017 a 13 de outubro de 2017. O delineamento experimental
utilizado foi em blocos casualizados (DBC), contendo nove tratamentos e quatro
blocos, totalizando 36 parcelas. Cada parcela foi constituida de quatro vasos,
contendo uma planta cada.

Utilizou-se a cultivar de beterraba Chata do Egito, cultivar esta suscetivel a
cercosporiose, semeada em vasos de poliestireno de 2 dm?3, contendo substrato
obtido por mistura homogénea de solo LATOSSOLO VERMELHO Eutroférrico
(SANTOS et al., 2018), substrato comercial para mudas e humus de minhoca (2:1:2
v/v), com adicéo de 1,1 g de NPK 4-14-8 por litro de substrato.

A semeadura foi efetuada manualmente com trés glomérulos por vaso, em
profundidade de 2 cm. A emergéncia das plantulas deu-se com cinco dias apos a
semeadura. Seis dias apos a emergéncia (DAE) complementou-se a adubacdo com
Yogen® (5 g L1). O desbaste foi realizado 15 DAE, utilizando-se tesoura para evitar
danos ao sistema radicular da planta remanescente, esta tesoura foi previamente

desinfetada com hipoclorito de sédio (2%) a fim de se evitar contaminacdes.
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3.5.1.2. Tratamentos

Os tratamentos utilizados foram células das leveduras C. albicans, P. pini e
JRS Amarela, os exsudatos destas leveduras, indutor abiotico acibenzolar-S-metil
uma testemunha positiva Tebuconazol + Trifloxistrobina e uma testemunha negativa
(agua destilada).

As leveduras foram cultivadas em caldo YEPG (2% glicose; 1% peptona;
0,5% extrato de levedura) por um periodo de sete dias, mantidas sob agitacédo
constante de 150 rpm em incubadora agitadora. Apos este periodo, o caldo cultivado
foi centrifugado a 1400g por 2 min, as massas de células frescas foram utilizadas
nos tratamentos e os sobrenadantes foram recolhidos, esterilizados em filtros para
seringa com membrana PES 0,22 um, esterilizadas com radiacdo gama, para entao
estes exsudatos serem utilizados no tratamento das plantas.

As suspensdes de células de leveduras foram preparadas na concentracao de
10 g L%, utilizando-se da colonia fresca e de agua destilada. As solucbes com
exsudatos foram preparadas na concentracdo de 10% (100 mL L), utilizando-se o
exsudato e agua destilada. Acibenzolar-S-metil foi utilizado na concentracdo de
50 mg L%, diluido em agua destilada, e fungicida (Tebuconazol (Triazol) (100 g L) +
Trifloxistrobina (Estrobilurina) (200 g L) na concentragdo de 1 mL L do produto
comercial diluido em agua destilada.

Os tratamentos foram aplicados aos 31 DAE, com o auxilio de um borrifador
manual, aplicando-se em toda parte aérea da planta, até o ponto de molhamento

total da folha, evitando-se chegar ao ponto de escorrimento.

3.5.1.3. Inoculacao

A inoculacdo de C. beticola foi realizada trés dias apos a aplicacdo dos
tratamentos (34 DAE). O cultivo deste patégeno foi efetuado em placas de Petri
contendo meio BDA (batata, dextrose, agar), mantidas em BOD a 27 °C por 15 dias.
Apobs este cultivo, preparou-se suspensdo de esporos na concentracdo de 10°
esporos mL?, esta suspensdo de esporos foi borrifada sobre toda parte aérea da
planta com auxilio de um borrifador manual, inoculando-se toda parte aérea da
planta, até o ponto de molhamento total da folha, evitando-se chegar ao ponto de
escorrimento, posteriormente, as plantas foram acondicionadas em camara Umida

por periodo de 36 horas.
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3.5.1.4. Coleta de tecido foliar

A coleta do tecido foliar para as analises bioquimicas foi realizado no dia do
tratamento, trés dias apos o tratamento (DAT) e seis DAT.

Apés a coleta dos tecidos foliares, estes foram devidamente pesados,
embalados em papel aluminio e identificados, na sequéncia acondicionados em
caixa de isopor contendo gelo e transportados imediatamente para o Laboratério de
Fitopatologia onde foram armazenados em congelador em temperatura de -20° C,

posteriormente, destes foliolos foram obtidos os extratos proteicos.

3.5.1.5. Avaliacéo de doenca

Para complementar, aos 34, 43, 52 e 61 avaliou-se a severidade da doenca,
com auxilio do software Quant® v.1.0.0.22 (FERNANDES FILHO et al, 2002). Com
os valores de severidade de cercosporiose nas folhas de beterraba, no periodo
avaliado, foi construida a curva de progresso da doenca e calculada a area abaixo
da curva de progresso da doenca (AACPD), conforme a equacao:

AACPD =3 [(y1+y2)/2]*9

Onde yl1 e y2 refere-se a duas avaliagbes sucessivas da severidade da
doenca.

Os valores de temperatura (°C) e umidade relativa do ar (%) foram
computados a cada 30 minutos com auxilio de armazenador de dados digital, cujos
valores sdo apresentados na Figura 4. A temperatura média no periodo foi de
23,4 °C e a umidade relativa do ar de 73,6%.
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Figura 4. Valores de temperaturas (°C) e umidade relativa do ar (%), na casa de vegetacao, no
periodo de 08 de agosto de 2017 a 13 de outubro de 2017.
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3.5.2. Obtencéo do extrato metandlico

Para obtencdo do extrato metandlico para determinacdo de fendis totais e
lignina, as amostras de tecido foliar congelados foram homogeneizadas
mecanicamente em 1,5 mL de metanol 80%, com o auxilio de almofariz de
porcelana previamente resfriada. O conteldo do almofariz foi transferido para
microtubos de 2 mL (tipo eppendorf) e a extragdo desenvolvida sob agitacao
constante por 15 horas em agitador rotativo, protegido da luz e em temperatura
ambiente.

O extrato metandlico foi centrifugado a 12.000g por 5 min e o0 sobrenadante
transferido para outro microtubo de 2 mL. O residuo foi utilizado para determinacéo

de lignina e o sobrenadante para fendis totais.

3.5.3. Obtencé&o do extrato proteico

Para obtencéo dos extratos proteicos para as demais avaliacdes, as amostras
de tecido foliar congelados foram homogeneizadas mecanicamente em 4 mL de
tampéo fosfato de sodio 0,01 M (pH 6,0), com o auxilio de nitrogénio liquido e
almofariz de porcelana previamente resfriada.

O homogenato foi centrifugado a 20.000g durante 20 minutos a 4 °C, sendo
que o sobrenadante obtido foi considerado como extrato enzimatico. Este extrato
enzimatico foi armazenado em tubos eppendorfs.

Este extrato enzimatico foi congelado a -20 °C e posteriormente utilizado para
a determinacdo de proteinas totais, atividade de peroxidases, atividade de (-1,3-
glucanases e atividades de fenilalanina amoénia-liase, sendo que sempre antes
destas avaliacGes o extrato proteico era descongelado em caixa de isopor contendo
gelo (KUHN, 2007).

3.5.4. Fenais totais

Os compostos fendlicos totais foram determinados pipetando-se 150 pL do
extrato metandlico, misturando-se 150 pL do reagente Folin-Ciocalteau 0,25N e
mantido em temperatura ambiente por 5 min, adicionando-se entdo 150 pL de
Na2CaOs 1M, sendo homogeneizado e mantido em temperatura ambiente por 10

min.
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A mistura entdo foi homogeneizada com 1,0 mL de Agua destilada e mantida
em temperatura ambiente por uma hora. A absorbéancia da reacdo foi lida em
espectrofotometro a 725 nm.

Os valores de absorbéancia foram calculados com base em curva de catecol
(y= 0,0017x + 0,0368, onde “y” € a absorbancia a 725 nm e “x” a concentragédo de
fendis) (Figura 5) e os compostos fendlicos totais foram expressos em equivalente
de catecol g de tecido fresco (RODRIGUES et al., 2005).
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Figura 5. Curva padréo de catecol

3.5.5. Lignina

A determinacdo de lignina foi realizada adicionando-se 1,5 mL de agua
destilada ao residuo proveniente da centrifugacdo do extrato metandlico,
homogeneizado e centrifugado a 12.000g por 5 min. O sobrenadante foi descartado
e o residuo seco a 65 °C por 24 horas.

O residuo seco insolivel em alcool, contendo lignina e &cidos fendlicos
esterificados da parede celular, foi utilizado para determinag&o de lignina, conforme
metodologia de Barber e Ride (1988).

Para tanto, 1,5 mL de solugcdo contendo acido tioglicélico e acido cloridrico
2M, na proporcdo de 1:10, foi adicionada ao residuo. Os microtubos foram
levemente agitados para hidratar o residuo e entdo levados a banho-maria a 100 °C
por 4 horas.

Apoés este periodo os microtubos foram colocados em gelo para resfriarem

rapidamente por 10 min e entdo centrifugados a 12.000g por 10 min. O
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sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado com 1,5 mL de 4gua destilada e
novamente centrifugada a 10.000g por 10 min.

Apos isto, o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi ressuspenso em
1,5 mL de NaOH 0,5 M, sendo a mistura agitada em agitador rotativo por 18 horas
em temperatura ambiente.

A mistura foi centrifugada a 10.000g por 10 min e o sobrenadante foi
transferido para outro microtubos e neste adicionado 200 pL de HCI concentrado ao
sobrenadante e mantido em camara fria (4 °C) por quatro horas para permitir a
precipitacdo da lignina ligada ao &cido tioglicélico. A seguir, a mistura foi
centrifugada a 10.000g por 10 min, o sobrenadante descartado e o precipitado
ressuspenso em 2 mL de NaOH 0,5 M.

A absorbancia desta solucdo foi determinada a 280 nm e os valores
calculados com base na curva padréo de lignina (y= 0,0112 x + 0,0136, onde “y” é a
absorbéancia a 280 nm e “x” a concentragao de lignina) (Figura 6), sendo expressos

em mg de lignina por grama de tecido fresco (RODRIGUES et al., 2005).

Curvao padrao de lignina
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Figura 6. Curva padréo de lignina

3.5.6. Proteinas totais

O teor de proteinas totais foi determinado pelo método de Bradford (1976),
sendo que para cada amostra se utilizou 750 puL de tampéao fosfato 0,01 M (pH 6,0),
20 pL de extrato proteico e 200 pL de reagente Bradford (composto p6 250 mg de
corante Comassie Brillant Blue G-250, 125 mL de &cido fosférico (HsPOa4) e 125 mL

de agua destilada).
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O reagente Bradford foi adicionado sob agitagdo e posteriormente as
amostras foram incubadas por 5 min, entdo se efetuou a leitura em
espectrofotometro a 595 nm.

Cada amostra foi composta por trés réplicas. Na prova em branco, utilizada
para calibracdo do espectrofotometro, se utilizou 770 pL de tampéo fosfato 0,01 M
(pH 6,0) e 200 pL de reagente Bradford.

A absorbancia foi plotada em curva padrdo para proteinas (y= 0,0279x +

0,0101, onde “y” é a absorbancia a 595 nm e “x” a concentracdo de proteina (ug))
(Figura 7).
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Figura 7. Curva padrao para proteinas

3.5.7. Atividade de peroxidases

A determinacédo da atividade de peroxidases foi determinada a 30 °C, através
do método espectrofotométrico direto, pela medida da conversdo do guaiacol em
tetraguaiacol (HAMMERSCHMIDT et al., 1982).

A mistura da reacdo foi composta de 1,4 mL de substrato composto pela
mistura de 12,5 mL de guaiacol (2%) e 306 uL de perdxido de hidrogénio em 100 mL
de tampéo fosfato 0,01 M (pH 6,0) e 0,1 mL de extrato proteico.

A cubeta de referéncia continha 1,5 mL do substrato contendo 12,5 mL de
guaiacol (2%) e 306 pL de peroxido de hidrogénio em 100 mL de tampéo fosfato
0,01 M (pH 6,0).
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A reacdo foi seguida em espectrofotbmetro a 470 nm pelo periodo de 2 min,
anotando-se a absorbancia a cada 15 segundo, sendo a atividade expressa como

atividade especifica (unidades de absorbancia mint mg* proteina).

3.5.8. Atividades de B-1,3-glucanases

A determinacéo de (-1,3-glucanases foi realizada conforme a metodologia de
Stangarlin, Pascholati e Labate (2000) adaptada de Abeles e Forrence (1970).

Para tanto as amostras foram preparadas com 100 pL de extrato proteico,
50 pL de tampéo fosfato 0,01 M (pH 6,0) e 150 pL de laminarina na concentracao de
2 mg mLt. O controle foi composto por 100 pL de extrato enzimatico e 50 pL de
tampéo fosfato 0,01 M (pH 6,0). A prova em branco foi constituida de 150 pL de
laminarina e de 150 pL de tampé&o fosfato 0,01 M (pH 6,0).

As solugbes (amostra, controle e prova em branco) foram deixadas em
banho-maria a 40 °C por 1 hora, em seguida se adicionou 150 pL de laminarina no
controle, entdo 30 pL dassolugbes foram transferidas para tubos de ensaio e
adicionadas de 1,5 mL de PAHBAH (0,5%).

Deixou-se os tubos de ensaio em banho-maria a 100 °C por 10 min, em
seguida estes foram resfriados no gelo, para realizar-se a leitura em
espectrofotdmetro

O espectrofotdbmetro foi previamente calibrado com a prova em branco. A
atividade de -1,3-glucanase constituiu na diferenca ente a média de absorbancia
das duplicatas da mistura contendo amostra e do controle.

Sendo entdo plotadas na curva padrdo para glicose (y= 0,002x + 0,0046,
onde “y” € a absorbancia a 410 nm e “X” a concentragcao de acgUcares redutores (Ug))

(Figura 8) e expressa em equivalente ug de glicose por minuto por mg de proteina.
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3.5.9. Atividades de fenilalanina amoénia-liase

A atividade de fenilalanina amoénia-liase foi determinada pela quantificagéo
colorimétrica do &cido trans-cindmico liberado do substrato fenilalanina (UMESHA,
2006).

A mistura da reacéo, incubada 40 °C por duas horas, continha 100 pL do
extrato proteico, 400 pL do tampao Tris-HCL (pH 8,8) e 500 pyL de L-fenilalanina
(50 mM em tampéao Tris-HCI, pH 8,8).

O controle correspondia a uma mistura 100 pL do extrato proteico e 900 pL de
tampéo Tris-HCI (pH 8,8). A prova em branco constituia-se apenas do tampé&o de
extracao.

A absorbancia da amostra foi determinada em espectrofotometro a 290 nm,
contra a prova em branco, sendo subtraido de cada amostra o valor do controle.

As leituras de absorbancia foram plotadas em curva padrdo para o &cido
trans-cinamico (y= 0,1141 x — 0,0476, onde “y” é a absorbéancia a 290 nm e “X” a
concentracdo de &cido trans-cinamico) (Figura 9) e a atividade enzimatica expressa

em pg de acido trans-cinamico min-t mg? de proteina.
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Figura 9. Curva padrédo para o acido trans-cinamico

3.6. ANALISES ESTATISTICAS

Para os testes de selecdo em casa de vegetagdo, producdao de compostos
volateis e producdo de compostos ndo volateis, os resultados obtidos foram
submetidos a analise de discrepancia, posteriormente, submetidos a analise de

variancia e agrupadas pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de significancia.
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Na avaliacdo de crescimento das plantas, os resultados obtidos foram
submetidos a analise de discrepancia e teste Q, posteriormente, submetidos a
analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de médias de Tukey ao
nivel de 5% de significancia.

Com relacdo as avaliagcdes bioquimicas, apés os dados serem plotados nas
respectivas curvas padrédo e tabulados, estes submetidos a analise de discrepancia
e teste Q, posteriormente, submetidos a analise de variancia e as médias
comparadas pelo teste de médias de Tukey ao nivel de 5% de significancia.

As andlises estatisticas foram realizadas com auxilio do software SISVAR
versdo 5.3 (FERREIRA, 2011).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. SELECAO EM CASA DE VEGETACAO

Com a avaliacdo de selecdo em casa de vegetacdo foi possivel dividir os
isolados de leveduras em trés grupos, de acordo com a AACPD apresentada pelos
mesmos (Tabela 4).

Tabela 4. Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) para
cercosporiose (Cercospora beticola) de plantas de beterraba tratadas com isolados

de leveduras

ISOLADOS AACPD
Cryptococcus laurentii AH 02-1 7,54 a*
Candida albicans (AH 11-2) 8,31 a
Candida albicans (AH 11-3) 8,96 a
Candida albicans (AH 10-3) 9,94 a
Pichia pini (AH 15-3) 10,16 a
Cryptococcus laurentii (AH 07-1) 11,93 a
Zygoascus hellenicus (AH 06-2) 12,01 a
JRS Amarela 1255 a

Candida albicans (AH 05-3) 14,34 a
Pichia guilliermondii (AH 18-2) 1446 a
Zygoascus hellenicus (AH 05-5) 15,25 a
Pichia guilliermondii (AH 16-3) 15,36 a
Isolado néo identificado AH 09-2 15,50 a
Cryptococcus laurentii (AH 01-1) 15,60 a
Pichia guilliermondii (AH 16-2) 16,12 a
Zygoascus hellenicus (AH 14-4) 16,37 a
Rhodotorula aurantiaca (AH 14-2) 16,68 a
Rhodotorula glutinis (AH 15-2) 16,80 a
Pichia pini (AH 18-3) 17,21 a
Cryptococcus laurentii (AH 03-1) 17,28 a
Sporidiobolus johnsonii (AH 20-3) 17,41 a
Zygoascus hellenicus (AH 12-1) 17,58 a
Cryptococcus laurentii (AH 17-1) 18,82 a
Sporobolomyces roseus (AH 15-5) 19,29 a
Rhodotorula glutinis (AH 19-1) 21,54 a
Cryptococcus laurentii (AH 17-2) 21,86 a

Continua...
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Continuacao...

Candida albicans (AH 09-1) 22,23 a

Saccharomyces cerevisiae 2295 a

Zygoascus hellenicus (AH 07-2) 23,28 a

Cryptococcus laurentii (AH 04-1) 2332 a

Rhodotorula aurantiaca (AH 05-2) 24,11 a
Sporidiobolus johnsonii (AH 19-2) 2701 b
Sporidiobolus johnsonii (AH 19-3) 27,13 b
Rhodotorula aurantiaca (AH 12-3) 2797 b
Rhodotorula glutinis (AH 18-1) 2854 b
Rhodotorula glutinis (AH 20-1) 28,73 b
Rhodotorula glutinis (AH 17-3) 28,87 b
Sporidiobolus johnsonii (AH 17-4) 2932 b
Rhodotorula glutinis (AH 20-4) 2981 b
Rhodotorula glutinis (AH 15-1) 3091 b
Sporidiobolus johnsonii (AH 16-1) 3242 b
Zygoascus hellenicus (AH 14-1) 37,89 C
Rhodotorula glutinis (AH 14-3) 40,67 c
Rhodotorula aurantiaca (AH 15-4) 40,95 c
Agua destilada 4311 ¢

CV (%) 36,31
Média Geral 21,29

* Agrupamento realizado com base no teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de significancia.

O tratamento testemunha, o qual recebeu apenas agua destilada, foi
agrupado no grupo “c”, logo os demais tratamentos que se encontram neste grupo
também nao apresentaram efeito positivo no controle da cercosporiose.

Os tratamentos agrupados no grupo “b” apresentaram redugbes na AACPD
que variaram de 24,8%, para o isolado de Sporidiobolus johnsonii (AH 16-1), até
37,3%, para o isolado de S. johnsonii (AH 19-2). Os isolados de leveduras
compreendidos neste grupo apresentaram uma reducéao significativa da AACPD, no
entanto, foram selecionados apenas os isolados contidos no grupo “a” para a
proxima etapa de avaliacdo, que trata-se da avaliacdo da producdo de compostos
volateis com efeito na redugdo da AACCM, onde apenas os isolados do grupo “a”
foram avaliados.

Todos os isolados compreendidos no grupo “a@” foram selecionados para

avaliacdo da producdo de compostos volateis com efeito na redugdo da AACCM.
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Este grupo foi composto por 31 isolados de leveduras, sendo estes isolados
pertencentes a oito géneros e dez espécies. Este grupo apresentou redugcdo da
AACPD que variou de 44,1%, para o isolado de Rhodotorula aurantiaca (AH 05-2),
até 82,5%, para o isolado de Cryptococcus laurentii (AH 02-1).

Outros estudos também apontam que a levedura C. laurentii € um promissor
agente de controle de doencas em diversas espécies vegetais. Zhang et al. (2017)
observaram que esta levedura pode reduzir a incidéncia e severidade de Penicillium
expansum em frutos de péssego, em 35% e 50%, respectivamente, apds o periodo
de cinco dias. Zeng et al. (2015) concluiram que a adi¢cao de B-glucano no meio de
cultivo desta espécie de levedura eleva em até 80% a eficiéncia desta no controle de
P. expansum em frutos de pera. Lai et al. (2018) observaram que tomates cereja
guando tratados com esta levedura apresentam reducdo de 38% na incidéncia de
Botrytis cinerea e 50% na incidéncia de Alternaria alternata.

Além deste, outras espécies de leveduras apresentam eficiéncia no controle
de doencas de plantas. Machado (2018) concluiu que a aplicagcdo da levedura
Sporobolomyces koalae, em frutos de tangor Murcott, se mostrou eficiente no
controle da podriddo azeda dos frutos (Geotrichum citri-aurantii), quando o
tratamento foi aplicado de forma preventiva, reduzindo em 30% a AACPD.

Franca et al. (2015) observaram que a utilizacdo de R. glutinis € eficiente no
controle da antracnose do pimentdo, reduzindo em 34% o diametro da lesdo nos
frutos, além de tratar-se de uma alternativa promissora, uma vez que seu uso pode
prevenir o aparecimento de resisténcia de fungos fitopatogénicos a fungicidas

sintéticos.

4.2. PRODUCAO DE COMPOSTOS VOLATEIS

Os isolados avaliados quanto a producdo de compostos volateis com
potencial de reducdo da area de coldnia de C. beticola foram agrupados em quatro
grupos, conforme Tabela 5, sendo classificado no grupo “d” a testemunha e o
isolado de Cryptococcus laurentii (AH 04-1), este portanto, ndo apresentou a
producdo de compostos volateis que ocasionam a reducdo do crescimento de

colonias do patégeno.
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Tabela 5. Area abaixo da curva de crescimento micelial (AACCM) de coldnias de
Cercospora beticola, submetidas ao teste de compostos volateis, produzidos por

isolados de leveduras

ISOLADOS AACCM
Candida albicans (AH 05-3) 15,00 a*
Candida albicans (AH 09-1) 25,02 a
Cryptococcus laurentii (AH 07-1) 40,80 a
Zygoascus hellenicus (AH 05-5) 41,10 a
Rhodotorula glutinis (AH 19-1) 50,67 a
Candida albicans (AH 11-3) 51,16 a
Candida albicans (AH 11-2) 54,67 a
Zygoascus hellenicus (AH 07-2) 56,94 a
Pichia pini (AH 15-3) 64,67 a
Candida albicans (AH 10-3) 69,56 a
Pichia pini (AH 18-3) 73,53 a
Pichia guilliermondii (AH 18-2) 73,99 a
Zygoascus hellenicus (AH 12-1) 74,19 a
Zygoascus hellenicus (AH 14-4) 75,19 a
Isolado néo identificado AH 09-2 77,60 a
Cryptococcus laurentii (AH 02-1) 84,31 a
JRS Amarela 84,38 a
Rhodotorula aurantiaca (AH 05-2) 85,75 a
Cryptococcus laurentii (AH 17-2) 90,76 a
Saccharomyces cerevisiae 100,84 b
Pichia guilliermondii (AH 16-3) 103,89 b
Sporobolomyces roseus (AH 15-5) 104,65 b
Rhodotorula aurantiaca (AH 14-2) 106,55 b
Cryptococcus laurentii (AH 17-1) 107,18 b
Cryptococcus laurentii (AH 01-1) 11432 b
Pichia guilliermondii (AH 16-2) 13329 b
Zygoascus hellenicus (AH 06-2) 137,48 b
Rhodotorula glutinis (AH 15-2) 155,36 b
Cryptococcus laurentii (AH 03-1) 158,93 b
Sporidiobolus johnsonii (AH 20-3) 188,62 c
Cryptococcus laurentii (AH 04-1) 278,78 d
CV (%) 46,32
Média Geral 99,48

* Agrupamento realizado com base no teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de significancia.
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O isolado Sporidiobolus johnsonii (AH 20-3) foi 0 Gnico a ser agrupado no
grupo “c”, este apresentou uma redugao de 39,5% na AACCM.

No grupo “b” foram agrupados 10 isolados de leveduras, sendo estes,
pertencentes a seis géneros e sete espécies de leveduras. A reducdo da AACCM
variou de 49,0%, para o isolado C. laurentii (AH 03-1), até 67,6%, para o tratamento
com S. cerevisiae.

O grupo “a” foi composto por 19 isolados de leveduras, sendo estes isolados
pertencentes a cinco géneros e sete espécies. Este grupo apresentou reducdo da
AACCM que variou de 70,9%, para o isolado de C. laurentii (AH 17-2), até 95,2%,
para o isolado de Candida albicans (AH 05-3).

Considerando-se o fato de que busca-se selecionar isolados com maior
guantidades de modos de atuacdo, que atuem tanto na competicdo, como na acao
direta pela producdo de compostos volateis e ndo volateis e na indugcdo de
resisténcia, deste modo, todos os isolados compreendidos no grupo “a” foram
selecionados para avaliacdo da producdo de compostos ndo volateis com efeito na
reducdo da AACCM.

Estes resultados corroboram com o trabalho de Fujimoto (2017), onde se
constatou que a levedura C. albicans (AH 11-2) apresenta alto potencial na
producdo de compostos volateis, que no estudo em questao reduziram o nimero de
colonias de Xanthomonas campestris pv. campestris em 92,9%.

No entanto, o género Candida esta relacionado ao desenvolvimento de
candidiase vulvovaginal em humanos, uma infeccdo da vulva e da vagina, onde a
espécie C. albicans é a mais comum, como foi reportada em estudo por Holanda et
al. (2007).

Deste modo, o uso desta espécie em cultivos de alimentos que podem ser
consumidos in natura, como é o caso da beterraba, ndo seria adequado, porém, esta
espécie merece maiores estudos no que se refere a produgcéo de compostos volateis
antipatogénicos, sendo que estes podem ser empregados no controle de doencas
de plantas sem o uso direto da levedura patogénica a humanos, deste modo, sendo
seguro o consumo in natura dos alimentos tratados com estes.

Os compostos organicos volateis produzidos pelas leveduras séo,
principalmente alcoois e ésteres (FIALHO et al., 2010), sendo os dois principais
compostos volateis produzidos por leveduras o 2-metil-1-butanol e o 3-metil-1-

butanol (TOFFANO, 2010). Estes compostos ocasionam no patégeno a reducao da
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sintese de proteinas e a reducdo da atividade de enzimas envolvidas na
morfogénese, além de que a exposicdo aos volateis desencadeia processos de
estresse oxidativo (FIALHO et al., 2010).

Além destes, as leveduras também s&do produtoras de &acido-indol-acético
(IAA). O IAA produzido por levedura esta envolvido na competicdo entre as
leveduras, mas também promove o crescimento e desenvolvimento das plantas
habitadas por estas (FU et al., 2017).

Além disto, as leveduras apresentam grande interagcdo com as plantas e seus
respectivos polinizadores. O néctar floral oferece um nicho que serve como habitat
para diversos microrganismos, como as leveduras. Assim estes microrganismos
podem afetar seu ambiente alterando a quimica do néctar, o cheiro, a temperatura
da flor e, como resultado, at¢ mesmo o0 comportamento dos polinizadores
(HAUSMANN, 2019).

Estes compostos podem ser eliciadores, desencadeando o processo de
inducdo de resisténcia das plantas a patdgenos, deste modo, o estudo mais
aprofundado destes compostos € de grande importancia, podendo nestes estar
presente um eliciador que pode dar origem a um indutor.

As leveduras estdo associadas a processos fermentativos, sendo encontradas
em substratos contendo agucares, logo, devido a sintese de aclUcares simples,
polissacarideos e outros compostos de carbonos, produtos estes oriundos da
fotossintese, o tecido vegetal torna-se 6timos habitat para leveduras (SPERANDIO,
2012). Consequentemente, o tecido vegetal ocupado por leveduras oferece maior
resisténcia ao ataque de patdgenos, seja pela ocupacéo dos espacos no tecido, seja
pelo controle biolégico promovido pelas leveduras, ou ainda pela inducdo de

resisténcia das plantas hospedeiras aos patdgenos.

4.3. PRODUCAO DE COMPOSTOS NAO VOLATEIS

Os isolados avaliados quanto a produgdo de compostos ndo volateis com
potencial de redugédo da area de colonia de C. beticola foram agrupados em dois
grupos, conforme Tabela 6, sendo classificado no grupo “b” a testemunha e nove
isolados, pertencentes a cinco géneros e seis espécies, portanto, estes nao
apresentaram producdo de compostos ndo volateis que ocasionam a reducdo do

crescimento de col6nias do patdgeno.
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Tabela 6. Area abaixo da curva de crescimento micelial (AACCM) de colbnias de
Cercospora beticola, submetidas ao teste de compostos néo volateis, produzidos por

isolados de leveduras

ISOLADOS AACCM
Cryptococcus laurentii (AH 17-2) 168,76 a*
Isolado n&o identificado AH 09-2 173,16 a

Candida albicans (AH 11-3) 185,90 a
Candida albicans (AH 11-2) 192,96 a
JRS Amarela 208,80 a
Zygoascus hellenicus (AH 07-2) 213,21 a
Pichia guilliermondii (AH 18-2) 224,01 a
Zygoascus hellenicus (AH 12-1) 225,87 a
Zygoascus hellenicus (AH 05-5) 233,28 a
Pichia pini (AH 15-3) 237,16 a
Zygoascus hellenicus (AH 14-4) 277,72 b
Pichia pini (AH 18-3) 279,44 b
Rhodotorula aurantiaca (AH 05-2) 280,18 b
Candida albicans (AH 10-3) 283,10 b
Candida albicans (AH 05-3) 29355 b
Agua destilada 31354 b
Cryptococcus laurentii (AH 02-1) 336,56 b
Cryptococcus laurentii (AH 07-1) 341,70 b
Rhodotorula glutinis (AH 19-1) 342,14 b
Candida albicans (AH 09-1) 363,28 b
CV (%) 24,65
Média Geral 257,16

* Agrupamento realizado com base no teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de significancia.

(1Pt}

Dez isolados ficaram compreendidos no grupo “a”, portanto, apresentam a
producdo de compostos ndo volateis com efeito na reducdo da AACCM de C.
beticola. Estes isolados pertencentes a quatro géneros e cinco espécies, 0s quais
apresentaram reducao da AACCM que variou de 24,4%, para o isolado Pichia pini
(AH 15-3), até 46,2%, para o isolado C. laurentii (AH 17-2). Além destas duas, as
espécies C. albicans, Zygoascus hellenicus e Pichia guilliermondii também foram

classificadas neste grupo “a”.
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Estes quatro géneros ja sao estudados como agentes de controle de doencas
de plantas, como ja relatado anteriormente para o0s géneros Cryptococcus e
Candida.

Conforme Lahlali et al. (2014) a espécie P. guilliermondii € eficaz no controle
do bolor azul dos citros, causado por P. italicum, podendo reduzir em até 75% as
infecgdes dos frutos. De acordo com Zhao e Yin (2018) esta levedura em associagao
com ar quente apresentou controle total sobre Botrytis cinerea, Penicillium
expansum e Colletotrichum gloeosporioides em pds-colheita da maca Fuji.

A denominacdo Zygoascus refere-se a fase sexual (Teleomorfica) desta
levedura e Candida refere-se a fase assexual (Anamorfica) (SMITH, 1986).
Conforme Fujimoto (2017) o tratamento de plantas de repolho com Zygoascus
hellenicus apresenta reducdo da severidade de podriddo negra das cruciferas.

Leveduras apresentam capacidade de sintetizar compostos antibiéticos
(PICCININ et al., 2005), estes compostos antibiéticos podem ser empregados no
controle biolégico de doencas de plantas, ou ainda, podem ser sintetizados para o

desenvolvimento de novas substancias antibi6ticas.

4.4. ANALISE DE CRESCIMENTO DAS PLANTAS

Para avaliacdo de crescimento das plantas, selecionou-se as trés espécies
com melhor desempenho no teste em casa de vegetacao e que foram classificadas
no grupo “a” nos testes de producdo de compostos volateis e producdo de
compostos ndo volateis com potencial de inibicdo de desenvolvimento de C.
beticola. Além destes foram adicionados como referéncia 0s tratamentos
Acibenzolar-S-metil, agua destilada e fungicida.

O nuamero de folhas (Tabela 7) apresentou variacdo apenas aos 14 DAT,
onde o tratamento com filtrado de cultura de Candida albicans apresentou maior
numero de folhas (11,25 folhas) em relacdo ao tratamento com acibenzolar-S-metil
(6,5 folhas), nas avaliagdes anteriores e posteriores ndo houve diferenca.

A massa seca de folhas (Tabela 8) apresentou diferenca apenas na ultima
avaliacdo (28 DAT), onde os tratamentos com células de JRS Amarela e

acibenzolar-S-metil apresentaram reducao de 43,2% e 37,6%, respectivamente.



41

Tabela 7. Numero de folhas de beterrabas, submetidas a diferentes tratamentos

bidticos e abidticos para controle da Cercospora beticola

Tratamento 0 DAT 7 DAT 14 DAT 21 DAT 28 DAT
Células Candida albicans 9,25 NS 9,50 ab 7,50 NS 7,25 NS
Filtrados Candida albicans 8,25 11,25 a 9,75 8,75
Células Pichia pini 8,75 8,50 ab 7,25 6,50
Filtrados Pichia pini 9,25 8,25 ab 7,75 8,25
Células JRS Amarela 8,75 9,00 ab 9,00 7,25
Filtrados JRS Amarela 7,00 8,75 ab 8,25 8,75
Agua destilada 5,25 8,25 8,50 ab 8,75 8,00
Fungicida* 7,75 8,75 ab 9,50 9,50
Acibenzolar-S-metil 7,50 650 b 9,00 8,00

CV (%) 16,08 14,89 17,21 20,74
Média Geral 5,25 8,31 8,78 8,53 8,03

NS Nao significativo pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia. Letras diferentes na coluna
indicam diferenga pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia. DAT: Dias apds tratamento. *
(Tebuconazol (Triazol) (100 g L) + Trifloxistrobina (Estrobilurina) (200 g L2).

Tabela 8. Massa seca (g) de folhas de beterrabas, submetidas a diferentes

tratamentos bidticos e abibticos para controle de Cercospora beticola

Tratamento 0 DAT 7 DAT 14 DAT 21 DAT 28 DAT
Células Candida albicans 2,47 NS 3,75 NS 3,12 NS 2,46 abcd
Filtrados Candida albicans 2,60 3,18 2,86 2,62 abc
Células Pichia pini 2,00 3,15 3,02 1,96 bcd
Filtrados Pichia pini 2,33 2,75 3,27 2,44 abcd
Células JRS Amarela 2,29 2,85 2,71 1,54 d
Filtrados JRS Amarela 1,88 3,21 2,83 2,47 abcd
Agua destilada 0,96 1,91 3,04 3,97 2,71 ab
Fungicida* 2,15 3,65 3,59 3,04 a
Acibenzolar-S-metil 1,65 2,22 2,42 1,69 cd
CV (%) 26,83 21,70 21,62 16,85

Média Geral 0,96 2,14 3,09 3,09 2,32

NS Nao significativo pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia. Letras diferentes na coluna
indicam diferenga pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia. DAT: Dias apés tratamento. *
(Tebuconazol (Triazol) (100 g L) + Trifloxistrobina (Estrobilurina) (200 g L-1).

Nenhum tratamento apresentou alteracdo da massa seca de peciolo (Tabela
9) em relacdo a testemunha, no entanto, ao 14 DAT o tratamento com acibenzolar-

S-metil apresentou massa seca de peciolo 35,0%, 36,1% e 39,8% menor que 0S
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tratamentos com Células C. albicans, filtrado de P. pini e Fungicida,
respectivamente. Ja nas avaliacbes com 21 DAT e 28 DAT essa reducdo foi
observada apenas em relacdo ao tratamento fungicida, em que o tratamento com
acibenzolar-S-metil reduziu em 40,6% e 33,2%, respectivamente, a massa seca dos

peciolos.

Tabela 9. Massa seca de peciolos (g) de beterrabas, submetidas a diferentes

tratamentos bidticos e abidticos para controle de Cercospora beticola

Tratamento 0 DAT 7 DAT 14 DAT 21 DAT 28 DAT
Células Candida albicans 1,17 NS 240 a 2,24 ab 2,29 ab
Filtrados Candida albicans 1,23 2,34 ab 185 ab 2,09 ab
Células Pichia pini 1,02 2,22 ab 221 ab 1,81 ab
Filtrados Pichia pini 1,12 244 a 1,95 ab 2,23 ab
Células JRS Amarela 1,21 2,31 ab 2,08 ab 1,96 ab
Filtrados JRS Amarela 1,00 2,05 ab 2,05 ab 1,96 ab
Agua destilada 0,34 1,32 2,00 ab 2,15 ab 2,22 ab
Fungicida* 0,90 259 a 2,78 a 265 a
Acibenzolar-S-metil 0,89 1,56 b 1,65 b 1,77 b
CV (%) 27,75 15,24 19,04 16,67
Média Geral 0,34 1,10 2,21 2,11 2,11

NS Nao significativo pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia. Letras diferentes na coluna
indicam diferenga pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia. DAT: Dias apos tratamento. *
(Tebuconazol (Triazol) (100 g L 1) + Trifloxistrobina (Estrobilurina) (200 g L-1).

A massa seca do hipocétilo (Tabela 10) apresentou apenas duas variacdes
pontuais. Aos 14 DAT o tratamento com células C. albicans apresentou elevacéo de
71,1%, e aos 28 DAT o tratamento com acibenzolar-S-metil reduziu em 47,1% a
massa seca do hipocétilo em relacdo ao tratamento testemunha.

Quando analisamos a massa seca de parte aérea (Tabela 11) observamos
gue apenas aos 28 DAT o tratamento com acibenzolar-S-metil reduziu em 41,1% a
massa seca de parte aérea.

A massa seca de raiz (Tabela 12) também sé sofreu alteracdo aos 28 DAT,
onde o tratamento com células de JRS Amarela e acibenzolar-S-metil reduziram em
52,4% e 45,6%, respectivamente, quando comparados com o0 tratamento

testemunha.
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Tabela 10. Massa seca de hipocdétilos (g) de beterrabas, submetidas a diferentes

tratamentos bidticos e abibticos para controle de Cercospora beticola

Tratamento 0 DAT 7 DAT 14 DAT 21 DAT 28 DAT
Células Candida albicans 0,97 NS 450 a 7,68 s 9,73 a
Filtrados Candida albicans 1,20 3,53 ab 6,86 10,18 a
Células Pichia pini 0,89 3,25 ab 7,43 8,64 ab
Filtrados Pichia pini 0,79 2,34 b 7,52 8,18 ab
Células JRS Amarela 0,92 3,07 ab 6,08 6,85 ab
Filtrados JRS Amarela 0,85 2,48 b 5,78 9,58
Agua destilada 0,14 0,97 2,63 b 5,35 952 a
Fungicida* 0,84 3,20 ab 6,60 8,99 ab
Acibenzolar-S-metil 1,13 3,10 ab 4,98 504 b
CV (%) 33,03 24,42 19,19, 19,57
Média Geral 0,14 0,95 3,12 6,48 8,52

NS Nao significativo pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia. Letras diferentes na coluna
indicam diferenga pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia. DAT: Dias ap0s tratamento. *
(Tebuconazol (Triazol) (100 g L) + Trifloxistrobina (Estrobilurina) (200 g L1).

Tabela 11. Massa seca de parte aérea (g) de beterrabas, submetidas a diferentes

tratamentos bidticos e abibticos para controle de Cercospora beticola

Tratamento 0 DAT 7 DAT 14 DAT 21 DAT 28 DAT
Células Candida albicans 461 NS 10,65 a 13,03 Ns 14,47 ab
Filtrados Candida albicans 5,02 9,04 ab 11,57 14,89 a
Células Pichia pini 3,92 8,62 ab 12,65 12,41 abc
Filtrados Pichia pini 4,24 7,53 ab 12,74 12,84 ab
Células JRS Amarela 4,42 8,22 ab 10,88 10,34 bc
Filtrados JRS Amarela 3,73 7,72 ab 10,67 14,01 ab
Agua destilada 1,43 4,20 7,66 ab 11,47 14,44 ab
Fungicida* 3,89 9,44 ab 12,96 14,67 a
Acibenzolar-S-metil 3,67 688 b 9,03 8,50 c
CV (%) 22,21 16,83 14,86 13,90
Média Geral 1,43 4,19 8,42 11,67 12,95

NS N&o significativo pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significAncia. Letras diferentes na coluna
indicam diferenga pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia. DAT: Dias ap0s tratamento. *
(Tebuconazol (Triazol) (100 g L 1) + Trifloxistrobina (Estrobilurina) (200 g L'1).

Quanto a éarea foliar (Tabela 13), nenhum tratamento diferiu da testemunha,
no entanto aos 28 DAT o tratamento com fungicida apresentou area foliar 101,1%,
77,5% e 83,1% maior que os tratamentos com células de P. pini, JRS Amarela e

acibenzolar-S-metil, respectivamente.
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Tabela 12. Massa seca de raiz (g) de beterrabas, submetidas a diferentes

tratamentos bidticos e abibticos para controle de Cercospora beticola

Tratamento 0 DAT 7 DAT 14 DAT 21 DAT 28 DAT
Células Candida albicans 0,14 NS 0,46 NS 0,84 NS 1,17 ab
Filtrados Candida albicans 0,24 0,42 0,71 0,62 cde
Células Pichia pini 0,24 0,54 0,99 0,83 abcde
Filtrados Pichia pini 0,21 0,47 0,72 1,26 a
Células JRS Amarela 0,27 0,64 0,71 0,49 e
Filtrados JRS Amarela 0,23 0,59 0,99 0,94 abcd
Agua destilada 0,12 0,14 0,53 0,74 1,03 abc
Fungicida* 0,20 0,38 0,85 0,81 bcde
Acibenzolar-S-metil 0,18 0,45 0,57 0,56 de
CV (%) 33,57 34,66 34,78 21,40

Média Geral 0,12 0,21 0,50 0,79 0,86

NS Nao significativo pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia. Letras diferentes na coluna
indicam diferenga pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia. DAT: Dias ap0és tratamento. *
(Tebuconazol (Triazol) (100 g L) + Trifloxistrobina (Estrobilurina) (200 g L1).

Tabela 13. Area foliar (cm?) de beterrabas, submetidas a diferentes tratamentos

biéticos e abidticos para controle de Cercospora beticola

Tratamento 0 DAT 7 DAT 14 DAT 21 DAT 28 DAT
Células Candida albicans 1137,61 ns 1562,38 ns 892,59 ns 859,46 ab
Filtrados Candida albicans 1038,12 1170,71 870,61 814,46 ab
Células Pichia pini 949,34 1362,39 917,94 565,75 b
Filtrados Pichia pini 946,71 1183,27 1049,99 943,15 ab
Células JRS Amarela 1108,65 1247,63 903,71 640,85 b
Filtrados JRS Amarela 920,59 1304,08 943,93 1016,72 ab
Agua destilada 279,37 955,56 1279,25 1124,99 1003,96 ab
Fungicida 749,41 1229,61 1073,97 1137,65 a
Acibenzolar-S-metil 725,76 983,84 611,43 621,21 b
CV (%) 25,58 20,49 25,93 23,86
Média Geral 279,37 947,97 1258,13 932,13 844,80

NS N&o significativo pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia. Letras diferentes na coluna
indicam diferenga pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia. DAT: Dias ap0s tratamento. *
(Tebuconazol (Triazol) (100 g L 1) + Trifloxistrobina (Estrobilurina) (200 g L'1).

Ao analisarmos a severidade final (Tabela 14) observamos que, apenas 0s
tratamentos com células C. albicans e filtrado de cultura de C. albicans néo
apresentaram reducéo da severidade final de cercosporiose, sendo que as maiores

reducées ocorreram nos tratamento com acibenzolar-S-metil e (Tebuconazol
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(Triazol) (100 g L) + Trifloxistrobina (Estrobilurina) (200 g L), estes apresentaram
reducao de 82,2% e 79,0%, respectivamente, da doenca.

Quando consideramos a AACPD (Tabela 14) esta reducdo da doenca fica
mais evidente, de modo que, todos os tratamentos apresentaram reducdo da
AACPD, novamente as redugcfes mais expressivas foram dos tratamentos com
acibenzolar-S-metil e (Tebuconazol (Triazol) (100 g L) + Trifloxistrobina
(Estrobilurina) (200 g L1), que reduziram em 87,0% e 79,5%, respectivamente.

A producdo (Tabela 14) ndo apresentou diferenca estatistica entre o0s
tratamentos, apesar da tendéncia de maior produgdo no tratamento com
(Tebuconazol (Triazol) (100 g L) + Trifloxistrobina (Estrobilurina) (200 g L), com
producado 15,9% maior e de menor producdo no tratamento com acibenzolar-S-metil

que apresentou 7,6% menos producdo que o tratamento testemunha.

Tabela 14. Severidade final de Cercospora beticolla, AACPD (area abaixo da curva
de progresso da doenca) e producdo de beterrabas submetidas a diferentes

tratamentos bidticos e abidticos para controle de Cercospora beticola

Tratamento Sev. Final (%) AACPD Producéo (g)
Células Candida albicans 1,39 ab 12,73 ab 106,32 Ns
Filtrados Candida albicans 1,28 ab 1422 b 107,99
Células Pichia pini 0,97 a 1556 b 112,83
Filtrados Pichia pini 0,77 a 1393 b 110,13
Células JRS Amarela 0,52 a 11,87 ab 103,97
Filtrados JRS Amarela 0,67 a 1453 b 100,14
Agua destilada 219 b 31,16 c 102,45
Fungicida* 0,46 a 6,93 ab 118,79
Acibenzolar-S-metil 0,39 a 4,04 a 94,62

CV (%) 51,32 26,80 11,96
Média Geral 0,96 13,88 106,36

NS N&o significativo pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significAncia. Letras diferentes na coluna
indicam diferenga pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia. DAT: Dias ap0s tratamento. *
(Tebuconazol (Triazol) (100 g L'1) + Trifloxistrobina (Estrobilurina) (200 g L'1).

A levedura C. albicans é patdogeno para humanos, causando infeccéo da
vulva e vagina, bem como outras espécies do género. Devido a este fato, poucos
sdo os estudos envolvendo esta levedura no controle de doencas de plantas e

promocao de crescimento vegetal.



46

O uso deste género de leveduras no controle biologico de doengas de plantas
foi estudado por Droby et al. (2002), sendo que este utilizou-se da espécie Candida
oleophila, e observou reducao da severidade do bolor verde em frutos de laranja em
até 65%, além do aumento da sintese do etileno e atividade de fenilalanina amonia-
liase.

Esperava-se que C. albicans formasse um microbioma competitivo sobre o
tecido vegetal que dificultasse a penetracdo de C. beticola, no entanto, este
resultado nao foi satisfatério, visto que a severidade em plantas tratadas com esta
levedura e seus filtrados foram semelhantes ao tratamento testemunha.

No entanto, a capacidade de formar um microbioma competitivo pode estar
relacionado a capacidade de se nutrir, 0 que pode ser dificil para leveduras que
habitam a superficie foliar, visto que, nesta a disponibilidade de nutrientes € bem
menor quando comparada ao desenvolvimento de colbnias de leveduras em meio de
cultura, onde a disponibilidade de nutrientes &€ mais ampla.

Conforme Fujimoto (2017), C. albicans teve efeito direto in vitro na redugéo do
namero de colénias de Xanthomonas campestris pv. campestris, bem como efeito
indireto, quando avaliou-se a producao de compostos volateis desta levedura.

As leveduras do género Pichia também s&do pouco expressivas quanto a
estudos destas envolvendo controle biol6gico de doencas de plantas, sendo que,
alguns relatos encontrados referem-se a espécie Pichia guilliermondii.

Conforme Lahlali et al. (2014) a espécie P. guilliermondii € eficaz no controle
do bolor azul dos citros, causado por P. italicum. E de acordo com Zhao & Yin (2018)
esta levedura em associacdo com ar quente apresentou controle de Botrytis cinerea,
Penicillium expansum e Colletotrichum gloeosporioides em pés-colheita da maca
Fuiji.

De acordo com Kuhn e Pascholati (2010) a resisténcia induzida pelo
Acibenzolar-S-metil apresenta elevado custo associado. No presente experimento
isto pode ser observado, visto que, apesar de néo reduzir a producdo, houve uma
tendéncia de reducéo desta, além da reducdo de massa seca. No entanto, plantas
tratadas com Acibenzolar-S-metil foram as que apresentaram menor severidade final
de cercosporiose e também menor AACPD.

Com base nos resultados apresentados, pode-se observar que as leveduras
testadas influenciaram de modo significativo no desenvolvimento das plantas, estas

também promoveram o controle da doenca, no entanto, nao alteraram a
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produtividade obtida, deste modo, sugere-se que 0 custo energético da inducédo de
resisténcia por leveduras tenha sido compensado pela promocé&o de crescimento

das plantas provocado pelo efeito das leveduras testadas.

4.5. ANALISES BIOQUIMICAS

4.5.1. Fendis totais

Apos a aplicacdo dos tratamentos, apenas as plantas tratadas com células de
Pichia pini apresentaram elevacdo nos teores de fendis totais, sendo que apos a
inoculacdo com C. beticola todos os tratamentos apresentaram niveis de fendis
totais semelhantes aos do tratamento testemunha, conforme pode ser observado na
Tabela 15.

Tabela 15. Fendis totais (mg g* tecido fresco) de plantas de beterrabas aos 0 DAT
(dias apés tratamento), 3 DAT e 6 DAT (trés dias apds inoculagdo com Cercospora

beticola)
Tratamento 0 DAT 3 DAT 6 DAT (3 dias ap6s
inoculacéo)
Células Candida albicans 3,97 NS 5,06 ab 6,25 NS
Filtrados Candida albicans 3,42 4,58 ab 6,33
Células Pichia pini 3,52 6,03 a 4,60
Filtrados Pichia pini 2,84 4,63 ab 4,46
Células JRS Amarela 4,12 4,24 ab 4,86
Filtrados JRS Amarela 4,17 4,62 ab 5,61
Agua destilada 3,84 353 b 4,06
Fungicida* 2,95 4,02 ab 4,07
Acibenzolar-S-metil 3,43 4,38 ab 6,35
CV (%) 15,71 20,34 20,21
Média Geral 3,58 4,57 5,17

NS N&o significativo pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significAncia. Letras diferentes na coluna
indicam diferenga pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia. DAT: Dias ap0s tratamento. *
(Tebuconazol (Triazol) (100 g L-1) + Trifloxistrobina (Estrobilurina) (200 g L-1).

Os compostos fenodlicos constituem um grupo diverso de metabdlitos
secundarios que apresentam atividade antioxidante, como flavonoides e taninos.

Estes compostos constituem a classe mais abundante de metabdlitos secundarios
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nas plantas e compartiilham uma origem em comum na via biossintética dos
fenilpropanoides. O maior contetdo de compostos fendlicos ocorre como forma de
defesa de tecidos vegetais a condi¢cdes que favorecam o aumento de radicais livres,
como por exemplo, o ataque de patégenos (DIAS, et al., 2015).

Conforme Kuhn (2007), os compostos fendlicos podem ser toxicos aos
microrganismos, deste modo, serem considerados como mecanismos de defesa das
plantas aos agentes patogénicos. Em alguns casos, os produtos da oxidacdo dos
compostos fendlicos pela polifenoloxidases podem ser mais toxicos, apresentando
assim, maior eficiéncia. Dentre esses, os compostos fendlicos sao utilizados na
producéo de ésteres, cumarinas, flavonoides e ligninas, além de que, a presenca de
compostos fenolicos inibe metabdlitos do patdgeno (STANGARLIN et al., 2011).

Além disso, os compostos fendlicos séo substrato para a sintese de lignina, a
qual também trata-se de um mecanismo de defesa das plantas a patégenos. Os
compostos fendlicos sdo substratos da polifenoloxidase, que atua na hidroxilacédo de
monofendis a o-difendis e destes a o-quinonas (compostos antimicrobianos), bem
como no acoplamento oxidativo de radicais monolignaois, para producéo da lignina.
Fenilalanina amonia-liase, peroxidase e polifenoloxidase s&o enzimas envolvidas na
rota de sintese da lignina a partir de compostos fendlicos, na via dos
fenilpropanoides (MATTEI, 2019).

Sendo assim, a toxicidade dos compostos fendlicos e maior disponibilidade de
substrato para sintese de lignina podem explicar a reducdo da AACPD e severidade

de cercosporiose em plantas de beterraba tratadas com células de P. pini.

4.5.2. Lignina

Apbs a aplicacdo dos tratamentos, apenas as plantas tratadas com filtrado de
cultura de JRS Amarela apresentaram elevagcao nos teores de lignina, sendo que
apos a inoculacdo com C. beticola apenas o tratamento com filtrados de P. pini
apresentou niveis de lignina semelhantes aos do tratamento testemunha, conforme
pode ser observado na Tabela 16.

A lignificacdo de uma célula vegetal torna as paredes mais rigida, tendo como
principal fungdo a sustentacdo da planta, o que as confere maior resisténcia a
penetracdo e exige do invasor a expressao de enzimas especificas que degradam

lignina para continuar o avanco da colonizacdo, este processo, € uma importante

protecdo celular contra insetos, além de, frequentemente, estar associada ao
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bloqueio do crescimento de agentes patogénicos (KUHN, 2007; STANGARLIN, et
al., 2011).

Tabela 16. Lignina (mg g* tecido fresco) em plantas de beterrabas aos 0 DAT (dias

apos tratamento), 3 DAT e 6 DAT (trés dias apds inoculacdo com Cercospora

beticola)
Tratamento 0 DAT 3 DAT 6 DAT (3 dias ap0s
inoculacéo)
Células Candida albicans 0,2832 NS 0,1288 d 0,3700 ab
Filtrados Candida albicans  0,2837 0,2033  bcd 0,4833 a
Células Pichia pini 0,2285 0,2866 b 0,3422 b
Filtrados Pichia pini 0,2385 0,2532 b 0,1710 c
Células JRS Amarela 0,2831 0,2910 b 0,3347 b
Filtrados JRS Amarela 0,2890 0,5327 a 0,3619 b
Agua destilada 0,2748 0,2122  bcd 0,1937 C
Fungicida* 0,2837 0,1512 cd 0,3930 ab
Acibenzolar-S-metil 0,2336 0,2492 bc 0,4471 ab
CV (%) 15,37 16,51 13,80
Média Geral 0,2665 0,2565 0,3441

NS Nao significativo pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia. Letras diferentes na coluna
indicam diferenga pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia. DAT: Dias apos tratamento. *
(Tebuconazol (Triazol) (100 g L) + Trifloxistrobina (Estrobilurina) (200 g L2).

O processo de lignificacdo representa um mecanismo de defesa que gera um
grande gasto de fotoassimilados, que por sua vez, ndo apresentam retorno ao
metabolismo para serem reutilizados em outros processos. Uma unidade de lignina
€ extremamente complexa e demanda uma grande atividade metabdlica para sua
sintese, sendo necessario um grande numero de enzimas responsaveis por
diferentes passos metabdlicos, o que significa maior demanda por nitrogénio e
aminodacidos, podendo ser responsavel por grande parcela do custo da metabdlico e
consequente reducao da produtividade (KUHN, 2007).

Resultados deste experimento demonstram que plantas de beterraba tratadas
com filtrados da levedura JRS Amarela aumentaram a lignificacdo da parede celular
vegetal, o que pode ter contribuido com a reducdo da AACPD de plantas que

receberam este tratamento.
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No entanto, as plantas tratadas com esse filtrados de cultura nao
apresentaram reducao na produtividade, o que possivelmente pode ter ocorrido pois
trata-se de um indutor de origem bidtica e pode apresentar efeito promotor de
crescimento vegetal, no entanto, necessitam-se maiores estudos nesta linha para
confirmar ou descartar esta hipétese.

Conforme pode ser observado aos 6 DAT, ndo h& incremento nos teores de
fendis totais para os tratamentos aplicados, no entanto, ha incremento nos teores de
lignina, isso pode ser explicado pelo fato dos compostos fendlicos terem sido
utilizados como substrato para produgao de lignina.

Kuhn e Pascholati (2010) observaram que plantas de feijoeiro tratadas com
acibenzolar-S-metil (ASM) apresentaram elevacdo na sintese de lignina enquanto
gue houve reducdo no teor de fendis totais, enquanto que plantas tratadas com
Bacillus cereus ndo apresentaram alteracdo na sintese de lignina e nem alteracdes

nos teores de fendis totais.

4.5.3. Proteinas totais

ApGs a aplicagdo dos tratamentos, apenas as plantas tratadas com filtrados
de P. pini apresentaram elevacdo nos teores de proteinas totais, sendo que apos a
inoculacdo com C. beticola os tratamentos com células e filtrados de C. albicans,
células de P. pini, filtrados de JRS Amarela e o tratamento com Acibenzolar-S-metil
apresentaram niveis de proteinas totais maiores que aos do tratamento testemunha,
conforme pode ser observado na Tabela 17.

Conforme Meinerz (2013), o conteudo de proteinas no tecido vegetal
desafiado com o patdégeno ou tratado com eliciador indica a ativacdo dos
mecanismos de defesa.

Para que uma planta possa expressar a resisténcia a patdgenos, 0sS
mecanismos latentes, devem ser expressos no momento certo, com velocidade e
magnitudes adequadas, contudo, para isto € preciso receptores (proteinas de
membrana), que percebam rapidamente as mudancgas no exterior da célula, bem
como, a existéncia de uma via de sinalizagao eficiente, executados por proteinas
citoplasmaticas, que faca com que a informacdo chegue rapidamente ao nucleo,

para se iniciar o processo de expressao dos mecanismos de defesa (KUHN, 2007).
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Tabela 17. Proteinas totais (mg g* tecido fresco) em plantas de beterrabas aos 0
DAT (dias apos tratamento), 3 DAT e 6 DAT (trés dias apoOs inoculacdo com

Cercospora beticola)

Tratamento 0 DAT 3 DAT 6 DAT (3 dias apos
inoculacéo)
Células Candida albicans 7,9018 NS 8,0541 bhc 8,1148 ab
Filtrados Candida albicans  7,5000 8,5254 ab 9,4261 a
Células Pichia pini 7,6952 8,5987 ab 8,2357 ab
Filtrados Pichia pini 7,5393 9,5410 a 6,2336 bc
Células JRS Amarela 7,9191 7,8950 bc 5,4425 c
Filtrados JRS Amarela 7,7198 7,3375 c 7,9274 ab
Agua destilada 8,1807 8,3409 hbc 5,6176 c
Fungicida* 7,6329 8,4933 ab 5,7446 c
Acibenzolar-S-metil 7,8394 7,8579 bc 7,9764 ab
CV (%) 7,36 5,79 11,80
Média Geral 7,7698 8,2937 7,1910

NS Nao significativo pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia. Letras diferentes na coluna
indicam diferenga pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia. DAT: Dias apos tratamento. *
(Tebuconazol (Triazol) (100 g L) + Trifloxistrobina (Estrobilurina) (200 g L-1).

Nas plantas tratadas com filtrados de P. pini foi observado aumento de
proteinas totais, esta elevacdo pode envolver a sintese de proteinas-RP, além de
outras proteinas relacionadas a defesa vegetal ou mecanismo de comunicacao.

Estes foram diferente dos encontrados por Heling et al. (2015), onde estes
observaram que, plantas de morangueiro tratadas com as leveduras S. cerevisiae e
S. boulardii ndo alteraram os teores de proteinas totais presentes nos tecidos

foliares destas.

4.5.4. Atividade de peroxidases

As peroxidases tém sua atividade elevada em resposta ao processo
infeccioso de um patdgeno, e ao estresse oxidativo e ambiental. Deste modo, séo
utilizadas como indicadores de resposta de defesa das plantas. As peroxidases sao
responsaveis pela catalise da reducéo de peréxido de hidrogénio (H202) em oxigénio
e agua. Também fazem parte de vias metabdlicas envolvidas na oxidacdo de
compostos fendlicos, entre eles o fenilpropano, formando unidades de polimeros que
sao constituintes da lignina (SILVA, 2018).
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As peroxidases sao classificadas como proteinas relacionadas a patogénese
(Proteinas-RP) (VAN LOON; VAN STRIEN, 1999) apresentam varias funcdes na
defesa celular, pela sua participacédo na lignificacdo, suberizacdo e metabolismo de
parede celular (KUHN, 2007).

A atividade de peroxidases ndo apresentou nenhuma alteracdo apos a
aplicacao dos tratamentos, demonstrando que nenhum dos tratamentos aplicados foi
eficiente em induzir ou inibir esta atividade. O mesmo também se manteve apoés a

inoculacao das plantas com C. beticola, conforme pode ser observado na Tabela 18.

Tabela 18. Atividade de peroxidases (absorbancia min-t mg? proteina) em plantas
de beterrabas aos 0 DAT (dias ap0s tratamento), 3 DAT e 6 DAT (trés dias apos
inoculacdo com Cercospora beticola)

Tratamento 0 DAT 3 DAT 6 DAT (3 dias ap6s
inoculacéo)
Células Candida albicans 0,4452 ab 0,1765 NS 0,2439 NS
Filtrados Candida albicans  0,3434 ab 0,0776 0,2775
Células Pichia pini 0,3581 ab 0,2101 0,2201
Filtrados Pichia pini 0,3677 ab 0,2312 0,2007
Células JRS Amarela 0,4671 ab 0,1460 0,2747
Filtrados JRS Amarela 0,4731 ab 0,1930 0,2845
Agua destilada 0,4560 ab 0,1260 0,2289
Fungicida* 0,2490 b 0,2033 0,3714
Acibenzolar-S-metil 0,5553 a 0,1750 0,3730
CV (%) 27,98 39,48 30,67
Média Geral 0,4128 0,1709 0,2750

NS Nao significativo pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia. Letras diferentes na coluna
indicam diferenga pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia. DAT: Dias ap0s tratamento. *
(Tebuconazol (Triazol) (100 g L) + Trifloxistrobina (Estrobilurina) (200 g L-1).

Boava et al. (2010) observaram que plantas de eucalipto com 60 dias, que
foram submetidas ao tratamento com a leveduras S. cerevisiae apresentaram
elevacdo na atividade das peroxidases, plantas moderadamente resistentes, sem
nenhum tratamento, apresentavam atividade de 0,6 unidades de absorbancia min
mg proteina!, enquanto que plantas suscetiveis apresentavam atividade de 0,8
unidades de absorbancia mint mg proteina, valor este que que se elevava para 2,5

unidades de absorbancia mint mg proteina quando se tratavam estas plantas com
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S. cerevisiae e para 3,5 unidades de absorbancia.mint.mg proteina?! quando além
da levedura também se realizava inoculacdo com Puccinia psidii.

Silva (2018) também observou que o tratamento a base de leveduras (181 e
i6) ndo apresentou efeito no alteracdo da atividade de peroxidases em plantas de
milho, resultados estes que corroboram com os encontrados neste estudo, 0 mesmo
ocorreu com Heling et al. (2015), onde estes observaram que plantas de
morangueiro tratadas com S. cerevisiae e S. boulardii para controle biologico de
Mycosphaerella fragariae ndo apresentaram alteracao na atividade de peroxidases.

4.5.5. Atividade de (-1,3-glucanases

As enzimas com atividade de B-1,3-glucanases sdo enzimas que hidrolisam
polimeros de -1,3-glucana, composto esse, que juntamente com a quitina, sdo 0s
principais componentes que d&o resisténcia a parede celular dos fungos
(CORNELISSEN; MELCHERS, 1993; citado por KUHN, 2007).

Conforme Bertoldo e Mazaro (2018) as B-1,3 glucanases de plantas séo
enzimas abundantes e comumente encontradas no reino vegetal, estando
envolvidas em varios processos fisioldgicos, especialmente na defesa vegetal.

No entanto, neste experimento, a atividade de B-1,3-glucanases nao sofreu
alteracdo em funcdo dos tratamentos aplicados sob as plantas de beterraba, o
mesmo ocorreu apds a inoculagédo de C. beticola, conforme pode ser observado na
Tabela 19.

O mesmo ocorreu com Heling et al. (2015), onde estes observaram que
plantas de morangueiro tratadas com S. cerevisiae e S. boulardii para controle
biologico de M. fragariae ndo apresentaram alteracdo na atividade de as (-1,3-

glucanases.
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Tabela 19. Atividade de B-1,3-glucanases (mg de glicose min't mg* de proteina) em
plantas de beterrabas aos 0 DAT (dias apés tratamento), 3 DAT e 6 DAT (trés dias
apos inoculagdo com Cercospora beticola)

Tratamento 0 DAT 3 DAT 6 DAT (3 dias ap0s
inoculacéo)
Células Candida albicans 0,2255 NS 0,3645 NS 0,2334 NS
Filtrados Candida albicans  0,2974 0,1837 0,4182
Células Pichia pini 0,2152 0,2869 0,3239
Filtrados Pichia pini 0,1974 0,3776 0,2694
Células JRS Amarela 0,2121 0,2213 0,3006
Filtrados JRS Amarela 0,2994 0,2159 0,3457
Agua destilada 0,3283 0,4046 0,2652
Fungicida* 0,2039 0,2926 0,2791
Acibenzolar-S-metil 0,4411 0,2623 0,3306
CV (%) 40,30 43,15 36,38
Média Geral 0,2689 0,2899 0,3074

NS Nao significativo pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia. Letras diferentes na coluna
indicam diferenga pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia. DAT: Dias apos tratamento. *
(Tebuconazol (Triazol) (100 g L) + Trifloxistrobina (Estrobilurina) (200 g L-1).

4.5.6. Atividade de fenilalanina amonia-liase

A enzima fenilalanina amonia-liase apresenta importancia chave no
metabolismo secundario das plantas. Sua funcdo é catalisar a eliminacdo néao
oxidativa da amoénia da L-fenilalanina, transformando-a em acido trans-cinamico, o
qual é o primeiro produto formado na rota biossintética dos fenilpropandides em
plantas superiores (KUHN, 2007).

A fenilalanina aménia-liase € a primeira enzima que atua na sintese de
compostos fendlicos, e sua atividade estd diretamente envolvida na resposta a
infeccéo por fitopatdogenos (SILVA, 2018).

Apés a aplicagdo dos tratamentos, nenhum tratamento diferiu dos demais,
como pode ser observado na Tabela 20.

Apés a inoculacdo das plantas com C. beticola, aguelas que haviam sido
tratadas previamente com filtrados da levedura JRS Amarela apresentaram maior
atividade de fenilalanina amoénia-liase em relacéo ao tratamento testemunha (Tabela
20).
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Tabela 20. Atividade de Fenilalanina amonia-liase (mg de &c. trans-cinamico hora?
g tecido fresco) em plantas de beterrabas aos 0 DAT (dias apés tratamento), 3 DAT

e 6 DAT (trés dias ap0s inoculacdo com Cercospora beticola)

Tratamento 0 DAT 3 DAT 6 DAT (3 dias apos
inoculacéo)
Células Candida albicans 5,1041 NS 6,5438 NS 8,0729 bc
Filtrados Candida albicans  4,8252 6,6134 12,3494 ab
Células Pichia pini 4,2790 5,0820 8,4540 bc
Filtrados Pichia pini 4,7307 7,4353 8,6305 bc
Células JRS Amarela 57774 6,5090 8,1150 bc
Filtrados JRS Amarela 5,2486 7,9528 13,6846 a
Agua destilada 4,4902 8,4165 7,8540 bc
Fungicida* 3,3251 4,8484 42546 cC
Acibenzolar-S-metil 5,5863 5,8794 6,0514 ¢
CV (%) 37,36 31,33 24,27
Média Geral 4,8185 6,5867 8,6074

NS Nao significativo pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia. Letras diferentes na coluna
indicam diferenca pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia. DAT: Dias apés tratamento. *
(Tebuconazol (Triazol) (100 g L) + Trifloxistrobina (Estrobilurina) (200 g L-1).

Conforme Silva (2018) a levedura 181 tem capacidade de elevar as atividade
da fenilalanina aménia-liase em plantas de milho tratadas com esta, de 0,6 nmol de
acido trans-cinamico mg proteina?! para 0,9 nmol de &cido trans-cinamico mg
proteinal, dessa maneira, possuindo potencial como indutoras de mecanismos de
resisténcia em plantas de milho.

De acordo com Kamida (1998) a leveduras S. cerevisiae nao induziu a
expressao génica da fenilalanina amoénia-liase em tecidos de sorgo, bem como nao

alterou o acumulo de compostos fendélicos nos esocatilos.

4.5.7. Severidade final e AACPD

Nesta etapa do experimento, apenas o0s tratamentos com células de C.
albicans e filtrados de JRS Amarela ndo reduziram a severidade final de
cercosporiose (Tabela 21).

Quando analisamos a variavel AACPD, percebe-se que todos os tratamentos

aplicados reduziram a AACPD, conforme pode ser observado na Tabela 21.
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Tabela 21. Severidade final e &rea abaixo da curva de progresso da doenca
(AACPD) em plantas de beterrabas tratadas com diferentes tratamentos bidticos e

abidticos para controle da cercosporiose

Tratamento Sev. Final (%) AACPD
Células Candida albicans 0,9075 ab 12,23 a
Filtrados Candida albicans 0,5700 a 10,50 a
Células Pichia pini 0,6450 a 1358 a
Filtrados Pichia pini 0,5925 a 12,75 a
Células JRS Amarela 0,5100 a 11,71 a
Filtrados JRS Amarela 0,9075 ab 13,67 a
Agua destilada 1,4700 b 2786 b
Fungicida* 0,2975 a 450 a
Acibenzolar-S-metil 0,3150 a 4,89

CV (%) 38,61 36,02
Média Geral 0,6906 12,41

Letras diferentes na coluna indicam diferenca pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia. *
(Tebuconazol (Triazol) (100 g L 1) + Trifloxistrobina (Estrobilurina) (200 g L-1).

Filtrados de C. albicans possivelmente atuam reduzindo a severidade final e
também a AACPD por elevarem a atividade de lignina e proteinas totais aos 6 DAT,
consequentemente, ativando mecanismos de defesa que estavam latentes nas
plantas antes do tratamento. Por outro lado, as células de C. albicans apenas
elevaram os teores de proteinas totais aos 6 DAT.

Em plantas tratadas com células de P. pini ocorre a elevagédo dos teores de
fendis totais aos 3 DAT e de lignina e proteinas totais aos 6 DAT, o que confere as
plantas tratadas maior toxicidade aos microrganismos, como pode ser observado
nesses resultados, apos a inoculacdo do patdgeno houve aumento de lignina nas
plantas tratadas com células de P. pini, além de um meio de sinalizacdo mais
eficiente.

Ja o tratamento com as leveduras JRS Amarela elevaram a lignificacdo das
plantas tratadas aos 6 DAT, o que pode explicar a reducdo da severidade final de
cercosporiose e AACPD, enquanto que filtrados de cultura da levedura JRS Amarela
elevaram os teores de proteinas totais e atividade de fenilalanina aménia-liase, o
que possivelmente resultou na reducdo da severidade final e da AACPD da

cercosporiose.
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Resultado semelhante ao encontrado por Fujimoto (2017) em outro
patossistema, onde, esta observou que, C. albicans reduz o numero de coldnias de
Xanthomonas campestris pv. campestris, em testes in vitro.

Estes resultados corroboram com os encontrados por outros autores em
outros patossistemas, como Zhang et al. (2017) que observaram que C. laurentii
reduziu a incidéncia e severidade de Penicillium expansum em frutos de péssego,
em 35% e 50%, respectivamente, Franca et al. (2015) observaram reducao de 34%
no diametro da leséo de antracnose em frutos de pimentdo com utilizagdo de R.
glutinis, Droby et al. (2002), observaram que C. oleophila, reduziu a severidade do
bolor verde em frutos de laranja em até 65%, Lahlali et al. (2014) observaram que P.

guilliermondii € eficaz no controle do bolor azul dos citros, causado por P. italicum
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5. CONCLUSAO

Foram selecionadas as leveduras C. albicans, P. pini e JRS Amarela como
potenciais para o controle de cercosporiose (C. beticola) em plantas de beterraba.

Possivelmente ocorreu inducdo de resisténcia das plantas tratadas com as
leveduras selecionadas ou seus exsudatos presentes em filtrado de cultura, visto
que, as plantas tratadas apresentaram alteracao nos teores de lignina, fendis totais e
proteinas totais, indicando uma possivel inducdo de resisténcia, no entanto,
necessita-se de maiores estudos para poder confirmar ou descartar a inducao de
resisténcia.

Os tratamentos com as leveduras selecionadas apresentaram custo
energético, no entanto, ndo impactando na producédo das plantas tratadas com estes

microrganismos.
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