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RESUMO

CARRARO, Bianca Pierina. Exsudado do cultivo da levedura Rhodotorula glutinis no
potencial fisiolégico e armazenamento de sementes de soja. Orientadora: Silvia Renata
Machado Coelho; Coorientadores: Clair Aparecida Viecelli; Adilson Ricken Schuelter. 2022.
62 f. Tese (Doutorado em Engenharia Agricola) - Universidade Estadual do Oeste do Parana,
Cascavel — Parana, 2022.

Para uma agricultura sustentavel, pesquisas de produtos biol6gicos a base de leveduras tém
sido apresentadas como alternativas promissoras para a preservacao dos recursos naturais,
uma vez que esses microrganismos tém a capacidade de produzir fitormdnios, promovendo
0 crescimento e o desenvolvimento das plantas, bem como sua conservagédo pos-colheita.
Para tanto, a escolha de sementes de elevada qualidade permite 0 acesso aos avangos
genéticos e tecnoldgicos adaptados a diversas regides, assegurando maiores produtividades.
Assim, o presente estudo avaliou os efeitos do exsudado da levedura Rhodotorula glutinis
sobre o potencial fisiolégico das sementes de soja e sua armazenabilidade. O isolado foi
inoculado em caldo-YEPG para a producdo do exsudado. Apés 14 dias, o material foi
centrifugado e coletada a parte sobrenadante. Seguiu-se com a liofilizacdo e o
armazenamento do exsudado. Para a detecc¢do e quantificacdo dos fitorménios, amostras do
exsudado liofilizado e liquido foram enviadas para andlise por cromatografia liquida acoplada
a espectrometria de massa (LC/MS/MS). O efeito do exsudado da levedura foi avaliado no
tratamento de sementes de alface (planta indicadora) nas concentracdes de 12,5 mg mL™?,
25,0 mg mL?, 37,5 mg mL?, 50,0 mg mL* e uma testemunha em delineamento inteiramente
casualizado com 4 repeti¢cdes. Foram realizados testes de germinacéo e de vigor e analisadas
as variaveis porcentagem de germinacgéao, indice de velocidade de germinacdo, comprimento
médio de parte aérea, comprimento médio de raiz e massa seca. A partir dos resultados em
alface, verificou-se o efeito do exsudado da levedura no tratamento de sementes de soja nas
concentracdes de 25,0; 50,0; 75,0; 100,0; 125,0 e 150,0 mg mL?, sendo a testemunha
constituida por &gua destilada. Testes de germinacéo e de vigor foram realizados observando-
se a porcentagem de germinacgéo, comprimento do hipocétilo e daraiz, indice de vigor e indice
de crescimento das plantulas. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com
sete tratamentos e cinco repeti¢cdes. Para avaliagdo do potencial fisiologico da soja tratada
com o exsudado da levedura e armazenada, o experimento foi conduzido em delineamento
de blocos casualizados (DBC) bifatorial 3x5, sendo o fator 1 armazenagem (0, 60 e 180 dias)
e o fator 2 diferentes concentracdes do exsudado da levedura (testemunha, 25, 50, 75 e
100%), com 4 repeticbes por tratamento. Os parametros avaliados foram a porcentagem de
germinag¢do, o comprimento médio da raiz, 0 comprimento médio da parte aérea, a massa
seca, a condutividade elétrica, o indice de velocidade de emergéncia e a velocidade de
emergéncia. No exsudado liofilizado da levedura Rhodotorula glutinis (AH 14-3) houve sintese
de giberelina do tipo GA4 e no exsudado liquido foram detectadas as auxinas acido
3-indolacético (AlA) e &cido 3-indolbutirico (AIB) que promoveram a germinacdo e o
crescimento de plantulas de alface e soja. Em alface, o efeito do exsudado da levedura foi
significativo em 50,0 mg mL?, aumentando 58% o comprimento da parte aérea e 74% o
comprimento da raiz. Na soja, a concentracdo do exsudado da levedura de 25,0 mg mL?
estimulou o aumento de 55% do tamanho do hipocétilo, 164% do tamanho da radicula, 91%
para o indice de vigor e 156% para o indice de crescimento. Durante o periodo de
armazenagem das sementes de soja tratadas com o exsudado da levedura, as variaveis
porcentagem de germinacgdo, indice de velocidade de emergéncia e velocidade de
emergéncia apresentaram reducdo significativa aos 180 dias, evidenciando um processo de
deterioracdo. Quanto as variaveis comprimento de raiz, comprimento de parte aérea e massa
seca verificou-se incremento de 88, 40 e 51%, respectivamente, aos 180 dias de
armazenamento, indicando aumento do vigor das sementes. A condutividade elétrica
apresentou reducdao em 35% ao longo do tempo. também sugerindo aumento do vigor. Na
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interacdo entre os fatores armazenagem e concentracdes do exsudado da levedura para o
indice de velocidade de emergéncia, as concentracdes de 50 e 75% mantiveram os resultados
aos 180 dias de armazenamento, sendo iguais estatisticamente aos resultados obtidos aos
60 dias, o que indica a manutencdo da qualidade das sementes. Diante de todos os bons
resultados encontrados acredita-se que o exsudado da levedura Rhodotorula glutinis tenha
acdo promotora da germinacdo e crescimento de plantas em funcdo dos fitormbnios
presentes. Nos seis meses de armazenagem, as sementes de soja apresentaram
deterioracdo aos 60 dias. Porém, aos 180 dias a qualidade foi mantida. Outros estudos
poderdo elucidar os mecanismos de acéo dos fitormdnios e detectar a presenca de outras
moléculas promotoras de crescimento vegetal.

Palavra-chave: germinacao, vigor, auxinas, giberelina, armazenagem.
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ABSTRACT

CARRARO, Bianca Pierina. Exudate from the cultivation of Rhodotorula glutinis yeast on
the physiological potential and storage of soybean seeds. Advisor: Silvia Renata Machado
Coelho; Co-advisors: Clair Aparecida Viecelli; Adilson Ricken Schuelter. 2022. 62 p.
Dissertation (PhD in Agricultural Engineering) — Western Parana State University, Cascavel —
Parana, 2022.

For a more sustainable agriculture, research on biological products based on yeast has been
presented as a promising alternative for the preservation of natural resources, since such
microorganism has the ability to produce phytohormones, promoting the growth and
development of plants, in addition to post-harvest conservation. Therefore, the selection of
high-quality seeds allows access to genetic and technological advances adapted to different
regions, ensuring greater productivity. Thus, this study evaluated the effects of the exudate
from Rhodotorula glutinis yeast on the physiological potential of soybean seeds and their
storability. The isolate was inoculated in YEPG-broth in order to produce the exudate. After 14
days, the material was centrifuged and the supernatant part was collected. This was followed
by lyophilization and storage of the exudate. For the detection and quantification of
phytohormones, samples of the lyophilized exudate and liquid were sent for analysis by liquid
chromatography coupled to mass spectrometry (LC/MS/MS). The effect of the yeast exudate
was initially evaluated in the treatment of lettuce seeds (indicator plant) at concentrations of
12.5 mg mL?, 25.0 mg mL?, 37.5 mg mL?, 50.0 mg mL? and a control in a completely
randomized design with 4 replications. Germination and vigor tests were carried out and
variables such germination percentage, germination speed index, average shoot length,
average root length and dry mass were analyzed. From the results on lettuce, the effect of the
yeast exudate in the soybean seeds treatment was verified at concentrations of 25.0; 50.0;
75.0; 100.0; 125.0 and 150.0 mg mL?, with the control consisting of distilled water. Germination
and vigor tests were performed observing the germination percentage, hypocotyl and root
length, vigor index and seedling growth index. The experimental design was completely
randomized with seven treatments and five replications. With the aim of evaluating the
physiological potential of soybean treated with the yeast exudate and stored, the experiment
was conducted in a 3x5 bifactorial randomized block design (RBD), with factor 1 being storage
(0, 60 and 180 days) and factor 2 being different concentrations of the yeast exudate (control,
25, 50, 75 and 100%), with 4 replications per treatment. The parameters evaluated were
germination percentage, average root length, average shoot length, dry mass, electrical
conductivity, emergence speed index and emergence speed. In the lyophilized exudate of the
Rhodotorula glutinis (AH 14-3) yeast, there was a synthesis of gibberellin type GA4 and, in the
liquid exudate, the auxins indole-3-acetic acid (IAA) and indole-3-butyric acid (IBA) were
detected, which promoted the germination and growth of lettuce and soybean seedlings. On
lettuce, the effect of the yeast exudate was significant at 50.0 mg mL™, increasing shoot length
by 58% and root length by 74%. On soybean, the yeast exudate concentration of 25.0 mg mL"
! stimulated an increase of 55% in hypocotyl size, 164% in radicle size, 91% in vigor index and
156% in growth index. During the storage period of soybean seeds treated with the yeast
exudate, the variables of germination percentage, emergence speed index and emergence
speed showed a significant reduction when 180 days were reached, demonstrating a
deterioration process. As for the variables of root length, shoot length and dry mass, an
increase of 88, 40 and 51% was observed, respectively, at 180 days of storage, suggesting
an increase in seed vigor. Electrical conductivity decreased by 35% over time, also indicating
an increase in vigor. In the interaction between storage factors and yeast exudate
concentrations for the emergence speed index, concentrations of 50 and 75% maintained the
results at 180 days of storage, being statistically equal to the results obtained at 60 days, which
indicates the maintenance of seed quality. Given all the good results that were found, it is
believed that the exudate of the Rhodotorula glutinis yeast has an action that promotes
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germination and plant growth due to the phytohormones present. In the six months of storage,
the soybean seeds showed deterioration at 60 days. However, at 180 days the quality was
maintained. Other studies may elucidate the mechanisms of action of phytohormones and
detect the presence of other molecules that promote plant growth.

Keywords: germination, vigor, auxins, gibberellin, storage.
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1 INTRODUCAO

A soja é uma leguminosa de expressiva utilizagdo no segmento industrial brasileiro,
pois estd na composi¢cdo de diversos produtos do cotidiano e é a base para producédo de
proteina animal. A producdo da safra brasileira 2021/2022 foi de 124.268,0 milhdes de
toneladas em uma area cultivada de 40.988,5 milhdes de hectares, resultando numa
produtividade média de 3.032 kg ha. O estado do Parana é o terceiro maior produtor de soja
do Brasil, com o estado de Goids em segundo e 0 Mato Grosso em primeiro lugar (CONAB,
2022). Conforme a estimativa mais recente referente a safra 2022/2023, a area e a producao
mundial de soja sdo, 135,29 milhdes de hectares e 395,37 milhdes de toneladas métricas de
soja , respectivamente (USDA, 2022), o que comprova que a soja € um produto de grande
importancia para o Brasil e para o mundo, sendo o Brasil o maior produtor global.

A escolha de sementes de elevada qualidade reflete os niumeros apresentados e
permite 0 acesso aos avangos genéticos e tecnologicos adaptados a diversas regides,
assegurando maiores produtividades. A qualidade fisiolégica das sementes tem sido
caracterizada pela germinacéo e pelo vigor, que representa a soma de atributos que confere
a semente o potencial para germinar, emergir e resultar rapidamente em plantulas normais,
sob ampla diversidade de condicbes ambientais.

Apesar disso, a agricultura brasileira necessita de um olhar mais sustentavel,
buscando a preservacao e a reconstituicdo dos solos e do meio ambiente. Nesse sentido, os
produtos biolégicos, ou seja, aqueles que contém microrganismos ou derivados microbianos
como agentes ativos, com potencial benéfico e de ocorréncia natural, vém ganhando mais
espaco e credibilidade entre os produtores. Produtos naturais como bioestimulantes e
biofertilizantes que apresentam horménios ou atividade reguladora, quando aplicados as
plantas, tém sido bastante estudados na agricultura. Nesse ambito esta o uso de leveduras,
grupo de microrganismos amplamente difundido em diversos ecossistemas com grande
adaptacédo e biodiversidade.

Um progresso consideravel € observado no desenvolvimento de pesquisas apontando
que o crescimento das plantas pode ser induzido por leveduras e seus metabdlitos. Alguns
de seus efeitos positivos podem ocorrer devido a solubilizacdo de nutrientes e a producéo de
diferentes horménios e enzimas que contribuem diretamente para o crescimento das plantas,
atuando como bioestimulantes.

Nesse contexto, os hormdnios, principalmente as giberelinas, sdo fundamentais na
promocdo da germinacdo atuando na quebra do tecido de reserva da semente e no

desenvolvimento da radicula. Aliado aos hormoénios, tem-se o uso de bioestimulantes a base



de reguladores vegetais sintéticos associados, que apresentam melhora na produtividade,
mas tem custo elevado para o produtor.

A reducéo do potencial de germinacgdo e vigor da semente evidencia o processo de
deterioracao, que inicia quando ela atinge o ponto de maturidade fisiol6gica, ainda no campo,
e se mantém durante o armazenamento por 6 a 8 meses, até a semeadura. Assim, a busca
pela manutengdo da qualidade fisiologica da semente € um desafio constante, pois esse
processo € inevitavel, progressivo e irreversivel.

A giberelina é um hormdnio com grande potencial a ser explorado na agricultura, com
acao benéfica na germinacdo das sementes, além de participar do desenvolvimento vegetal
e floragé@o das plantas. A aplicagéo desse horménio visa a producdo de compostos utilizaveis
para a agricultura com eficiéncia e baixos custos. Dessa forma, é necessaria a busca por
métodos de sintese de horménios que sejam economicamente mais viaveis para exploracao
na agricultura.

Nesse sentido, a hipdtese para esta pesquisa é de que o exsudado produzido pela
levedura e aplicado as sementes de soja atue na melhora da qualidade fisiol6gica da semente

€ Nna sua COhSGI’V&(}ﬁO durante o armazenamento.
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2.1

OBJETIVOS

Objetivo geral

Avaliar o efeito do exsudado do cultivo de levedura sobre o potencial fisiolégico de

sementes de soja e sua armazenabilidade.

2.2

Objetivos especificos

a) Detectar a produg&o de hormonios vegetais a partir do cultivo da levedura Rhodotorula
glutinis proveniente de flores de roseira;

b) Identificar e quantificar os horménios vegetais produzidos pela levedura Rhodotorula
glutinis;

c) Definir concentracdes adequadas do exsudado da levedura para o tratamento de
sementes de soja;

d) Avaliar o potencial fisiolégico de sementes de alface e soja tratadas com diferentes
concentragdes do exsudado da levedura Rhodotorula glutinis, utilizando testes de
germinagao e vigor;

e) Verificar se h& preservacéo do potencial fisiolégico de sementes de soja tratadas com

0 exsudado de levedura e armazenadas por seis meses.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Sementes de soja de alta qualidade

Os numeros expressivos referentes a producao de soja, 124.268 milhdes de toneladas
e produtividade média de 3.032 kg ha* (CONAB, 2022) na safra 2021/22, séo reflexo direto
do uso de sementes de alta qualidade combinado a boas praticas durante todo o processo de
producdo dos campos de sementes. A escolha de sementes de elevada qualidade permite o
acesso aos avangos genéticos e tecnoldgicos adaptados a diversas regides, assegurando
maiores produtividades (FRANCA NETO et al., 2016).

A qualidade de um lote de sementes é o resultado da interacdo de atributos genéticos,
fisicos, fisiologicos e sanitarios, determinando seu potencial de desempenho e,
consequentemente, o valor para a semeadura. Portanto, o potencial fisiol6gico compreende
0 conjunto de aptiddées que permite estimar a capacidade de um lote de sementes em
manifestar adequadamente suas fungdes vitais apos a semeadura (MARCOS FILHO, 2011).
No entanto, varios fatores durante a produgdo no campo, na operacdo de colheita, na
secagem, no beneficiamento, no armazenamento, no transporte e na semeadura podem
influenciar a qualidade da semente (KRZYZANOWSKI; FRANCA NETO; HENNING, 2018).

A germinacdo de sementes é um processo vital que culmina com a emergéncia do
embrido através de suas coberturas protetoras. Sob a 6tica da fisiologia vegetal, a germinacéo
inicia com a absorcao de agua pela semente seca e termina com a emergéncia da radicula
transpondo seus tecidos circundantes (TAIZ et al., 2017). Para a tecnologia de sementes, a
germinacdo compreende uma sequéncia ordenada de eventos metabdlicos que resulta no
reinicio do desenvolvimento do embrido, originando uma plantula normal (MARCOS FILHO,
2015).

Segundo Bewley e Black (1994), o processo de germinacdo ocorre em trés etapas:
1) a reativacdo, que compreende a embebicdo e a ativacdo da respiracdo e demais etapas
do metabolismo; 2) a indu¢cdo do crescimento através de processos bioquimicos; 3) o
crescimento propriamente dito, que culmina com a protrusdo da raiz primaria.

A soma total desse processo e das propriedades da semente que determinam o nivel
do potencial de atividade e desempenho da semente ou do lote de semente, durante a
germinagdo e emergéncia da plantula é conhecido como vigor (POPINIGIS, 1985).

Segundo Marcos Filho (2015), vigor é o reflexo de um conjunto de caracteristicas ou
propriedades que determinam o seu potencial fisiolégico, ou seja, a capacidade das sementes
de apresentarem desempenho adequado, quando expostas a diferentes condicdes

ambientais.



A literatura apresenta uma gama de relatos que destacam a veracidade do uso de
sementes de alta qualidade relacionado ao incremento da produtividade. Segundo Tavares et
al. (2013), a utilizacdo de sementes de alto vigor proporciona acréscimos superiores a 15%
no rendimento, em relagdo ao uso das sementes de baixo vigor. A deficiéncia hidrica do 1°
ao 10° dia apdés a emergéncia ndo interfere no rendimento e na qualidade fisiologica de
sementes da geracao F1, tanto daquelas de alto como as de baixo vigor.

Em avaliagéo do vigor de sementes e competicao intraespecifica em soja, Kolchinski,
Schuch e Peske (2005) relataram que as plantas provenientes das sementes de alto vigor
apresentaram 56% de incremento no indice de &rea foliar e 77% na producdo de matéria seca
e rendimento de sementes, sendo 35% superior em relagdo as plantas provenientes das
sementes de baixo vigor.

Em estudo sobre o desempenho produtivo de plantas de soja originadas de lotes de
sementes com niveis crescentes de vigor, Bagateli et al. (2019) relataram que plantas
desenvolvidas a partir de sementes com nivel de vigor de 95% apresentaram um crescimento
23% maior do que plantas desenvolvidas a partir de sementes com 65% de vigor,
independente do ano, gendétipo e momento de avaliacdo. Cada ponto porcentual de aumento
no nivel de vigor dos lotes testados pode resultar num acréscimo de até 28 kg ha?' no

rendimento de gréos.

3.2 Microrganismos promotores de crescimento de plantas (MPCP)

Ha grande diversidade de microrganismos presentes na natureza, dentre eles os que
possuem capacidade para produzir compostos promotores do crescimento de plantas como
as bactérias, os fungos filamentosos e as leveduras. Esses microrganismos colonizam interna
e externamente os 0rgdos das plantas e possuem a capacidade de estimular seu crescimento
e aumentar sua produtividade, reduzindo os niveis de estresse causados por fatores biéticos
e abioticos (GOMES et al., 2016).

Os beneficios diretos favorecem o crescimento da planta, pela producdo de horménios
que complementa a producao j& realizada pela prépria planta, aumentando sua velocidade de
crescimento (EL-TARABILY, 2004; NASSAR; EL-TARABILY; SIVASITHAMPARAM, 2005;
LIMTONG et al., 2014), por solubilizar fosfato e outros nutrientes do solo, tornando-os mais
disponiveis para a planta (NUTARATAT et al., 2014), originando a formac¢do de nodulos
fixadores de nitrogénio nas raizes de plantas da familia Fabaceae, além da potencializagéo
da relacdo de simbiose que forma esses ndédulos (SAHARAN; NEHRA, 2011). Outros

microrganismos somente potencializam a simbiose ja existente entre a planta e as bactérias



formadoras de nédulos e fixadoras de nitrogénio (SUBRAMANIAN; KRISHNAMOORTHY,
2015).

Os métodos indiretos diminuem ou previnem danos causados a planta, como o
combate a patégenos por meio da producdo de compostos antimicrobianos e/ou inducdo de
crescimento (IGNATOVA et al., 2015) e a diminuicdo dos niveis de etileno e o consequente
estimulo ao alongamento da raiz pela producao de 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC)
desaminase (GLICK et al.,, 2007), bem como o aumento da tolerancia da planta frente a
estresses abibticos (YANG; KLOEPPER; RYU, 2009; SAHARAN; NEHRA, 2011).

Dentre 0s microrganismos promotores do crescimento de plantas alguns sao utilizados
na composicao de biofertilizantes e bioestimulantes. Estdo entre eles as bactérias do género
Rhizobium que formam nédulos nas raizes de plantas da familia Fabaceae, onde fazem a
fixacdo de nitrogénio (MASSON-BOIVIN et al., 2009) e o Bacillus cereus que induz o aumento
da area de superficie da raiz (VESSEY; BUSS, 2002).

Efeitos benéficos do fungo Metarhizium sdo a promocdo do crescimento de plantas,
incremento da producdo primaria dos sistemas agricolas e protecdo contra insetos e
patdgenos (BARELLI et al., 2016). Um efeito comum é o desenvolvimento das raizes. Um
aumento significativo de raizes laterais e formacgfes de pelos radiculares foi identificado em
plantas tratadas com fungos do género Metarhizium, quando comparadas a plantas nédo
tratadas (SASAN; BIDOCKA, 2012). Fungos do género Trichoderma produzem horménios de
crescimento da planta, como as auxinas, acido abscisico (RAGHAVENDRA et al., 2010;
SIMON; PETRASEK, 2011) e acido 1-carboxilico-1-aminociclopropano (ACC) deaminase
(MARTINEZ-MEDINA et al., 2014). Essa enzima reduz a concentragio de ACC, que € um
precursor na metabolizacdo do etileno (hormonio que ajuda as plantas a sobreviverem em
condicdo de estresse) (HAN et al., 2015).

As leveduras, fungos unicelulares pertencentes em sua maioria ao filo Ascomycota,
com alguns representantes em Basidiomycota (BOTHA, 2011; MADIGAN; MARTINKO;
PARKER, 2012), também produzem muitos compostos bioativos importantes para as plantas,
tais como fitormdnios, aminoacidos, enzimas e vitaminas (MUKHERJEE; SEN, 2015). Por
esse motivo, algumas leveduras também sdo promotoras do crescimento de plantas e tém
sido bastante estudadas para o uso no biocontrole de doencas pos-colheita em frutos e
vegetais, e no combate a doencas foliares (LEE et al., 2017).

Leveduras s&o abundantes no solo, na rizosfera e nas folhas de diversas plantas. Sdo
Otimas como agentes de biocontrole, pois sdo o principal componente da comunidade
microbiana epifitica na superficie de folhas, frutas e vegetais, sendo fenotipicamente
adaptadas a esses nichos, capazes de colonizi-los e competir efetivamente por nutrientes e
espaco em sua superficie (EL-TARABILY, 2004). As leveduras também podem colonizar o

solo e as raizes das plantas, como a Candida tropicalis HY que coloniza o solo e se mostrou



efetiva na promocao do crescimento de arroz (AMPRAYN et al., 2012). Outro exemplo é o
Cryptococcus sp. NSE1 que se mostrou tolerante a metais pesados, protegendo a planta
Sedum plumbizincicola contra a toxicidade do cadmio (LIU et al., 2016).

Botha (2011) concluiu que as leveduras nao afetam somente o desenvolvimento
microbiano no solo, mas atuam também na formacdo de agregados do solo e na sua
manutengdo. Do mesmo modo, podem solubilizar fosfatos insoluveis, deixando-os mais
disponiveis para as plantas (NUTARATAT et al., 2014). A espécie Rhodotorula glutinis se
mostra com bom potencial na agricultura, pois sintetiza carotenoides, lipidios e enzimas que
sao utilizados na industria farmacéutica, cosmética e alimentar (HERNANDEZ-ALMANZA et
al., 2013). E redutora da micotoxina patulina sintetizada por Penicillium expansum em maca,
onde limita a acdo do patogeno (CASTORIA et al., 2005).

De acordo com Heling et al. (2016), a levedura Rhodotorula glutinis reduz a severidade
do crestamento bacteriano do feijoeiro em 53,70% e Carvalho (2017), aplicando células das
leveduras Rhodotorula glutinis e Sporidiobolus johnsonii em plantas de feijdo, concluiu que,
na dose 5 g L, houve reducdo da severidade do crestamento bacteriano comum no feijoeiro
em 62,73% e 49,88%, respectivamente, e que essas leveduras podem atuar como indutoras
de crescimento em plantas, evidenciando o seu potencial agrondmico.

Estudando a diversidade de leveduras no filoplano de cana-de-agucar, Limtong et al.
(2014) relataram a producdo de A&cido-3-indolacético (AIA) em 69 isolados através da
suplementacgéo com L-triptofano em seu meio de cultivo. Dentre os géneros estdo Rhodotorula
e Sporidiobolus que apresentaram valores maximos de 137 e 21,5 mg L*! de AIA,
respectivamente.

Nakayan et al. (2013) obtiveram producdo média de 8,9 ug mL* de AIA apés 5 dias de
cultivo em meio de cultura YEPD, complementado com triptofano, pelo isolado de Rhodotorula
mucilaginosa (CC2). Outras espécies de levedura também foram estudadas e os resultados
da producdo de AIA podem ser observados na literatura. Isolados de Candida valida,
Rhodotorula glutinis e Trichosporon asahii, produtores de AlA (29,5; 24,1; e 31,7 pug mL?
respectivamente) e giberelina (6,2; 4,5; e 7,7 ug mL? respectivamente), demonstraram
capacidade para atuarem como promotores de crescimento e controle biolégico de
fitopatégenos em beterraba, em experimentos em casa de vegetagéo (EL-TARABILY, 2004).

O isolado Lindera (Williopsis) saturnus, endofitico de raiz de milho, cultivado em meio
de cultura GP (Glicose e Peptona), produziu ao final de 7 dias de cultivo, 22,5 pg mL* de AIA,
e foi capaz de promover o crescimento de raizes e parte aérea de milho sob condi¢des
gnotobidticas (cultura pura) (NASSAR; EL-TARABILY; SIVASITHAMPARAM, 2005). O
isolado de Rhodotorula graminis, cultivado em meio de cultura YEPD, complementado com
triptofano, produziu, aproximadamente, 40 ug mL? ao final de 7 dias de cultivo (XIN; GLAWE;
DOTY, 2009).



3.3 Efeitos fisiol6gicos dos horménios em plantas

Nos vegetais superiores, a regulacéo e a coordenagéo do metabolismo, o crescimento
e a morfogénese dependem de sinais quimicos de uma parte da planta para outra. Os
vegetais produzem moléculas sinalizadoras, chamadas de hormdnios, responsaveis por
efeitos marcantes no desenvolvimento em baixas concentracfes. O desenvolvimento vegetal
€ regulado por nove horménios conhecidos: auxinas, giberelinas, citocininas, etileno, acido
abscisico, brassinosteroides, jasmonatos, acido salicilico e estrigolactonas (TAIZ et al., 2017).
AlteracBes na concentracdo hormonal dos tecidos podem mediar toda uma gama de
processos de desenvolvimento das plantas, muitos dos quais envolvem interagfes com 0s
fatores ambientais (CROZIER et al., 2000).

Segundo Davies (2010), as auxinas sdo consideradas hormodnios endégenos,
possuindo grande diversidade em relagédo aos efeitos fisiolégicos dos vegetais. Dentre 0s
efeitos relevantes estdo: alongamento celular, alongamento de caule, divisdo celular,
diferenciagéo do floema e do xilema, redugéo da senescéncia de folhas, retardo na abscisdo
de 6rgdos e desenvolvimento de partes florais.

As citocininas sdo hormonios ligados ao crescimento e desenvolvimento dos vegetais,
controlando o alongamento celular, a divisdo celular, o crescimento e a senescéncia foliar
(NISHIMURA et al., 2004). Esse hormonio regula a inibicAo da senescéncia, atuando na
sintese de proteina e retardando a queda das folhas e frutos (SALISBURY; ROSS, 2012).
Estimula o crescimento pela expansdo mais do que pelo alongamento (STOYNOVA et al.,
2004).

O etileno é considerado um horménio vegetal volatil, sendo produzido por quase todos
0s vegetais, que pode se difundir através de fontes exdgenas e enddgenas, bioldgicas e ndo
biologicas, tendo um papel de extrema importancia para o amadurecimento e senescéncia
dos frutos (VILAS BOAS, 2002). Duas enzimas especificas controlam a biossintese do etileno:
a sintase do ACC (&cido 1-aminociclopropano-1-carboxilico) e a oxidase do ACC (KLEE et al.,
1991).

O principal papel do etileno é o amadurecimento dos frutos, sendo conhecido como o
hormonio do amadurecimento, conforme o fruto cresce ocorre aumento na sintese do etileno
e a0 mesmo tempo aumenta a taxa respiratOria, até o0 momento que atinja um ponto chamado
de climatérico. A producgdo deste hormdnio ocorre quando o fruto estd maduro e acelera a
maturacao dos outros frutos (CASTRO; KLUGE; PERES, 2005; VIEIRA et al., 2010). O etileno
estimula a germinacéo e supera a dorméncia em diversas espécies (ABELES; MORGAN;

SALTVEIT, 1992). Em baixas doses, esse horménio pode promover a germinacdo e o



crescimento de gemas, estacas, raizes e bulbos, entretanto em concentracdes altas pode
inibir a germinacgéo (CASTRO; KLUGE; PERES, 2005, VIEIRA et al., 2010).

O acido abscisico (ABA) é um regulador de crescimento de plantas e pode estar
envolvido no controle de diversos processos fisiolégicos, como a abertura e fechamento de
estdmatos, a inibicdo da germinacgéo de embriées imaturos, a sintese de proteinas de estoque
de sementes e a tolerancia ao déficit de agua e ao estresse hidrico (SATO et al., 2001). E um
horménio vegetal natural, envolvido no controle da expressdo genética em importantes
processos fisioldgicos (LEUNG; GIRAUDAT, 1998). A principal funcdo deste horménio é
controlar o inicio e a manutencdo da dorméncia de sementes e de gemas e das respostas do
vegetal ao estresse, principalmente o estresse hidrico. Pode também influenciar outros
aspectos do desenvolvimento de uma planta, por agir antagonicamente com outros
fitormdnios (TAIZ et al., 2017). Um dos efeitos do ABA ¢é a inibicdo ou o atraso da germinagéo
de diversas espécies vegetais (VIEIRA et al., 2010). Aplicac¢des diretas de acido abscisico em
brotos ndo dormentes causam dorméncia, demonstrando que esse horménio é um potente
inibidor de germinacédo de sementes. Além disso, quando a dorméncia é quebrada com algum
tipo de tratamento, a concentragdo deste hormdnio diminuiu significativamente (SALISBURY;
ROSS, 2012).

Os brassinosteroides (BR) sdo essenciais para o crescimento e desenvolvimento das
plantas, pois regulam a divisdo e alongamento celular, o desenvolvimento reprodutivo, a
germinacdo de sementes, a floracdo, a senescéncia, a maturagdo e a abscisdo, além de
interferem na concentragdo de outros hormonios (EPHRITIKHINE et al., 1999; KERBAUY,
2012). Séo derivados do esteroide campesterol, por meio de rea¢es de oxidagao e reducao.
O campesterol é transformado em campestenol, quando este é oxidado a catatesrona e a
reasterona sdo percursores do brassinolideo. Existem inimeros BR, que se diferenciam
estruturalmente por serem esteroides contendo 27, 28 ou 29 carbonos em sua estrutura (TAIZ
et al., 2017).

O acido jasmonico é derivado de &cidos graxos de 18 carbonos (C18), com trés
ligagbes duplas entre carbonos, denominado &cido linolénico, derivado de lipidios da
membrana. Sua sintese ocorre por meio do &cido linolénico, que € derivado dos
octadecanoicos (FLOSS, 2011). Exerce uma série de efeitos nas plantas, promovendo ou
inibindo processos fisiolégicos, como: cessar o0 crescimento longitudinal, o comprimento e
duracdo do crescimento da raiz, a formacdo de clorofila, a formacéo de botbes florais, o
amadurecimento de frutos, a quebra de dorméncia, a germinacao de sementes, a senescéncia
de folhas, a abscisao foliar, a sintese de etileno, o enrolamento de gavinhas, a formacéo de
raizes e apresenta um efeito importante na defesa das plantas, quando ocorre injuria dos
orgdos (CASTRO; KLUGE; PERES, 2005; RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2007; FLOSS,
2008).
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Esse horménio tem a capacidade de atuar na expansdo e no alongamento celular,
melhorando a divisdo celular em cultura de tecido, principalmente no enraizamento. O controle
do desenvolvimento de raizes é influenciado por reguladores de crescimento, sendo, a auxina
0 Unico regulador que aumenta a formacgéao de primérdios radiculares (TAIZ et al., 2017).

A giberelina (GA) € um hormdnio vegetal encontrado em raizes, folhas, frutos e plantas
em germinacao e é conhecida por seus efeitos de elongagcéo de caule. Sua descoberta foi
realizada em estudos de um fungo fitopatogénico (Giberella fujikuroi), na cultura do arroz
(Oryza sativa) no ano de 1926, pelo cientista japonés Kurosawa. Entretanto, a ocorréncia da
doenca ja era presenciada por orizicultores que a conheciam como “bakanae ou doenca da
planta boba” pois causava um crescimento excepcional das plantas, mas suprimia a producao
de sementes (TAIZ et al., 2017).

Dentre as diversas funcdes desse horménio estdo a promogdo da germinacdo de
sementes de caracteristicas dormentes, o estimulo do crescimento de caules e raizes,
também chamado de elongagéo, a mudanga de estado juvenil para fases de reproducgéo e
maturacdo, a determinacdo do sexo de flores em algumas espécies e a inducao a iniciacao
floral e ao desenvolvimento e crescimento do tubo polinico (TUDZYNSKI, 1999). A acdo das
giberelinas ou dos &cidos giberélicos no processo germinativo € bem conhecido.

Segundo Metivier (1979), as giberelinas atuam no controle da hidrélise do tecido de
reserva para o fornecimento de energia ao embrido, promovendo o alongamento celular,
fazendo a radicula se desenvolver através do endosperma ou tegumento.

Na germinacdo, o horménio ativa as enzimas proteoliticas como amilase, protease e
ribonuclease, favorecendo a germinacdo e o vigor da semente. Na auséncia do horménio
giberelina, a semente perde a capacidade de germinacdo. Em algumas espécies vegetais, as
sementes sdo dormentes devido & auséncia do horménio, sendo necessario tratamento com
giberelina para superar a dorméncia. Entre as giberelinas, a GA1 é a mais eficiente, porém
com alto valor de mercado (RODRIGUES, 2010).

Os efeitos da giberelina no crescimento e desenvolvimento sdo o estimulo do
crescimento do caule em plantas anés e rosetas, a regulacdo da transicao da fase juvenil para
adulta, a influéncia na iniciacao floral e a determinacéo do sexo, promovendo a frutificagéo e
a germinacao de sementes. Os principais usos das giberelinas aplicadas por asperséo ou
imersdo incluem o controle do cultivo de frutas, a maltagem da cevada e o aumento da
producdo de aglcar em cana-de-agUcar. Em algumas plantas cultivadas, a reducédo na altura
€ desejavel, o que pode ser obtido pelo uso de inibidores da sintese de giberelinas (TAIZ et
al., 2017).

As giberelinas afetam muitos aspectos do crescimento e desenvolvimento das plantas.
Embora seja mais conhecida sua agao no alongamento, GA’'s também afetam os processos

reprodutivos de uma ampla variedade de plantas. Por exemplo, GA’s podem induzir a
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formacao de cones de coniferas, promover a floragdo das plantas que normalmente exigem
um sinal fotoperioédico ou tratamento de frio para floragdo. Para plantas que necessitam de
um ou mais dias longos para floracdo ou que requerem um tratamento frio, uma aplicagéo de
GA pode substituir o sinal ambiental. Giberelinas retardam a senescéncia de folhas e frutos e
promovem a germinacdo (HEDDEN; SPONSEL, 2015).

As GA’s sao sintetizadas em varias partes de uma planta, incluindo as sementes em
desenvolvimento, as sementes germinando, as folhas em desenvolvimento e os entrends em
alongamento. A rota biossintética, que inicia nos plastidios, leva a producdo de uma molécula
precursora linear contendo 20 atomos de carbono: o geranilgeranildifosfato (GGPP), que é
convertido em ent-caureno. Esse composto é oxidado sequencialmente por enzimas
associadas ao reticulo endoplasmaético, levando a GA12, a primeira GA formada em todas as
plantas estudadas até agora. Enzimas dioxigenases no citosol sdo capazes de oxidar GA12
em todas as outras giberelinas, em rotas que podem ser interconectadas de tal maneira que
formam uma complexa grade metabdlica. A expressdo do gene KNOXI no meristema apical
do caule reduz os niveis de GA por inibicdo de sua biossintese e promogé&o de sua inativagdo.
A biossintese da GA também é regulada pela inibicdo por retroalimentagéo, quando a GA
celular excede os niveis do limiar. A aplicagdo de GA exdgena causa regulacdo para baixo
(down regulation) dos genes GA200x e GA30x, cujos produtos catalisam as duas etapas finais
na formacao de GA’s bioativas (GAl e GA4) (TAIZ et al., 2017).

As giberelinas pertencentes a classe diterpendide tetraciclica dos hormdnios,
compreendem um grupo de mais de 136 constituintes naturais de plantas, mas apenas alguns
deles, por exemplo, GAl, GA3, GA4, GA5, GA6 e GA7 exibem atividade bioldgica (Figura 1).

Giberelinas GA;, GAs, GAge GA».
Figural Formas bioativas de giberelina.
Fonte: Taiz et al. (2017).

Sua biossintese é um processo de varias etapas, dividido entre plastidios, reticulo

endoplasmatico e citoplasma e efetuado por diversas familias de enzimas (Figura 2). A
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biossintese do ent-kaureno € restrita a plastidios e catalisada sucessivamente por duas
enzimas: ent-copalil difosfato sintase e ent-caureno sintase. As etapas subsequentes estédo
associadas ao reticulo endoplasmatico e sdo catalisadas pelas mono-oxigenases do
citocromo P450: acido ent-caurendico oxidase (KAO) e giberelina 13-oxidase (GA130x). A
giberelina GA12, um produto da KAO funciona como substrato para a enzima giberelina
20-oxidase (GA200x) e segue uma via que leva a GA4 e GA7 bioativos. Por outro lado, o
GA12 pode ser 13-hidroxilado de GA13ox a GA53, um substrato de entrada para GA200x em
uma via que leva as giberelinas bioativas GA1 e GA3. Em Arabidopsis, cinco genes GA200x
sdo conhecidos. A etapa final na qual as giberelinas bioativas sédo sintetizadas é realizada
pelas giberelinas 3-oxidases (GA30x), mas a composi¢ao e niveis sdo altamente dependentes
das espécies, tecidos e processos envolvidos (IGIELSKI; KEPCZYNSKA, 2017).

geranil geranil-PP — ent-copalil-PP —— ent-caureno CICLASES
PLASTIDEO |

GA;, GA,, GA,-aldeido «+— ent-caureno P450 MONO-
OXIGENASES
RETICULO ENDOPLASMATICO
GA,, GA,, — " GA,, — " GA,
CITOPLASMA ] l DIOXIGENASES

GAsg GAg

Figura 2 Biossintese das giberelinas.
Fonte: Taiz et al. (2017).

A giberelina induz novamente a sintese de alfa-amilase e outras enzimas na camada
de aleurona de cevada. Devido a esse efeito, as GA’s sdo amplamente utilizadas na industria
de malte para acelerar e regularizar a producdo de malte (CROZIER et al.,, 2000). A
germinacdo de sementes pode exigir giberelinas para uma das possiveis etapas: a ativacédo
do crescimento vegetativo do embrido, o enfraquecimento da camada do endosperma que
envolve o embrido e restringe seu crescimento ou a mobilizacéo das reservas energéticas do
endosperma. A aplicacdo de giberelinas estimula a producéo de numerosas hidrolases, como
a alfa-amilase, pelas células da camada de aleurona dos graos de cereais em geminacao
(TAIZ et al., 2017).
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Sob condi¢cdes normais na germinacdo de sementes, € o embrido que produz
giberelina que estimula a camada de aleurona (corpos definidos onde as proteinas sao
estocadas) a produzir alfa-amilase que, por sua vez, age sobre 0 amido presente nas células
do endosperma para converté-lo em acucar, tornando-o disponivel ao embrido em
crescimento. Nesse sistema a giberelina estd atuando como um efetuador que ativa os genes
controladores da sintese de alfa-amilase, normalmente reprimido (CUTTER, 2002).

Leite, Rosolem e Rodrigues (2003), estudando o efeito de giberelina e citocinina em
aplicacOes foliares para os dois compostos e via sementes para a giberelina, observaram que
a aplicacdo foliar de giberelina aumentou a altura de plantas, area foliar e a producdo de
matéria seca. A aplicacdo de citocinina durante o crescimento vegetativo ndo apresentou
efeitos significativos e a aplicagdo de giberelina mais citocinina diminuiu os efeitos da

giberelina.

3.4  Qualidade fisiol6gica da semente na armazenagem

As sementes sdo agrupadas em lotes e armazenadas. O armazenamento envolve
etapas que vao desde a maturidade fisiolégica da semente, ainda no campo, até 0 momento
em que ela é semeada e iniciam os processos de embebicdo e de germinagdo (FRANCA
NETO et al., 2016). O maior desafio, porém, esta relacionado ao fato de que as sementes,
organismos vivos e frageis, devem apresentar uma porcentagem de germinacgdo razoavel
(minimo 80%), apds terem sido mecanicamente colhidas, beneficiadas e armazenadas de
uma temporada de producdo a outra. Assim sendo, o objetivo do armazenamento das
sementes é manter a sua qualidade, desde que atingem o ponto de maturidade fisiolégica até
0 momento da semeadura, considerando que, em todo esse periodo, a qualidade ndo podera
ser melhorada, apenas mantida (LABBE; VILLELA, 2012). Por essa razdo, deve-se atentar
para o periodo que antecede o armazenamento, o qual podera comprometer a viabilidade da
semente, uma vez que o nivel de qualidade €é definido no campo (FRANCA NETO et al., 2016).

Apos o beneficiamento e o tratamento a semente passa pelo processo de ensaque. A
escolha da embalagem relaciona-se ao manejo necessario durante o periodo de
armazenamento e transporte, através da resisténcia a tensdo, a ruptura e a protegéo contra
insetos e roedores. Além disso, a embalagem pode transmitir informacées ao usuario,
apresentando as caracteristicas do produto e orienta¢des para sua utilizacao.

A deterioracdo das sementes pode estar associada as caracteristicas das
embalagens, dependendo da maior ou menor facilidade que possuam para as trocas de vapor
d’agua entre as sementes e a atmosfera e das condigdes do ambiente em que as sementes

permanecerdo armazenadas. Por essas razdes, € importante a escolha do material adequado
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para incrementar a qualidade do armazenamento. A fun¢éo do armazenamento é preservar a
qualidade inicial do produto, evitando sua deterioracdo. Durante o armazenamento os lotes
devem ser monitorados quanto a qualidade da semente e quanto a presenca de pragas e
doencas (MARCOS FILHO, 2005).

A manifestacdo mais evidente da deterioracdo é a reducao na taxa de crescimento das
plantulas, observado na primeira contagem de germinagdo, na massa seca de plantula, no
tamanho da plantula levando a reducao de vigor. Além do aumento do nimero de plantulas
anormais, condutividade elétrica, acidos graxos livres e presenca de patégenos. Portanto, a
deterioracdo é um processo gradativo e inicia no ponto de maturidade fisiolégica da semente.
E inevitavel, irreversivel e varia entre espécies, variedades e sementes individuais dentro de
um mesmo lote (LABBE; VILLELA, 2012).

A deterioracdo determina o desequilibrio funcional dos tecidos ativos provocando a
inativagdo progressiva do metabolismo construtivo e culminando com a morte. O declinio da
viabilidade de sementes com o decorrer do tempo ndo é a Unica manifestacdo do decréscimo
do potencial fisiolégico. As sementes envelhecidas podem reter sua capacidade de germinar,
mas 0 processo pode se tornar cada vez mais lento e as sementes passam a exibir
sensibilidade progressiva a estresses ambientais, antes que a viabilidade apresente
decréscimo significativo (MARCOS FILHO, 2015).

A adicdo de Stimulate® na dose de 500 mL 100 kg™ ao tratamento industrial de
sementes de soja ndo revestidas com defensivos agricolas nao prejudicou a qualidade
fisiolégica, independentemente do momento da aplicagcao, mas quando aplicado em sementes
recobertas com fungicidas e inseticidas, resultados superiores de germinagdo, vigor e
produtividade foram obtidos com o uso on farm do bioestimulante (PEREIRA et al., 2018).

Ramos et al. (2015) relataram que o condicionamento fisiolégico em sementes de
feifjdo com Stimulate® a 1% propiciou incremento no crescimento inicial de plantulas e
percentual germinativo acima de 80%, ap6s quatro meses de armazenamento em condi¢cfes
ambientais. O tratamento de sementes com 0 mesmo bioestimulante na dose de 0,75 L 100 kg
de semente proporcionou um maior comprimento de plantulas, todavia, ocorreu queda na
germinagdo, na velocidade de germinacdo e emergéncia. A cultivar BRS Horizonte obteve
melhores resultados de qualidade fisiologica, consequéncia da melhor qualidade inicial do
lote.

Em estudo sobre o armazenamento e a qualidade de sementes de tomate
enriguecidas com micronutrientes e reguladores de crescimento Albuquerque et al. (2010)
concluiram que a combinacdo dos reguladores de crescimento contidos no produto
Stimulate® promove aumento na velocidade de emergéncia das plantulas de tomate quando
aplicados na dose recomendada e na pré-semeadura; a atividade da enzima esterase

aumenta com o periodo de armazenamento das sementes de tomate, indicando aumento no
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processo de deterioracdo; o revestimento enriquecido com os micronutrientes e reguladores
de crescimento contidos nos produtos Starter®, Cellerate® e Stimulate® e o armazenamento
interferem na atividade da enzima endo-a-mananase em sementes de tomate; hd um aumento
no teor de proteinas totais em sementes de tomate com o aumento do periodo de

armazenamento.
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4 MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi realizada no Laboratério de Controle de Qualidade de Produtos
Agricolas (LACON) e no Laboratério de Avaliacdo de Sementes e Plantas (LASP) da
Universidade Estadual do Oeste do Parand (UNIOESTE), localizados no campus de
Cascavel.

Na Figura 3, visualiza-se o fluxograma do isolamento, identificacéo, processamento da

levedura, detecgéo e quantificagdo dos horménios produzidos e testes experimentais.
Isolamento e Identificacdo da levedura (HELING, 2016)
Rhodotorula glutinis (AH 14-3) (RG)
Inoculacéo

}

Cultivo da levedura

Centrifugacédo
Exsudado liofilizado Exsudado liquido

! !

Detecc¢éo e quantificagdo de fitormonios (AIA, AIB, GA4) (LC/MS/MS)

! !

Teste exsudado liofilizado Teste exsudado liquido

Aplicagéo do exsudado Aplicagéo do exsudado
em planta indicadora (alface) em sementes de soja
l pré-armazenamento

Aplicacdo do exsudado
em sementes de soja

Figura3 Fluxograma do isolamento, identificacdo, processamento da levedura, detecgéo e
guantificacéo dos fitormdnios e ensaios experimentais.
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4.1 Levedura

O isolado da levedura Rhodotorula glutinis (AH 14-3) estd cadastrado no Sistema
Nacional de Gestdo do Patrimbnio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado
(SisGen) sob o numero A85CDA?9 e foi obtido por Heling (2016).

A levedura Rhodotorula glutinis (AH 14-3) foi isolada de flores de roseira seguindo a
metodologia utilizada por Mautone (2008). Para sua identificacdo foram realizados testes
bioquimicos de fermentacdo de carboidratos, assimilagéo de fontes de carbono, assimilagédo
de fontes de nitrogénio, crescimento em temperaturas variadas, tolerancia ao 4cido acético e
osmolaridade, de acordo com a metodologia descrita por Dias e Schwan (2010).

O isolado de R. glutinis (Figura 4) foi preservado através do método de Castelani e
armazenado em frascos de vidro transparente com capacidade de 10 mL, contendo agua
destilada, autoclavados (ODDS, 1991).

Figura4 Isolado de Rhodotorula glutinis preservado.

4.1.1 Cultivo dalevedura

Para a reativagdo metabdlica e sua manutencao, o isolado R. glutinis foi semeado pela
técnica de estriamento em placas de Petri, contendo agar-YEPG (10 g de extrato de levedura,
20 g de peptona, 20 g de glicose e 20 g de agar), replicado a cada sete dias e mantido em
estufa bacterioldgica SL 101, Solab a 26 °C. Na sequéncia, com auxilio de uma alga de platina
esterilizada foi transferido o conteldo de duas alcas da cultura para Erlenmeyer, contendo
140 mL de caldo-YEPG (10 g de extrato de levedura, 20 g de peptona e 20 g de glicose) para
a producao do exsudado. O material foi mantido sob agitacdo constante de 150 rpm em mesa
agitadora orbital TE 141 Tecnal durante 14 dias. Apds esse periodo, os meios foram
centrifugados na Baby | Centrifuge 206 FANEM a 290 g por 5 minutos, efetuando-se a coleta

da parte sobrenadante e descarte do pellet formado. Em seguida, o sobrenadante foi
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transferido para frascos esterilizados e congelado a -6 °C (Figura 5). Nao foi realizada a
filtragcdo do sobrenadante.

Figura5 Cultivo da levedura Rhodotorula glutinis e obtengdo do exsudado.

4.1.2 Liofilizagéo

A liofilizacao foi realizada como método de preservacdo dos compostos nao volateis
presentes no exsudado da levedura. O método é fundamentado no congelamento de uma
amostra seguido da desidratacdo por sublimacéo e posterior dessor¢cdo. Dessa maneira, 0s
compostos da amostra mantém suas caracteristicas e atividade por um longo periodo.

Os frascos contendo o exsudado da levedura foram inicialmente congelados a -6 °C e
entdo encaminhados ao liofilizador (Figura 6). O processo ocorreu em condi¢gdes de vacuo
inicial + 1760 pHg; vacuo final 0 yHg e temperatura do condensador -30 °C. Apés 30 horas,
houve o fechamento das rolhas de borracha ainda sob condi¢ées de vacuo e término do
processo. O exsudado liofilizado foi armazenado a 3 °C até sua utilizagdo nos testes.
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Figura 6 Liofilizador de bancada Enterprise Il Terroni e exsudado liofilizado.

4.1.3 Deteccdo e quantificagdo dos fitormdnios presentes no exsudado de levedura

As analises do exsudado da levedura R. glutinis foram realizadas no Laborat6rio de
Anadlises de Residuos JM BioAnalises em Botucatu — SP, pelo método de Cromatografia
Liquida Acoplada a Espectrometria de Massa (LC/MS/MS).

As amostras do exsudado liquido congelado e do exsudado liofilizado foram
transportadas em caixa térmica via correio. Para proceder a analise, inicialmente, foi
preparado um mix com os fitormdnios a serem testados. Para tanto, foi pesado em balanca
analitica, aproximadamente, 0,010 g dos padrdes analiticos de zeatina ribosideo trans, acido
giberélico, acido 3-indolacético, acido salicilico, acido abscisico, acido indol-3-butirico, acido
jasmadnico, giberelina GA4 e ribosideo 6-(y,y-dimetilalilamino) purina, em baldo volumétrico de
10,0 mL. Completou-se o volume com metanol, levou-se a banho ultrassénico por 5 minutos
e agitou-se em vortex por 60 segundos.

Uma solucdo mix de, aproximadamente, 10,00 yg mL? em metanol (solugdo
intermediaria), foi utilizada para preparar a curva analitica. Essa solugédo mix foi diluida para
obtencéo das concentragées 200,0; 100,0; 50,0; 25,0; 12,5; 6,25; e 3,125 ng mL2. Sendo

entdo realizado o célculo do limite de quantificagdo (LQ) de 0,001 mg L™, pela Equagéo 1.

LQ =27 (1)

em que:

B Inclinag&o da curva de calibracéo;

o: Desvio padréo do intercepto com o eixo do Y de, ho minimo, 3 curvas de calibracao
construidas contendo concentragdes do analito, proximas ao suposto limite de quantificagao.

A sequir, foi realizada a pesagem em balanca analitica, aproximadamente, 0,1 g das
amostras e dilui-se em metanol, em baldo volumétrico de 10,0 mL. Injetaram-se 20 yL em
LC-MS/MS, Cromatografo Liquido Varian 325-MS. Fase mével A — Agua deionizada 100%; B
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— Metanol 100% (A fase movel foi composta de 30% do solvente A e 70% do solvente B), em
fluxo de 0,25 mL min™. Foi utilizada como fase estacionaria a coluna polaris C18-A (50 x
2,0 mm; 5 ym). Os resultados obtidos foram confrontados com os obtidos para os padroes em

detector de espectrometria de massas.

4.2 Procedimentos experimentais

Os experimentos desenvolvidos nesta pesquisa foram planejados e realizados com
base em pré-testes que orientaram a tomada de decisédo de cada etapa subsequente. Nos
testes de tratamento de sementes de alface e soja foi utilizado o exsudado liofilizado e no
tratamento de sementes de soja seguido de armazenagem optou-se por usar o exsudado
liguido. A dose do exsudado utilizada nos experimentos foi calculada de acordo com a dose
recomendada do produto comercial Stimulate® composto por cinetina 0,09 g L?, acido
giberélico 0,05 g L* e acido 4-indol-3-ilbutirico 0,05 g L. Os célculos das concentracdes
testadas foram feitos considerando-se a concentragdo dos fitorm6nios componentes do
Stimulate®, comparando-os com as concentracdes de fitormdnios presentes no exsudado da

levedura.

4.2.1 Tratamento de sementes de alface com exsudado de levedura

Neste experimento o exsudado liofilizado foi utilizado no tratamento de sementes de
alface e a escolha da cultura ocorreu devido a sua grande sensibilidade a compostos
metabolicos, principalmente no desenvolvimento de plantulas (FERREIRA; AQUILA, 2000) se
tornando uma planta indicadora em diferentes testes.

O experimento foi realizado como pré-teste para sele¢cdo de concentracdes do
exsudado da levedura baseado nos possiveis efeitos sobre a germinacdo e o
desenvolvimento inicial de sementes de alface.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC), com cinco
tratamentos, contendo quatro repeticdes com 100 sementes cada, totalizando 400 sementes
por tratamento. Os tratamentos foram: testemunha (adgua destilada), 12,5 mg mL?, 25,0 mg
mL?, 37,5 mg mL? e 50,0 mg mL* do exsudado da levedura.

As sementes de alface crespa Lactuca sativa da variedade Grand rapids, da safra
2015/2015 foram adquiridas comercialmente e pertencem a categoria S2, com 91% de
germinacao e 99% de pureza. Os tratamentos foram preparados com a pesagem do exsudado

de cada concentracdo em balanca analitica e sua ressuspensdo em agua destilada. As
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sementes foram colocadas em sacos plasticos e tratadas com a dose de 1 mL de cada
concentracdo do exsudado, agitadas por 1 min e secas naturalmente por 60 minutos.

O teste de germinacgéo foi realizado com o auxilio de caixas plasticas do tipo Gerbox
(unidades experimentais), com duas folhas de papel Germitest umedecidas em &agua
destilada, com 2,5 vezes o peso do papel, acondicionadas em camara de germinagcdo com
cobertura de vidro para entrada de luz natural a 20 °C, por 7 dias (BRASIL, 2009). Os
parametros avaliados foram: porcentagem de germinacgéo (G%), comprimento médio da parte
aérea (CPA), comprimento médio da raiz (CR), massa seca (MS) e indice de velocidade de
germinacgéo (IVG).

Para o desempenho de plantula (CPA e CR), a medicao foi realizada com auxilio de
um paquimetro e os resultados expressos em centimetros (cm). Na determinagcdo da massa
seca, retirados os cotilédones, as plantulas foram pesadas em balanca analitica, colocadas
em sacos de papel e levadas para secar em estufa TE-394/1 TECNAL com circulagdo forcada
de ar regulada a temperatura de 60 °C, por 24 horas. Em seguida, foi realizada a pesagem
do material seco em balanga analitica Shimadsu AY220, obtendo-se, entdo, a massa seca,
com precisdo de 0,001 g. Os resultados foram expressos em gramas por plantula
(NAKAGAWA, 1999). Para o célculo do indice de velocidade de germinacdo (IVG), a
contagem diaria do numero de sementes germinadas, foi realizada segundo a metodologia
proposta por Maguire (1962).

Os dados obtidos foram sujeitos ao teste de normalidade de Anderson-Darling e
andlise de variancia (ANOVA). Quando o p-valor foi significativo para as médias, elas foram
comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de significancia. Havendo diferenca significativa entre
as concentracdes foram realizadas analises de regressdo pelos programas estatisticos
Minitab (MINITAB, 2017) e Sisvar (FERREIRA, 2019).

4.2.2 Efeito do exsudado produzido por levedura e aplicado em sementes de soja

sobre o potencial fisiol6gico

Considerando os resultados obtidos no teste em alface, a quantidade e concentracao
dos fitormdnios detectados no exsudado, os tratamentos para o0 teste em soja foram
dimensionados.

A cultivar de soja TMG 7262 RR tecnologia INOX safra 2017/2018 foi selecionada,
dentre outras quatro cultivares testadas, por apresentar os melhores resultados relacionados
a promogédo de crescimento das plantulas de soja. Essa cultivar se encontra devidamente
registrada sob o numero 28689 no Registro Nacional de Cultivares, do Ministério da

Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA).
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A conducédo do experimento foi realizada em delineamento inteiramente casualizado
(DIC), com sete tratamentos contendo cinco repeticdes (rolos de papel) com 20 sementes
cada, totalizando 100 sementes por tratamento. As concentragbes do exsudado produzido
pela levedura Rhodotorula glutinis foram: 25,0; 50,0; 75,0; 100,0; 125,0 e 150,0 mg mL™,
sendo a testemunha constituida por agua destilada.

Os tratamentos foram preparados a partir da reconstituicdo do exsudado liofilizado em
agua destilada, seguindo as concentracdes testadas. O tratamento das sementes foi realizado
na dose de 1 mL para 17 g de sementes (100 sementes) que foram acondicionadas em sacos
plasticos com capacidade de 1,0 Kg, agitadas durante um minuto e secas naturalmente por
60 minutos.

O potencial fisiologico das sementes foi avaliado por meio de testes de germinagédo e
vigor associados a andlise de imagem fornecida pelo software VIGOR-S (GOMES JUNIOR,
2020). Os parametros avaliados foram: porcentagem de germinacdo (G%), comprimento
médio do hipocétilo (CH), comprimento médio da radicula (CR), indice de vigor (IV) e indice
de crescimento (CR).

Para o teste de germinacao, cinco repeticbes de 20 sementes por tratamento foram
distribuidas sobre duas folhas de papel Germitest umedecidas com quantidade de agua
equivalente a 2,5 vezes a massa do papel. As sementes, dispostas no sentido longitudinal
(duas fileiras no terco superior do papel), foram cobertas com uma terceira folha e os rolos
colocados em germinador a 25 °C durante trés dias, em auséncia de luz (GOMES JUNIOR,
2020). Para a avaliacdo no software VIGOR-S, as plantulas foram digitalizadas na resolugéo
de 300 dpi por meio de escaner HP Deskjet 3522. Posteriormente, as imagens foram
analisadas pelo software, que forneceu valores numéricos referentes a um indice de vigor
(valores de 0 a 1000, diretamente proporcionais ao vigor), ao crescimento das plantulas e a
uniformidade de desenvolvimento (também de 0 a 1000), além dos valores do comprimento

médio das plantulas, em centimetros (Figura 7).
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Figura7 Teste de germinagdo associado a andlise de imagem.

Os dados obtidos foram sujeitos ao teste de normalidade de Anderson-Darling e
analise de variancia (ANOVA). Quando o p-valor foi significativo para as médias, elas foram
comparadas por meio do teste de Tukey, a 5% de significAncia. Havendo diferenca
significativa entre as concentracbes foram realizadas andlises de regressdo através do
programa estatistico Minitab (MINITAB, 2017) e Sisvar (FERREIRA, 2019).

4.2.3 Potencial fisiol6gico da soja armazenada ap6s o tratamento das sementes com
0 exsudado da levedura Rhodotorula glutinis

Antes da montagem do experimento, foram realizados pré-testes com o exsudado
liofilizado e com o exsudado liquido aplicados nas cultivares de soja TMG 7262 RR e Brasmax
Lanca 58I60RSF IPRO. Os resultados orientaram a escolha da cultivar Brasmax Langa
58I60RSF IPRO da safra 2019/2020 com 99% de pureza, 91% de germinacéo, 87% de vigor,
pertencente a classe Cl. As sementes foram cedidas pela Coopavel Cooperativa
Agroindustrial. O cultivar de soja TMG 7262 RR nédo apresentou o potencial fisioldgico
necessario para o experimento.

Inicialmente as sementes de soja foram quarteadas e pesadas em 6 amostras de 2 Kg
cada uma para realizacdo do tratamento. As concentracdes do exsudado da levedura foram
determinadas a partir da deteccao e quantificacdo das auxinas acido 3-indolacético (AlA) e
acido 3-indolbutirico (AIB) no exsudado liquido e da construcdo de uma curva padrao para o
preparo dos tratamentos (Tabela 1). O tratamento das sementes foi realizado na dose de

113 mL para 2 kg de sementes que foram acondicionadas em bandejas plasticas com
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capacidade para 5,0 Kg, agitadas até a cobertura de todas as sementes com o exsudado e
secas naturalmente por 24 horas.

Tabelal Concentracdes do exsudado da levedura Rhodotorula glutinis para tratamento de
sementes de soja

Concentragdes (%) Exsudado da levedura (mL) Agua destilada (mL)
Testemunha 0,0 113,0
25 28,2 84,8
50 56,5 56,5
75 84,8 28,2
100 113,0 0,0

Na sequéncia, cada amostra de 2 Kg foi dividida em subamostras para a realizagdo
dos testes de germinacao e vigor ao longo do periodo de armazenamento. As sementes foram
acondicionadas em embalagens de rafia nas dimensdes 24x38 cm, com capacidade para 5kg
e mantidas por 180 dias (6 meses) em sala arejada, isolada e com controle de temperatura e
umidade relativa, para simular a armazenagem em condi¢cdes de ambiente natural (Figura 8).
Durante o periodo de armazenamento os testes de germinacao e vigor foram realizados aos
0, 60 e 180 dias e, precedendo a montagem, foi feito o pré-condicionamento das sementes,
de acordo com as recomendacfes das Regras para Andlise de Sementes (BRASIL, 2009).

Para avaliac@o do potencial fisioldgico da soja tratada com o exsudado da levedura e
armazenada, o experimento foi conduzido em delineamento em blocos casualizados (DBC)
bifatorial 3 x 5, sendo o fator 1 armazenagem (0, 60 e 180 dias) e o fator 2 diferentes
concentracdes do exsudado da levedura (Testemunha, 25, 50, 75 e 100%), com 4 repeticdes
por tratamento. Os parametros avaliados foram a porcentagem de germinagdo, 0
comprimento médio da raiz, o comprimento médio da parte aérea, a massa seca, a

condutividade elétrica, o indice de velocidade de emergéncia e a velocidade de emergéncia.
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Tratamentos

Figura8 Tratamento das sementes de soja com exsudado de levedura e armazenagem.

Antes do inicio dos testes, em cada tempo de armazenamento, foi determinado o teor
de &gua da semente pelo método da estufa (105 °C), de acordo com as Regras para Analise
de Sementes (BRASIL, 2009).

Para o teste de germinacdo, 5 repeticdes de 20 sementes por tratamento foram
distribuidas sobre duas folhas de papel Germitest umedecidas com quantidade de agua
equivalente a 2,5 vezes a massa do papel. As sementes, dispostas no sentido longitudinal
(duas fileiras no terco superior do papel), foram cobertas com uma terceira folha e os rolos
colocados em Demanda Bioquimica de Oxigénio (B.O.D.), a 25 °C com fotoperiodo de
12/12 horas, durante sete dias (BRASIL, 2009). O comprimento médio da raiz e o
comprimento médio da parte aérea foram determinados por medicao com régua milimetrada
e o0s valores expressos em centimetros.

Na determinacdo da massa seca, retirados os cotilédones, as plantulas foram pesadas
em balanca analitica, colocadas em sacos de papel e levadas para secar em estufa TE-394/1
TECNAL com circulacéo forcada de ar regulada a temperatura de 60 °C, por 24 horas. Em
seguida, a pesagem do material seco foi realizada em balanca analitica Shimadsu AY?220,
obtendo-se, entdo, a massa seca, com precisdo de 0,001 g. Os resultados foram expressos
em grama por plantula (NAKAGAWA, 1999).

O teste de condutividade elétrica foi realizado com 4 repeticdes de 50 sementes por
tratamento que foram pesadas, colocadas para embeber em 75 mL de agua deionizada e
mantidas em germinador a 25 °C, por 24 horas. Ap6s a embebicdo, a condutividade elétrica
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da solugéo foi medida em condutivimetro TEC-4MP TECNAL e os resultados expressos
em uS cm? g (VIEIRA; MARCOS FILHO, 2020).

No teste de germinagcéo em areia, 4 repeticdes de 50 sementes por tratamento foram
semeadas em areia de granulometria média, primeiro uso e distribuidas em caixas plasticas
com capacidade de 3,0 L. O célculo da capacidade de retencéo de 4gua na areia foi realizado
de acordo com as Regras para Andlise de Sementes (RAS) e o ambiente laboratorial foi
mantido climatizado a 25 °C. O experimento foi umedecido com a quantidade de agua
calculada (BRASIL, 2009).

Para a contagem, foram adotados os critérios de Schuab et al. (2006), em que a
contagem inicia a partir da primeira plantula emergida com os cotilédones acima do nivel da
areia e, a partir disso, a contagem foi realizada diariamente, sem remocé&o das plantulas. Ao
fim, foi gerado um valor cumulativo, subtraido da contagem de cada dia anterior, obtendo-se,
assim, o nimero exato de plantulas emergidas em cada dia.

Desses dados, foram determinados a Velocidade de Emergéncia (VE), segundo
Edmond e Drapala (1958) (Equacéo 2), e o indice de Velocidade de Emergéncia (IVE), de
acordo com Maguire (1962) (Equagéo 3).

(N1.G1) + (N2.G2) +...+ (Nn . Gn)

VE = G1+G2+.+0Cn (2)
61, G2 Gn
VE= S+ 24 43 3)
em que:

G = numero de plantulas emergidas observadas em cada contagem;

N = nimero de dias da semeadura a cada contagem.

Os dados obtidos foram sujeitos ao teste de normalidade de Anderson-Darling e
andlise de variancia (ANOVA). Quando o p-valor foi significativo para as médias, elas foram
comparadas por meio do teste de Tukey, a 5% de significancia. Havendo diferenca
significativa entre as concentracdes foram realizadas andlises de regresséo, pelos programas
estatisticos Minitab (MINITAB, 2017) e Sisvar (FERREIRA, 2019).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Deteccdo e quantificacao de fitorménios

As andlises do exsudado da levedura Rhodotorula glutinis (AH 14-3) detectaram
sintese de fitormdnios (Tabela 2). No exsudado liofilizado houve sintese de 70 ug g* de
giberelina GA4, mas as auxinas acido 3-indolacético (AlA) e acido 3-indolbutirico (AIB) nédo
foram detectadas, o que pode ter ocorrido em fung&o do limite de quantificacdo do método
analitico. Porém, no exsudado liquido foram detectados 650 ug mL* de acido 3-indolacético
(AIA) e 1,040 pug mL* de &cido 3-indolbutirico (AIB), mas nédo houve deteccdo da GA4.

Tabela 2 Producao de fitormbnios pela levedura Rhodotorula glutinis (AH 14-3)

LQ R. glutinis LQ R. glutinis
Hormonio Mg g liofilizado ygg* pgmL?' liguido uyg mL?

Zeatina ribosideo trans 0,001 < 0,001 0,01 <0,01
Acido giberélico 0,001 < 0,001 0,01 <0,01
Acido 3-indolacético 0,001 < 0,001 0,01 650

Acido salicilico 0,001 < 0,001 0,01 <0,01
Acido abscisico 0,001 < 0,001 0,01 <0,01
Acido 3-indolbutirico 0,001 < 0,001 0,01 1.040
Acido jasménico 0,001 < 0,001 0,01 <0,01
Giberelina GA4 0,001 70 0,01 <0,01
Ribosideo 6- (y,y- dimethylallylamino) 0,001 < 0,001 0,01 <0,01

Nota: LQ: limite de quantificacéo.

Essas diferencas podem estar relacionadas ao método de liofilizacdo que, de acordo
com Has et al. (2020), é utilizado para preservar as células da levedura e seus metabdlitos
(giberelina GA4). Com relacdo ao exsudado liquido a auséncia da giberelina GA4 pode ter
ocorrido devido ao longo periodo de cultivo da levedura (14 dias). Na Figura 9, visualiza-se a
curva de crescimento da levedura com o ponto maximo de sintese de fitormo6nios entre 20 e
30 horas apo6s o inicio do cultivo, seguido por uma queda gradual que caracteriza a fase de
declinio da curva. Durante o restante do periodo de cultivo, provavelmente, houve degradacéo
da giberelina influenciada por alteragbes na composicdo do meio. Carvalho (2020),
trabalhando com o mesmo isolado da levedura, detectou 0,476 ug mL™* de giberelina do tipo
GA4, 0,604 ug mL*de &cido 3-indolacético (AIA) e 1,043 ug mLde acido 3-indolbutirico (AIB)
em quantidades muito semelhantes ao detectado no presente estudo, porém em sete dias de
cultivo. Assim, entende-se que o periodo de cultivo da levedura Rhodotorula glutinis (AH 14-3)

nao deve exceder os sete dias.
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Figura9 Curva de crescimento da levedura Rhodotorula glutinis.

Os mecanismos de sintese de auxinas por leveduras tém sido relatados de duas
formas: dependente e independente de triptofano (Trp). A producédo é regulada por varios
fatores como a cepa utilizada, sua fase de crescimento, a concentragdo do precursor e 0s
componentes do meio de cultivo. Assim, cada levedura tem suas caracteristicas para sintese
de auxinas (FERNANDEZ-SAN MILLAN et al., 2020; HERNANDEZ-FERNANDEZ et al.,
2021). No presente estudo, o método utilizado para o cultivo da levedura e producédo do
exsudado nao foi acrescido de qualquer precursor de sintese de AlA. Por esse motivo,
acredita-se que a levedura Rhodotorula glutinis utilize vias independentes de triptofano para
sintetizar auxinas.

A sintese de fitormdnios por leveduras tem sido amplamente apresentada na literatura
como uma alternativa sustentavel para a agricultura (HERNANDEZ-FERNANDEZ et al.,
2021), podendo atuar como biofertilizantes na promocao de crescimento das plantas (FU et
al., 2016; PENG et al., 2018; PANDI et al., 2019).

De acordo com Nutaratat et al. (2014), os niveis de sintese de fitormdnios por
leveduras s&o considerados altos quando detectados acima de 10 pg mL-1. Sendo assim, a
levedura Rhodotorula glutinis utilizada neste trabalho apresentou um nivel alto de sintese de
giberelina (70 pg g-1), mostrando seu potencial na promocéo do crescimento de plantas.

Em estudo avaliando a capacidade da levedura Saccharomyces cerevisiae para
producdo de giberelina Tawfig, AL-Shaheen e AL-Ani (2018) constataram a sintese de
799 pug mL-1 de GA3 em meio liquido. Também Pandi et al. (2019) detectaram altos niveis
(aprox. 1.000 pg mL-1) de giberelina GA3 em isolados de leveduras do solo. Assim como
Carvalho (2020), que demonstrou a sintese de 0,476 pg mL-1 de giberelina GA4, a partir do
mesmo isolado de levedura do presente estudo.

Outra classe de fitormonio sintetizada por leveduras séo as auxinas, que apresentam
funcdes relacionadas ao alongamento e divisdo celular e tém como principal representante o
acido 3-indolacético (AIA) (TAIZ et al., 2017). Neste estudo, a levedura Rhodotorula glutinis
sintetizou 650 pug mL-1 de AIA e 1.040 yg mL* de AIB que, segundo Nutaratat et al. (2014),
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séo considerados valores altos de auxinas. O efeito do &cido 3-indolacético esta na promocéo
de crescimento de raizes e caules, pelo alongamento das células recém-formadas nos
meristemas; ja o acido 3-indolbutirico € uma forma mais estavel do AIA diretamente
relacionada com o desenvolvimento das raizes (TSAVKELOVA et al., 2007; GLICK, 2012;
FRICK; STRADER, 2018).

Outros autores também identificaram a sintese de auxina pelo género Rhodotorula, o
gue comprova a capacidade dessa levedura de promover o crescimento e desenvolvimento
das plantas. Ignatova et al. (2015) relataram a sintese de 45,3 uyg mL* de auxina por um
isolado de R. mucilaginosa, assim como El-Tarabily (2004) que, trabalhando com um isolado
de R. glutinis, observou a produgdo de 24,1 uyg mL* de auxina. A variacdo nos resultados
pode ser explicada pelo método utilizado para a deteccdo dos hormdénios. Os autores
gquantificaram por colorimetria, sendo a precisdo desse método inferior a do método de
cromatografia liquida de alta eficiéncia, acoplada a espectrdmetro de massas. Nutaratat et al.
(2014) também relataram a producéo de 2,8 mg g* e 29,3 mg g* de &cido 3-indolacético,
pelos isolados R. taiwanensis e R. paludigenum, respectivamente.

Diante dos resultados apresentados, verificou-se que tanto o exsudado liofilizado
guanto o exsudado liquido da levedura tém potencial para promover o crescimento e o
desenvolvimento de plantas. Esse fato direcionou a pesquisa para os ensaios com testes de

diferentes concentracdes dos exsudados no tratamento de sementes de alface e soja.

5.2 Tratamento de sementes de alface com exsudado liofilizado de levedura

A andlise descritiva e a analise de variancia, para as diferentes concentracdes do
exsudado de levedura em sementes de alface (Tabela 3), indicaram normalidade nos dados
das varidveis analisadas pelo teste de Anderson-Darling. Para o teste F (p-valor), houve
diferenca significativa para comprimento de parte aérea (CPA) e comprimento da raiz (CR),
com valores de 0,001 e 0,008, respectivamente. As variaveis porcentagem de germinacao
(G%), indice de velocidade de germinagédo (IVG) e massa seca (MS) ndo apresentaram

diferenca significativa.
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Tabela3 Resumo da andlise descritiva e da andlise de variancia para as diferentes
concentracdes do exsudado de levedura em sementes de alface

G (%) IVG CPA (cm) CR (cm) MS (g)
Média 99,15 30,97 1,378 1,523 0,071
C.V. (%) 1,24 20,14 21,71 24,29 7,15
Anderson-Darling 0,005 0,065 s 0,487 " 0,060 0,655
p-valor ANOVA 0,153 "s 0,067 s 0,001 * 0,008 * 0,433 "s

Notas: Porcentagem de germinacéo (%G), indice de velocidade de germinacao (IVG), comprimento
de parte aérea (CPA), comprimento de raiz (CR) e massa seca (MS).

C.V. = coeficiente de variagdo; ns = ndo significativo; * = significativo pelo teste F (p=0,05).

Dentre as variaveis analisadas (Tabela 4), a porcentagem de germinacao (%G) se
destacou na presenca de 12,5 mg mL* do exsudado, indicando 100% de germinacdo das
sementes de alface, porém, ndo houve diferencga estatistica entre as concentra¢des, quando
comparadas a testemunha. Esse resultado pode estar relacionado aos parametros de vigor e
germinacdao iniciais da semente.

Para o indice de velocidade de germinacédo (IVG) e massa de matéria seca (MS) as
concentragdes do exsudado da levedura também ndo apresentaram diferenca significativa,
mesmo que quanto maiores os valores, maior seja a velocidade de germinagéo e o tamanho
da plantula, respectivamente. Fernandez-San Millan et al. (2020) relataram resultados
semelhantes para porcentagem de germinacdo e indice de velocidade de germinagéo,
guando testaram o efeito da inocula¢@o de suspensao celular de 69 leveduras em sementes
de tabaco e alface. No entanto, observaram aumento significativo da massa de matéria seca
das plantulas, diferindo do presente estudo. Cabrini, Sala e Magri (2019), trabalhando com
inoculacdo de células da levedura Torulaspora globosa em sementes de alface, também
observaram aumento na massa seca de raizes e um incremento de 27% na massa fresca da

parte aérea da alface, relacionado a sintese de AlA pela levedura.

Tabela4 Valores médios obtidos para porcentagem de germinagdo (%G), indice de
velocidade de germinacdo (IVG), comprimento de parte aérea (CPA),
comprimento de raiz (CR) e massa seca (MS) em sementes de alface tratadas
com diferentes concentracdes do exsudado da levedura Rhodotorula glutinis

Concentracfes do

exsudadq da levedura G (%) IVG CPA (cm) CR (cm) MS (g)
Agua 99,50 23,22 1,16 a 125a 0,07
12,5 mg mL* 100,00 32,47 1,17 a 1,17 a 0,07
25,0 mg mL1 98,75 34,43 1,27 a 1,42 a 0,07
37,5 mg mL? 99,50 32,76 1,45 ab 1,52 ab 0,08
50,0 mg mL? 98,00 31,97 183b 2,04 b 0,07

Nota: Meédias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de
significancia.
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As sementes de alface tratadas com as concentra¢ées 37,5 mg mL? e 50,0 mg mL™*
do exsudado da levedura apresentaram os valores 1,45 cm e 1,83 cm, respectivamente,
referentes ao comprimento da parte aérea (CPA). A concentracdo 37,5 mg mL? néo diferiu
estatisticamente da agua, da concentracdo 12,5 mg mL* e 25,0 mg mL?, porém, em
50,0 mg mL* do exsudado, observou-se diferenca significativa quando comparada as demais
concentracdes, evidenciando o efeito promotor de crescimento. Com relacdo a variavel
comprimento de raiz (CR), a concentracédo 50,0 mg mL™* do exsudado foi a de maior destaque,
apresentando 2,04 cm, estatisticamente igual a 37,5 mg mL?, mas diferindo das demais
concentracdes (Tabela 4).

Na Figura 10, visualizam-se as linhas de tendéncia desenhadas a partir da analise de
regressao significativa para o modelo quadratico no CPA e no CR das plantulas de alface.
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Figura 10 Anadlise de regressdo do comprimento da parte aérea (CPA) e do comprimento de raiz
(CR) de plantulas de alface tratadas com diferentes concentracées do exsudado da
levedura Rhodotorula glutinis.

Verifica-se claramente que existe uma relacdo diretamente proporcional entre o
desempenho de plantula e a concentragdo do exsudado. Conforme aumenta a concentracao
do exsudado da levedura, ocorre também aumento do comprimento de parte aérea e raiz das
plantulas de alface. Esse comportamento pode estar relacionado a presenca de giberelina
GA4 no exsudado da levedura, conforme resultado apresentado na Tabela 2. Segundo
Hedden e Sponsel (2015), o alongamento celular em caules e raizes é o efeito mais comum
das giberelinas no crescimento das plantas e ocorre devido ao relaxamento da parede celular
e ndo ao aumento de turgidez da célula. Binenbaum, Weinstain e Shani (2018) relataram que
as giberelinas bioativas, como a GA4, podem permanecer acumuladas em locais especificos
como na zona de alongamento da raiz e no hipocotilo, o que promove diretamente o
crescimento das plantas, o que é corroborado pelos resultados desta pesquisa.

Trabalho realizado por Nassar, El-Tarabily e Sivasithamparam (2005) identificaram
que a levedura Williopsis saturnus produz acido indolacético (AlA) in vitro e promove o
desenvolvimento dos brotos e raizes de plantulas de milho. Em complemento a esse fato,

Oliveira (2016) testou linhagens de leveduras (Torulaspora globosa, Trichosporon asabhii,
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Rhodoturola mucilaginosa e Meyerozyma guilliermondii) para o desenvolvimento de tecido
vegetal, avaliando in vitro a sintese de acido 3-indolacético e a solubiliza¢éo de fosfato.

Este experimento revelou que a concentragdo de 50 mg mL™ do exsudado liofilizado
da levedura aumentou 58% o comprimento da parte aérea e 74% o comprimento da raiz. Os
nameros confirmam a efetividade do exsudado da levedura para o crescimento das plantulas
de alface. Esse 6timo resultado instigou a continuidade dos testes, com a reorganizacao das
concentragdes do exsudado em sementes de soja.

5.3 Efeito do tratamento de sementes de soja com exsudado da levedura
Rhodotorula glutinis sobre o potencial fisiolégico

A andlise descritiva e a analise de variancia, para as diferentes concentra¢des do
exsudado de levedura em sementes de soja (Tabela 5) indicaram normalidade nos dados das
variaveis analisadas pelo teste de Anderson-Darling. Para o teste F (p-valor) houve diferenca
significativa para comprimento do hipocétilo (CH), comprimento da raiz (CR), indice de vigor
(IV) e indice de crescimento (IC). No entanto, a porcentagem de germinagédo (G%) nao foi
significativa. Na sequéncia, foi realizada a analise de regressao para CH, CR, IV e IC, porém,

ndo apresentaram diferenca significativa para os modelos testados.

Tabela5 Resumo da andlise descritiva e da andlise de variancia para as diferentes
concentracdes do exsudado de levedura em sementes de soja

G (%) CH (cm) CR (cm) v IC
Média 97,85 1,644 4,049 501,4 449,9
C.V. (%) 3,34 16,6 23,71 28,18 22,97
Anderson-Darling 0,005 0,200ns 0,111ns 0,584ns 0,115ns
p-valor ANOVA 0,121ns 0,000* 0,000* 0,000* 0,000*

Notas: C.V. = coeficiente de variacédo; ns = nao significativo; * = significativo pelo teste F (p=0,05).

Porcentagem de germinagéo (%G), comprimento do hipocétilo (CH), comprimento de raiz (CR)
e indice de vigor (IV) e indice de crescimento (IC).

O exsudado produzido pela levedura Rhodotorula glutinis apresentou efeito benéfico
sobre o potencial fisiolégico das sementes de soja. As variaveis comprimento do hipocétilo
(CH), comprimento da raiz (CR), indice de vigor (IV) e indice de crescimento (IC)
apresentaram 0s maiores valores para a concentracdo de 25,0 mg mL?, diferindo
significativamente da testemunha; a porcentagem de germinacgéo variou entre 94 e 99%, mas
sem diferenca estatistica (Tabela 6). Para Marcos Filho (2015), o vigor € reflexo de um
conjunto de caracteristicas ou propriedades que determinam o potencial fisiolégico da

semente. Com relacdo ao desempenho de plantula, expresso no comprimento do hipocétilo
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(CH) e no comprimento da raiz (CR), a testemunha néo diferiu significativamente das
concentracdes de 50,0; 75,0; 100,0; 125,0 e 150,0 mg mL™*. A diferencga foi significativa na
concentracdo de 25,0 mg mL?, chegando a 55% de incremento hipocétilo e 164% de aumento
da radicula; na concentracdo de 100,0 mg mL*, foram apresentados os menores valores,
1,334 e 2,778 cm para comprimento do hipocétilo e comprimento da radicula,
respectivamente. Esses resultados demonstraram que a giberelina GA4 presente no
exsudado da levedura estimulou a germinagéo e o desenvolvimento das plantulas de soja,

assim como apresentado e discutido nos resultados obtidos no estudo da alface.

Tabela 6 Valores médios obtidos no teste de germinacao para porcentagem de germinacao
(%G), comprimento do hipocotilo (CH), comprimento da raiz (CR), indice de vigor
(IV) e indice de crescimento (IC) em sementes de soja tratadas com o exsudado
da levedura Rhodotorula glutinis
Concentracfes do

exsudado G (%) CH (cm) CR (cm) v IC
Testemunha 98,00 1,524 abc 2,552 a 384,00 ab 289,42 a
25,0 mg mL? 99,00 2,078d 6,750d 734,24 d 741,86 c
50,0 mg mL? 99,00 1,450 ab 2,834 ab 376,02 a 318,28 a
75,0 mg mL? 99,00 1,712 bc 4,194 abc 521,34 abc 466,26 ab
100,0 mg mL? 97,00 1,334 a 2,778 ab 397,76 abc 311,34 a
125,0 mg mL? 94,00 1,612 abc 4,766 cd 553,26 c 525,92 b
150,0 mg mL? 99,00 1,804 cd 4,468 bc 543,28 bc 496,10 ab

Nota: As médias de cada tratamento seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre
si pelo teste Tukey, a 5% de significancia.

Taiz et al. (2017) justificam que pequenas quantidades de fitormobnios séo capazes de
inibir ou regular o crescimento e desenvolvimento das plantas. Outros estudos semelhantes
a este utilizando exsudado de leveduras também relataram estimulo na germinacao e
comprimento da raiz de soja na concentracédo de 25,0 mg mL™%, resultados corroborados por
este estudo (WEBER et al., 2020; CARRARO et al., 2022).

Quanto aos indices de vigor (IV) e de crescimento (IC) das plantulas de soja, a
concentracédo de 25,0 mg mL* apresentou valores de 734,2 e 741,8, correspondendo a 91 e
156% de aumento desses indices. Houve diferenca significativa entre a concentracdo de
25,0 mg mL*! e as demais concentracées, incluindo a testemunha (Tabela 6). De acordo com
Gomes-Junior (2020), os valores de indice de vigor entre 600 e 799 representam alto vigor, o
que é corroborado pelos resultados desta pesquisa, uma vez que esse indice é calculado com
base no desempenho de plantula.

Os resultados do tratamento de sementes de soja com o exsudado da levedura sobre
o potencial fisioldgico confirmaram o efeito benéfico da giberelina GA4 presente no exsudado
em alface. Esse fato instigou a continuidade da investigacdo dos efeitos do exsudado liquido

contendo auxinas, em condicdo de armazenamento em soja.
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5.4 Potencial fisiol6gico da soja armazenada ap0s o tratamento das sementes com
exsudado de levedura

As sementes de soja apresentaram caracteristicas fisiologicas iniciais de 91% de
germinacéo e 87% de vigor. O teor de 4gua no inicio do periodo de armazenamento foi de
10,97%, o que indica a integridade das membranas celulares. Conforme Smaniotto et al.
(2014), valores abaixo de 12% de umidade tendem a manter a qualidade elevada,
preservando o vigor das sementes.

As andlises de variancia evidenciaram efeitos significativos para germinagéo,
comprimento de raiz, comprimento de parte aérea, massa seca, condutividade elétrica, indice
de velocidade de emergéncia e velocidade de emergéncia, em funcdo do tempo de
armazenamento (A). Para as concentracdes do exsudado da levedura (E), observou-se
significancia nas variaveis condutividade elétrica e indice de velocidade de emergéncia. Com
relagdo a interagdo entre o tempo de armazenamento e as concentragfes do exsudado (A x

E), houve significancia apenas para o indice de velocidade de emergéncia (Tabela 7).

Tabela 7 Analise de variancia para porcentagem de germinacao (G%), comprimento de raiz
(CR), comprimento de parte aérea (CPA), massa seca (MS), condutividade
elétrica (CE), indice de velocidade de emergéncia (IVE) e velocidade de
emergéncia (VE) em sementes de soja tratadas com exsudado de levedura em
fung8o do tempo de armazenamento

CE
Tratamentos G(®) CR(cm) CPA(cm) MS(g) (MScm?lg?) IVE  VE (dias)
Armazenagem (A) 0,000* 0,000* 0,000* 0,000* 0,000* 0,000* 0,000*
Exsudado (E) 0,463 0,190 0,587 0,659 0,054* 0,004* 0,334
AXE 0,864 0,738 0,979 0,861 0,090 0,000* 0,205
CV (%) 10,28 8,65 11,58 12,04 9,44 9,85 7,35

Notas: *significativo ao nivel de 5% de probabilidade; CV: coeficiente de variagéo.

Na Tabela 8 sdo apresentados os valores médios para todas as variaveis analisadas,
em relacdo ao tempo de armazenamento das sementes de soja. Para a porcentagem de
germinacdo, as sementes de soja apresentaram 83,5% no inicio do armazenamento
(tempo 0), diferindo significativamente de 68,7 e 69,4% aos 60 e 180 dias, respectivamente.
Esses numeros revelam que, nas condicfes experimentais, houve reducédo da porcentagem
de germinacao, evidenciando o processo de deterioracdo das sementes ao longo do tempo
de armazenagem. Resultados semelhantes foram observados por Almeida et al. (2014) aos
180 dias, Smaniotto et al. (2014) aos 180 dias e Pereira et al. (2021) aos 90 dias, em soja
tratada com bioestimulante e armazenada. Esses autores afirmam que independente do

produto utilizado no tratamento de sementes ocorre deterioragédo, processo caracterizado por
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desorganizagdo da membrana celular, diminuicdo na taxa de transpiragéo, alteragcdes na
biossintese de compostos e mobilizagdo de reservas (MARCOS FILHO, 2015).

Quanto ao comprimento da raiz (CR) das plantulas, houve diferenca significativa de
tamanho ao longo do tempo. Entre O e 60 dias, observou-se reducdo no tamanho da raiz de
9,18 cm no tempo 0 para 7,58 cm aos 60 dias; aos 180 dias detectou-se 88% de aumento no
tamanho da raiz com relacao aos 60 dias, chegando a 14,30 cm. A variavel comprimento da
parte aérea (CPA) apresentou comportamento semelhante ao CR, também diferindo
significativamente durante o periodo de armazenamento. Os valores médios aos 0 e 60 dias
foram de 8,28 e 7,55 cm, respectivamente. Aos 180 dias, com 10,83 cm, ocorreu aumento de
40% no tamanho da parte aérea.

A massa de matéria seca apresentou diferenca significativa entre 0, 60 e 180 dias,
ocorrendo reducéo aos 60 dias e aumento da massa de matéria seca aos 180 dias. A massa
de matéria seca representa a transferéncia de matéria seca dos tecidos de reserva da
semente para o eixo embrionéario, o que foi constatado neste experimento. De acordo com

Nakagawa (1999), quanto maior o peso das plantulas, mais vigorosas elas sao.

Tabela8 Valores médios para porcentagem de germinacdo (%G), comprimento da raiz
(CR), comprimento da parte aérea (CPA), massa seca (MS), condutividade
elétrica (CE), indice de velocidade de emergéncia (IVE) e velocidade de
emergéncia (VE) em sementes de soja tratadas com o exsudado da levedura
Rhodotorula glutinis e armazenadas por 180 dias

Armazenagem CPA CE
(dias) G (%) CR(cm) (cm) MS(g) (EScmig?) IVE VE (dias)
0 83,55a 9,18 b 828b 044b 15,47 b 18,44 a 2,89 a
60 68,70 b 7,58 c 755¢c 0,33c 15,75 b 11,69 b 4,17b
180 69,40b 14,30a 10,53a 0,50a 10,27 a 8,12 ¢ 5,08 c
CV (%) 9,86 8,61 10,83 11,42 10,46 13,04 7,61
p-valor 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

Notas: As médias de cada tempo de armazenagem seguidas pela mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste Tukey, a 5% de significancia. CV: coeficiente de variacao.

Relacionando os resultados do desempenho de plantula, expressos no comprimento
da raiz e da parte aérea e na massa seca, observa-se um comportamento semelhante em
funcdo do tempo de armazenamento, sendo o valor de massa seca aos 180 dias um reflexo
direto do crescimento das plantulas também aos 180 dias (Tabelas 8). Esses resultados
revelam que as sementes de soja mantiveram o0 vigor e a viabilidade com relacdo ao
armazenamento, apesar do processo de deterioragdo demonstrado pela reducdo da
porcentagem de germinagdo. Outro aspecto relacionado ao crescimento das plantulas e
aumento da massa de matéria seca é o exsudado de levedura utilizado no tratamento das
sementes de soja. Na composi¢éo do exsudado liquido foram detectadas as auxinas &cido 3-
indolacético (AIA) e é&cido 3-indolbutirico (AIB), que atuam no alongamento celular, no

alongamento de caule, na divisdo celular e na diferenciacéo do floema e do xilema. Diante
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dos resultados obtidos, acredita-se que as auxinas presentes no exsudado da levedura
estimularam o desenvolvimento das plantulas. Da mesma forma, Weber et al. (2020) e Carraro
et al. (2022) constataram efeito estimulante no crescimento da raiz de soja tratada com
exsudado de levedura nas concentragdes de 25,0 mg mL™* e 50,0 mg mL™, respectivamente.
O controle do desenvolvimento de raizes é influenciado por reguladores de crescimento,
sendo, a auxina o unico regulador que aumenta a formacao de primérdios radiculares (TAIZ
etal., 2017).

O teste de condutividade elétrica demonstra o vigor da semente apds os tratamentos,
indicando a lixiviagdo de moléculas através dos tecidos da semente. Dessa forma, quanto
menor o valor expresso, maior é o vigor. No entanto, cabe lembrar que sua avaliacdo tem
correlagdo negativa quanto aos dados do desempenho de plantula, pois, nesses resultados,
guanto maior o valor, melhor o potencial fisiol6gico das sementes (SCHUAB et al., 2006).
Quando comparados os resultados ao longo do tempo, observa-se que entre 0 e 60 dias ndo
houve diferenca significativa. As médias se mantiveram em 15,47 e 15,75 uS cm? g7,
respectivamente, mas aos 180 dias constatou-se 10,27 uS cm™ g, o que representa 35% de
reducdo da condutividade elétrica, sugerindo que o vigor da semente testada foi mantido aos
6 meses de armazenamento. Pereira et al. (2021) também relataram reducédo nos valores de
condutividade elétrica em sementes de soja tratadas com bioestimulante e micronutrientes ao
longo de 90 dias de armazenamento; Weber et al. (2021) e Carraro et al. (2022), trabalhando
com leveduras no tratamento de sementes de soja, hdo obtiveram diferenca significativa para
condutividade elétrica. Binsfeld et al. (2014) afirmam que todo tratamento de sementes néo
depende exclusivamente do potencial do produto utilizado, pois sua eficiéncia também é
influenciada pela qualidade fisiol6gica da semente.

Ainda na Tabela 8, o indice de velocidade de emergéncia (IVE) e a velocidade de
emergéncia (VE) apresentaram diferenga significativa para os trés tempos de
armazenamento. Observou-se que no tempo O os valores tanto para IVE (18,44) quanto para
VE (2,89 dias), indicaram que as sementes estavam vigorosas. Aos 60 e 180 dias, verificou-
se reducdo do numero de sementes emergidas por dia (IVE) e aumento do niumero de dias
para a emergéncia das sementes (VE), sugerindo reduc¢éo do vigor.

Conforme andlise de variancia (ANOVA), apresentada na Tabela 7, as variaveis
condutividade elétrica e indice de velocidade de emergéncia foram significativas para as
concentragdes do exsudado da levedura. Na Figura 11, visualizam-se as linhas de tendéncia,
desenhadas a partir da analise de regressédo significativa para o modelo linear na
condutividade elétrica e para o modelo polinomial no indice de velocidade de emergéncia em

sementes de soja.
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Figura 11 Andlise de regressdo para condutividade elétrica (CE) e indice de velocidade de
emergéncia (IVE) em sementes de soja tratadas com diferentes concentragbes do
exsudado da levedura Rhodotorula glutinis e armazenadas.

A condutividade elétrica apresentou tendéncia linear, ou seja, conforme houve
aumento nas concentragfes do exsudado da levedura, os valores de CE reduziram,
evidenciando um efeito benéfico para a manutencdo do vigor das sementes de soja, 0 que
também foi relatado com relacdo ao tempo de armazenamento. Quanto ao indice de
velocidade de emergéncia, relacionado ao efeito das concentracbes do exsudado da
levedura, observa-se reducdo de IVE na concentracdo de 25%, diferindo da testemunha,
seguido por uma tendéncia de aumento do indice nas concentracbes de 50 e 75% do
exsudado.

Na analise da Tabela 9, onde estdo apresentados os resultados do indice de
velocidade de emergéncia na interacdo entre diferentes concentracbes do exsudado da
levedura em funcdo do tempo de armazenamento em soja, observa-se que aos 0 e 60 dias
de armazenamento ndo houve diferenca significativa entre as concentracdes do exsudado da
levedura; aos 180 dias, a concentracdo de 25% do exsudado apresentou o menor valor,
correspondente ao menor vigor, diferindo das demais concentracdes. Segundo Kryzanowski
et al. (2020), o indice de velocidade de emergéncia indica 0 nimero de dias necessarios para
a maior parte das plantulas emergir, assim, quanto maior o valor obtido, maior é a velocidade
de emergéncia e, consequentemente, maior o vigor das sementes. Floss (2011) afirma que,
durante o processo de germinacdo, as auxinas estdo integradas na permeabilidade das
membranas celulares e na translocacdo das giberelinas das células embrionérias para o
endosperma, contribuindo para o alongamento e divisdo celular, auxiliando o crescimento de
plantulas.

Resultado semelhante foi encontrado por Weber et al. (2021), quando trataram
sementes de soja com exsudado da levedura Sporidiobolus johnsonii na concentracdo de
50,0 mg mL™. No inicio do armazenamento, tempo 0, foram observados os maiores indices
de velocidade de emergéncia, seguidos dos resultados obtidos aos 60 dias, sendo diferentes

entre si. As concentracfes do exsudado de 50 e 75% mantiveram os resultados aos 180 dias
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de armazenamento, sendo estatisticamente iguais aos resultados obtidos aos 60 dias, o que
indica a manutencéo da qualidade das sementes.

Tabela9 Valores médios do indice de velocidade de emergéncia (IVE) na interacdo entre
diferentes concentracfes do exsudado da levedura em funcdo do tempo de
armazenamento em sementes de soja

Concentragdes Tempo de Armazenamento (dias)
do exsudado (%) 0 60 180

0 18,390 a A 12,197 aB 8,792bC
25 18,080 a A 11,865aB 4,307acC
50 17,745 a A 11,877 aB 10,00b B
75 18,815a A 10,862 aB 8,792b B
100 19,167 a A 11,682aB 8,742b C
CV (%) 9,85

DMS Coluna 2,52

DMS Linha 2,15

Notas: Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna e mesma letra mailscula na linha nao
diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de significancia; CV: Coeficiente de variacdo; DMS:
Diferenga minima significativa.

A andlise da relacdo entre porcentagem de germinacgdo, indice de velocidade de
emergéncia e velocidade de emergéncia apontou reducdo significativa aos 180 dias de
armazenagem, evidenciando um processo de deterioracdo das sementes seguido por queda
de vigor. Quanto as variaveis comprimento de raiz, comprimento de parte aérea e massa seca,
observou-se maiores valores aos 180 dias de armazenamento, sugerindo aumento do vigor
das sementes. A condutividade elétrica apresentou menores valores ao longo do tempo,
também sugerindo aumento do vigor. O efeito das concentragdes do exsudado da levedura
Rhodotorula glutinis foi positivo para a reducao da condutividade elétrica, contribuindo para a
manutencdo do vigor das sementes de soja. Na interacdo entre as concentracdes do
exsudado da levedura e o tempo de armazenamento dos 60 aos 180 dias o vigor da semente
foi mantido, diferindo estatisticamente das demais concentragdes inclusive a testemunha.

Considerando os resultados encontrados na pesquisa, acredita-se que o exsudado da
levedura Rhodotorula glutinis tenha acéo promotora da germinacéo e crescimento de plantas
em funcao dos fitormbnios presentes. Além disso, nas concentracdes de 50 e 75% o vigor e
a qualidade das sementes de soja foram mantidos aos 180 dias de armazenamento. Outros
estudos poderao elucidar os mecanismos de acdo dos fitormdnios e detectar a presenca de

outras moléculas promotoras de crescimento vegetal.
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6 CONCLUSOES

Considerando-se as condi¢cdes de desenvolvimento da pesquisa e a metodologia
empregada, conclui-se que:

- No exsudado liofilizado da levedura Rhodotorula glutinis (AH 14-3) houve sintese de
giberelina do tipo GA4 e no exsudado liquido foram detectadas auxinas como &cido 3-
indolacético (AlA) e acido 3-indolbutirico (AlIB) que promoveram a germinacdo e o
crescimento de plantulas de alface e soja.

- Em alface, o efeito do exsudado da levedura foi significativo em 50,0 mg mL?,
aumentando 58% o comprimento da parte aérea e 74% o comprimento da raiz.

- Na soja a concentracdo do exsudado da levedura de 25,0 mg mL*? estimulou o
aumento de 55% do tamanho do hipocétilo, 164% do tamanho da radicula, 91% para o indice
de vigor e 156% para o indice de crescimento.

- Durante o periodo de armazenagem das sementes de soja tratadas com o exsudado
da levedura, as variaveis porcentagem de germinacgéo, indice de velocidade de emergéncia e
velocidade de emergéncia apresentaram reducéo significativa aos 180 dias, evidenciando um
processo de deterioracéo.

- Quanto as variaveis comprimento de raiz, comprimento de parte aérea e massa seca
observou-se que houve incremento de 88, 40 e 51%, respectivamente, aos 180 dias de
armazenamento, sugerindo aumento do vigor das sementes. A condutividade elétrica
apresentou reducédo em 35% ao longo do tempo também sugerindo aumento do vigor.

- Com relacéo aos fatores armazenagem e concentracdes do exsudado da levedura,
as concentracdes de 50 e 75% mantiveram os resultados aos 180 dias de armazenamento,
sendo estatisticamente iguais aos resultados obtidos aos 60 dias, 0 que indica a manutencao

da qualidade das sementes.
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