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RESUMO

HELING, Anderson Luis, Magister Scientiae, Universidade Estadual do Oeste do
Parana, Fevereiro — 2016. Isolamento, identificacdo e avaliacdo do potencial de
leveduras como agentes de protecédo de plantas de feijoeiro ao crestamento
bacteriano comum. Orientador: Prof. Dr. Odair José Kuhn. Coorientador: Prof. Dr.
José Renato Stangarlin

Diversos organismos podem ser utilizados para controle biolégico de doencas e
inducdo de resisténcia de plantas a patdgenos, dentre estes, as leveduras. Este
trabalho teve como objetivo isolar e identificar leveduras residentes do filoplano,
testar o potencial destes isolados na producdo de compostos volateis e ndo volateis
que podem interferir no desenvolvimento de X. axonopodis pv. phaseoli in vitro, bem
como em condicfes de casa de vegetacao e a nivel de campo, verificar seu efeito na
severidade do crestamento bacteriano comum em feijoeiro, bem como outros fatores
relacionados a produtividade. O isolamento das leveduras foi realizado a partir do
filoplano e o6rgdos florais de plantas cultivadas em ambientes sem uso de
agrotoxicos. A identificacdo dos isolados foi realizada com base em testes
bioguimicos e cujo perfil foi comparado ao disponivel no CBS-Knaw Fungal
Biodiversity Centre. Para avaliar a capacidade dos isolados avaliou-se a producao
de compostos volateis e ndo volateis e pareamento de culturas. Em casa de
vegetacdo todos os isolados foram testados em plantas de feijoeiro onde se aplicou
os tratamentos nas folhas primarias e inoculou-se o patdogeno nestas folhas assim
como no primeiro trifélio. Avaliou-se a severidade do crestamento bacteriano comum
em ambas as folhas para se verificar se ocorreu o controle biolégico da doenca e/ou
uma possivel inducdo de resisténcia. Com base neste teste selecionou-se seis
isolados para serem testados a campo na safra da seca (2014/2015) e também na
safra das aguas (2015/2016), para isto, foram realizadas trés aplicacbes dos
tratamentos em toda parte aérea das plantas tratadas, sendo avaliada a severidade
do crestamento bacteriano comum além de fatores relacionados a produtividade.
Obteve-se 54 isolados de leveduras, destes 42 foram identificados. Todos os
isolados apresentaram, producdo de compostos nao volateis capazes de reduzir o
desenvolvimento de X. axonopodis pv. phaseoli. Dos 54 isolados, 47 apresentaram
producdo de compostos volateis e foram capazes de reduzir o desenvolvimento do
patbgeno. Em casa de vegetacdo, 35 isolados apresentaram controle do

crestamento bacteriano comum. Os isolados Zygoascus hellenicus AH 05-5 e



Rhodotorula aurantiaca AH12-3 promoveram uma inducdo de suscetibilidade a
doenca. Os isolados Cryptococcus laurentii AH 01-1, Rhodotorula glutinis AH 14-3 e
Sporidiobolus johnsonii AH 16-1 apresentaram reducdo da &rea abaixo da curva de
progresso da doenca em plantas de feijoeiro cultivadas a campo, no entanto, o

controle desta doencga néo resultou no incremento de produtividade.

Palavras-chave: Controle biol6gico. Phaseolus vulgaris. Xanthomonas axonopodis

pv. phaseoli.



ABSTRACT

HELING, Anderson Luis, Magister Scientiae, Universidade Estadual do Oeste do
Paranda, February — 2016. Isolation, identification and evaluation of potential the
yeast in bean crop agents to common bacterial blight. Advisor: Dr. Odair José
Kuhn. Co-Advisors: Dr. José Renato Stangarlin

Various organisms can be used for biological control and host plant resistance
induction to pathogens, among them, the yeasts. This study aimed to insulation and
identify yeasts residents of phyloplan, test the potential of these insulator in
production of volatile and non-volatile composts which can interfere with the
development of colonies of X. axonopodis pv. phaseoli in vitro, and test these
insulators in vivo in a greenhouse, for its effect on the severity of the common
bacterial blight in beans, and also evaluate other factors related to productivity. The
insulation of the yeast was carried from leaf and floral tissues of plants grown in
environments, free use of pesticides. The identification of the insulator was based on
biochemical tests and whose profile was compared to CBS-Knaw Fungal Biodiversity
Centre. To evaluate the aggression of the insulator, was evaluated the production of
volatile and non-volatile pairing and cultures. In a greenhouse all insulators were
tested on bean plants where applied treatments on leaves and inoculated the
pathogen on all leaf as well as in the first trifoliate. The severity of the common
bacterial blight was evaluated in both sheets to verify that occurred the biological
control of the disease and/or a possible induction of resistance. Based on this test
was selected six insulators to be tested in the field in the dry season (2014/2015) and
in rainy season (2015/2016), so that, there were three applications of treatments in all
air part of the treated plants, and evaluated the severity of blight common bacterial as
well as factors related to productivity. There was obtained 54 yeasts insulators, 42 of
these were identified. All isolates showed in vitro production of non-volatile
compounds capable of reducing the development of colonies of X. axonopodis pv.
phaseoli. Of the 54 isolates, 47 had production of volatile compounds, in vitro, and
were able to reduce the development of pathogen colonies. In greenhouse, 35
isolates had control of common bacterial blight. The Isolates Zygoascus hellenicus
AH 05-5 and Rhodotorula aurantiaca AH12-3 promoted an induction susceptibility to
disease. The Isolates Cryptococcus laurentii AH 01-1, Rhodotorula glutinis AH 14-3
and Sporidiobolus johnsonii AH 16-1 had reduced AUDPC of common bacterial blight



vi

in bean plants grown in the field, however, the control of this disease did not result in
increased productivity.

Keywords: Biological control. Phaseolus vulgaris. Xanthomonas axonopodis pv.

phaseoli.
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1 INTRODUCAO

O feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris) € uma espécie da familia das
Fabaceas, com ampla distribuicdo geografica e de grande importancia social,
econOmica e cultural em diversos locais.

Esta cultura agricola apresenta grande importancia na alimentagcdo humana,
sendo uma importante fonte de proteina vegetal, vitaminas do complexo B, sais
minerais, ferro, célcio e fésforo.

O Brasil figura entre os principais produtores mundiais de feijao, sendo o
Estado do Parana o maior produtor nacional da cultura, no entanto, a maior
produtividade é registrada no Estado de Goias, devido principalmente, ao fato das
medidas de cultivo empregadas pelos produtores de feijdo deste estado serem mais
tecnificadas.

Diversos fatores estdo relacionados a produtividade da cultura, como por
exemplo, praticas de rotacdo de culturas, cultivo dentro periodo adequado, manejo e
fertilidade do solo adequados, um bom controle fitossanitario, manejando-se de
maneira adequada as plantas daninhas, insetos praga e doencas e utilizacdo de
irrigacdo, dentre outros.

A cultura é suscetivel a uma grande gama de doencas, as quais podem ter
como agentes causais virus, bactérias, fungos de parte aérea, fungos de solo e
nematoides.

Dentre as doencas que afetam o feijoeiro, 0 crestamento bacteriano comum,
causado por Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli é de grande importancia. Seus
sintomas sao observados em toda parte aérea da planta, no entanto, o mais
caracteristico pode ser observado nas folhas, onde surgem manchas aquosas que
progridem para necroéticas, podendo apresentar halo amarelado em seu entorno.
Estas lesdes reduzem a area fotossintética da planta, deste modo causando reducéo
na sua producao.

Para o controle do crestamento bacteriano comum sao recomendados uma
gama de praticas culturais, além do controle quimico, que também pode ser
empregado, no entanto, para esta doenca, sdo registrados para uso, na cultura do

feijoeiro, apenas dois principios ativos.



Deste modo, métodos de controle de doencas considerados como
alternativos sdo de grande importancia, e dentre estes métodos se destaca o
controle bioldgico de doencas.

Diversos organismos podem ser utilizados como agentes de controle
biolégico de doencas, como estirpes fracas de virus, bactérias e fungos, dentre os
fungos se destacam as leveduras.

Leveduras sdo organismos unicelulares, ndo filamentosos, de formato
tipicamente esférico ou ovais. Sua distribuicdo no ambiente é ampla, sendo
encontrado principalmente em areas onde o uso de agrotoxicos, em especial o0s
fungicidas ndo é pratica recorrente, podendo ser encontradas recobrindo folhas,
flores, frutos, dentre outros tecidos vegetais.

As leveduras sdo consideradas como sendo promissores agentes de
controle biolégico, visto que diversos géneros estdo sendo estudados para esta
finalidade.

Estas podem promover o controle da doenca por diferentes mecanismos,
atuando diretamente sobre o patdégeno, deste modo como agentes de controle
biolégico, ou indiretamente, atuando sobre a planta como agentes de inducao de
resisténcia de plantas a patégenos.

Varios estudos ja foram desenvolvidos com o uso de leveduras para controle
de doencas em diferentes patossistemas, tanto em condi¢cées controladas quanto
em cultivo em condi¢cdes de campo.

Para o controle do crestamento bacteriano comum na cultura do feijoeiro as
principais leveduras estudadas como agentes de controle sdo do género
Saccharomyces, como a S. boulardii e a S. cerevisiae. Estas tem sido estudadas
como agentes de controle biolégico de doencas de plantas e também como agentes
de inducgéo de resisténcia em plantas a patégenos.

Deste modo, este trabalho teve como objetivos isolar e identificar leveduras
residentes do filoplano, testar o potencial destes isolados de leveduras sobre
producdo de compostos volateis e ndo volateis que podem interferir no
desenvolvimento de col6nias de X. axonopodis pv. phaseoli in vitro, bem como testar
estes isolados in vivo em casa de vegetagdo, observando se h& reducédo na
severidade do crestamento bacteriano comum em plantas de feijoeiro tratadas com

estas leveduras, e também avaliar em condicdes de campo o efeito de algumas



leveduras selecionadas no controle desta doenca, bem como outros fatores
relacionados a produtividade.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 FEIJOEIRO (Phaseolus vulgaris)

De acordo com o sistema de classificagcdo vegetal de Cronquist (1988) o
feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.) é uma planta pertencente a subclasse
Rosidae, ordem Fabales, da familia das Fabaceas, sendo a espécie P. vulgaris
amplamente distribuida no mundo e apresenta grande importancia social, econémica
e cultural para diversas nacgoes.

O feijdo estd entre os alimentos mais antigos consumidos pelo homem,
remontando aos primeiros registros da histéria da humanidade, achados
arqueoldgicos apontam para a existéncia de feijoeiros domesticados cerca de
10.000 anos A.C. As ruinas da antiga cidade de Tréia revelam que o feijao estava
entre os alimentos preferidos dos guerreiros troianos, sendo que, a maioria dos
historiadores atribui a disseminacéo do feijao em decorréncia das guerras, visto que,
esse alimento fazia parte essencial da alimentacdo dos guerreiros em marcha, além
destes, também ajudaram a difundir a cultura do feijao pelo mundo os exploradores,
gue os levavam como fonte de alimento em suas expedi¢cOes a regides remotas do
planeta (MAPA, 2015a).

No Brasil, o feijdo € um alimento tipico da culinaria nacional, sendo que, de
cada dez brasileiros, sete o consomem diariamente, o consumo médio per capta é
de 19 quilogramas anuais. Este gréo € uma importante fonte de proteinas vegetais,
bem como de vitaminas do complexo B, sais minerais, ferro, calcio e fésforo (MAPA,
2015a).

De acordo com os dados disponibilizados pela Companhia Nacional de
Abastecimento — CONAB (2015), considerando-se os trés periodos de cultivo do
feijoeiro, na safra 2014/2015 foram cultivados 3,034 milhdes de hectares com a
cultura do feijoeiro, apresentando reducdo de 10,9% na éarea de cultivo se
comparado com a safra anterior (2013/2014) e a perspectiva para a safra seguinte
(2015/2016) é que esta area reduza em 0,2%. A producao na safra 2014/2015 foi de
3,185 milhdes de toneladas, apresentando reducdo de 8,4% na producdo se

comparado com a safra anterior e a perspectiva para a safra seguinte € que esta se



eleve 4,1%. Ja a produtividade na safra 2014/2015 foi de 1050 kg ha?, 2,3%
superior a safras anterior e com perspectiva de crescimento de para a safra seguinte
de 4,3%.

Na safra 2014/2015 o Estado da Bahia apresentou maior area de cultivo com
a cultura do feijoeiro, considerando-se os trés periodos de cultivo, foram 479,3 mil
hectares cultivados com esta cultura, seguido do Estado do Parana (405,9 mil ha) e
do Estado do Ceara (400,1 mil ha). Para esta mesma safra, a maior producao foi
registrada no Estado do Parand, o qual produziu 720,4 mil toneladas de feijao,
seguido do Estado de Minas Gerais (517,1 mil toneladas) e do Estado do Mato
Grosso (489,0 mil toneladas). Nesta safra, a maior produtividade foi do Estado de
Goias, com produtividade de 2395 kg ha, sequido do Estado de S&o Paulo (2355
kg ha) e do Distrito Federal (2056 kg ha') (CONAB, 2015).

Diversos fatores estao relacionados a produtividade na cultura do feijoeiro,
como por exemplo, praticas de rotacdo de culturas, cultivo dentro periodo adequado
(zoneamento agricola), manejo e fertilidade do solo adequados, um bom controle
fitossanitario, manejando-se de maneira adequada as plantas daninhas, insetos

praga e doencgas, utilizacéo de irrigacédo, dentre outros fatores.

2.2 CRESTAMENTO BACTERIANO COMUM

As doencas causam grandes danos e consequentemente perdas na
produtividade da cultura do feijoeiro, visto que, esta é suscetivel a uma grande gama
de doencas, que podem ter como agentes causais virus, bactérias, fungos de parte
aérea, fungos de solo e nematoides (BIANCHINI et al., 2005).

Dentre as doencas que afetam a parte aérea do feijoeiro, 0 crestamento
bacteriano comum, causado por Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli (Smith) é de
grande importancia. Conforme Bianchini et al. (2005) esta doenca ocorre
principalmente em regides quentes e Umidas, sendo que, no Brasil, tem sido
problematica nas regides sul, sudeste e centro-oeste.

De acordo com Paula Junior et al. (2015) os sintomas tipicos do crestamento
bacteriano comum no feijoeiro séo visiveis em toda a parte aérea da planta, sendo
que, 0s sintomas mais caracteristicos desta doenca sdo observados nas folhas,

onde inicialmente surgem manchas com aspecto encharcado, que aumentam de



tamanho e progridem para necréticas, podendo apresentar um halo amarelado ao
seu redor.

As perdas ocasionadas por esta doenca, sob as condi¢cdes brasileiras de
producdo ainda ndo foram estimadas, no entanto, trabalhos desenvolvidos no
exterior mostram que as perdas na producdo podem chegar até 45% (BIANCHINI et
al., 2005).

Para o controle do crestamento bacteriano comum, o Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento - MAPA (2015b) recomenda algumas praticas
culturais, como por exemplo, a utilizacdo de sementes sadias e de boa qualidade
fitosanitaria, a rotacdo de culturas com espécies ndo hospedeiras do patdgeno, a
incorporacao de restos culturais infectados, a eliminacéo de plantas voluntarias e de
insetos que possam disseminar a bactéria, além do controle quimico. Porém, para o
controle desta doenca, sao registrados junto ao MAPA, para a cultura do feijoeiro,
apenas cinco produtos, havendo somente dois diferentes ingredientes ativos, o
acibenzolar-S-metilico e o hidréxido de cobre.

Devido a existéncia de apenas dois ingredientes ativos para o controle do
crestamento bacteriano comum e também considerando a crescente preocupacao
da sociedade com os impactos negativos no meio ambiente e na salde humana,
gerados pelo uso de agrotéxicos, faz com que pesquisadores e produtores busquem
maneiras alternativas no manejo de doencas, dentre estas, destaca-se o controle
bioldgico de doencas de plantas (GOUVEA et al., 2009).

2.3 CONTROLE BIOLOGICO DE DOENCAS DE PLANTAS

Bedendo et al. (2011) definem o controle bioldgico de doencas de plantas
como sendo o controle de um microrganismo através da acdo de outro
microrganismo, este controle pode ocorrer por meio de diversos mecanismos, tais
como, a antibiose, a competi¢do, o parasitismo e a pré-imunizacgao.

Diversos organismos podem ser utilizados no controle biologico de doencgas
de plantas, como por exemplo, bactérias, estirpes fracas de virus, nematoides

predadores, fungos e dentre os fungos as leveduras.



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

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

Conforme Morandi e Bettiol (2009) no Brasil estdo disponiveis varios
produtos biolégicos para controle de doencas em plantas, como estirpes fracas de
CTV para pré-imunizacdo contra a tristeza dos citros, estirpes fracas de PRSV-W
para pré-imunizacdo contra o mosaico da abobrinha, Hansfordia pulvinata para o
controle do mal-das-folhas da seringueira, Acremonium sp. para o controle da lixa do
coqueiro, Clonostachys rosea para o controle do mofo cinzento, Bacillus subtilis para
o controle de diversas doencas, Trichoderma spp. para o controle de patégenos de
solo e substrato e também de parte aérea, dentre diversos outros agentes biol6gicos
de controle de doencas.

Outra forma de biocontrole de doencas de plantas é a utilizacdo de
biomoléculas funcionais para o controle biolégico, esta biomoléculas sdo enzimas
produzidas por microrganismos e que apresentam efeito sobre os patdgenos,
podendo ser utilizadas como biofungicidas alternativos aos fungicidas sintéticos uma
vez que sdo multifuncionais, biodegradaveis, ndo-persistentes no ambiente e com
baixo custo de producéo (KRIAA et al., 2015).

2.4 INDUCAO DE RESISTENCIA EM PLANTAS A PATOGENOS

As plantas apresentam um sistema de defesa latente, com a finalidade de
economizar energia e substrato, que pode ser ativado com a chegado do patégeno,
ao contrario da resistencia constitutiva, que representa um custo real para a planta,
uma vez que independente da presenca do patdgeno esta investe 0s seus limitados
recursos na producéo de defesas (KUHN; PASCHOLATI, 2007).



A reisistencia induzida consiste no aumento do nivel de resisténcia por meio
da utilizacdo de agentes externos, os indutores, sem qualquer alteracdo no genoma
da planta, ocorrendo de maneira nédo-especifica, por meio da ativacdo de genes que
codificam para diversas respostas de defesa (BONALDO et al., 2005).

Ainda conforme Bonaldo et al. (2005) o agente indutor pode ser qualquer
composto ou fator capaz de ativar os mecanismos de defesa da planta, e eliciador é
a molécula presente em um indutor responsavel direto pela ativacdo dos
mecanismos de defesa.

Ja de acordo com Pascholati (2011) a inducdo de resisténcia envolve a
ativacdo de mecanismos de resisténcia latentes nas plantas em resposta ao
tratamento com agentes bidticos ou abibticos, essa resposta pode incluir, o0 acimulo
de proteinas relacionadas a patogénese e fitoalexinas, e proteger a planta contra
infecgdes subsequentes.

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

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

Dentre os varios indutores de resisténcia em plantas a patégenos relatados
podemos citar o uso de biofertilizantes (COLARES; BONALDO, 2014), extratos
vegetais e Oleos essenciais (ALVES; PERINA, 2014), bactérias e fungos
(MEDEIROS et al., 2014), polissacarideos (AGUIAR et al., 2014), solucdes
ultradiluidas (STANGARLIN; TOLEDO, 2014), além de outros.

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

Os beneficios sdo maiores quando utilizado mais de um microrganismo
simultaneamente para o tratamento das plantas com a finalidade de se promover
uma regulacdo génica que resulte em ganho de fungbes para as plantas
(MEDEIROS et al., 2014).



E provavel que a resisténcia induzida contra doencas se torne um importante
componente dos programas de manejo de pragas e doencas, em especial no casos
em que os métodos de controle atual sdo pouco eficazes, 0 que consequentemente

resultara na reducéo dos pesticidas tradicionais (OLIVEIRA et al., 2016).

2.5 LEVEDURAS COMO AGENTES DE CONTROLE BIOLOGICO E INDUCAO DE
RESISTENCIA

Conforme Tortora et al. (2012) as leveduras sao fungos unicelulares, ndo
filamentosos, tipicamente esféricos ou ovais, amplamente distribuidos na natureza,
onde podem ser encontradas recobrindo os tecidos vegetais, como folhas, flores e
frutos.

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

As leveduras apresentam uma enorme biodiersidade de espécies presentes
no ambiente, sendo 0s seus potenciais biotecnolégicos ainda desconhecidos pelo
homem (FUENTEFRIA, 2004).

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

Conforme Mautone (2008) as leveduras apresentam enorme potencial para
contribuir de modo efetivo para a inovacgéo biotecnoldgica.

As leveduras se apresentam como agentes promissores no biocontrole de
doencas de plantas, pois séo integrantes da microbiota epifitica, endofitica e do solo
onde se desenvolvem as plantas, competindo com o0s agentes patogénicos por
nutrientes, colonizando ferimentos e até mesmo podendo induzir a resisténcia,

sendo as principais leveduras biocontroladoras Aureobasidium spp., Cryptococcus
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spp., Rhodotorula spp., Saccharomyces spp. e Sporobolomyces spp. (MELLO et al.,
2011).

No entanto os mecanismos de acao das leveduras no controle de patégenos
de plantas ainda néo esta claramente elucidado.

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

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

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

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

Com relagcéo ao controle do crestamento bacteriano comum na cultura do
feijoeiro, alguns estudos com leveduras para controle desta doenca ja vem sendo
desenvolvidos, para isto, as leveduras podem ser utilizadas como agentes de
controle biologico de doencas ou também como agentes de inducéo de resisténcia
de plantas de feijoeiro ao crestamento bacteriano comum.

Hoffmann et al. (2012), trabalhando em ambiente de cultivo convencional,
observaram que as plantas de feijoeiro tratadas com células de S. cerevisiae
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apresentavam menor severidade do crestamento bacteriano comum, porém o
mesmo nao ocorria quando se utilizava células de S. boulardii, demonstrando assim
que, as leveduras, ainda que de um mesmo género, tem potenciais distintos para o
controle biologico da doenca na cultura do feijoeiro.

Conforme Spadaro e Droby (2016) o desempenho que uma levedura
apresenta como agente de controle bioldgico de doencas de plantas € o resultado de
diversas interagcbes complexas que ocorrem envolvendo todos os componentes do
sistema de controle bioldgico, incluindo a planta hospedeira, o antagonista, o agente
patogénico e a microflora residente. Para que as leveduras apresentem um melhor
desempenho como antagonistas, devem ser levados em consideracdo alguns
aspectos como por exemplo a formulacdo, a embalagem e o0 modo de aplicacéo e
armazenamento.

Além disto, ainda de acordo com Spadaro e Droby (2016) € necessario se
ter uma profunda compreensao do modo de acéo destes agentes antagonistas para
o desenvolvimento de formulacbes e métodos de aplicagcdo apropriados e que

apresentem resultados satisfatérios no controle de patégenos de plantas.



3 MATERIAL E METODOS
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3.1 ISOLAMENTO E PRESERVACAO DAS LEVEDURAS

O isolamento das leveduras foi realizado a partir de folhas e flores de

plantas, retiradas de ambientes onde ndo houve registro do uso de agrotéxicos em

anos anteriores, seguindo-se a metodologia utilizada por Mautone (2008).

Foram coletados materiais vegetais de diversas espécies de plantas,

conforme apresentado na Tabela 1.

Tabela 1. Material vegetal a partir do qual se realizou o isolamento de leveduras e 0s

respectivos isolados

ORIGEM

ISOLADOS

Folha de Mangueira (Mangifera indica)

Cryptococcus laurentii AH 01-1

Folha de Chuchuzeiro (Sechium edule)

Cryptococcus laurentii AH 02-1

Folha de Jabuticabeira (Myrciaria cauliflora)

Cryptococcus laurentii AH 03-1

Folha de Aceroleira (Malpighia emarginata)

Cryptococcus laurentii AH 04-1

Folha de Canela (Cinnamomum zeylanicum)

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

Folha de Caquizeiro (Diospyros inconstans)

AH 06-1;
Zygoascus hellenicus AH 06-2

Folha de Miho (Zea mays)

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

Folha de Ficus (Ficus benjamina)

AH 08-1;
AH 08-2;
AH 08-3

Flor de Beijinho (Impatiens walleriana)

Candida albicans AH 09-1;
AH 09-2

Folha de Néspera (Eriobotrya japonica)

AH 10-1;
Candida albicans AH 10-3

Folha de Mandioquinha ornamental (Arracacia

xanthorrhiza)

AH 11-1;
Candida albicans AH 11-2;
Candida albicans AH 11-3

Continua...
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Zygoascus hellenicus AH 12-1;

] ] AH 12-21;
Folha de Mamoeiro (Carica papaya)
AH 12-22;
Rhodotorula aurantiaca AH 12-3
] ) AH 13-1;
Folha de Cafeeiro (Coffea arabica)
AH 13-2

Flor de Roseira (Rosa sp.)

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

Folha de Roseira (Rosa sp.)

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

Sporobolomyces roseus AH 15-5

Folha de Beijinho (Impatiens walleriana)

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

Folha de Bananeira (Musa sp.)

Cryptococcus laurentii AH 17-1;
Cryptococcus laurentii AH 17-2;
Rhodotorula glutinis AH 17-3;
Sporidiobolus johnsonii AH 17-4

Folha de Limoeiro (Citrus limon)

Rhodotorula glutinis AH 18-1;
Pichia guilliermondii AH 18-2;
Pichia pini AH 18-3

Folha de Orquidea

Rhodotorula glutinis AH 19-1;
Sporidiobolus johnsonii AH 19-2;
Sporidiobolus johnsonii AH 19-3;

AH 19-4

Folha de Pitangueira (Eugenia uniflora)

Rhodotorula glutinis AH 20-1;

Brettanomyces custersianus AH 20-2;

Sporidiobolus johnsonii AH 20-3;
Rhodotorula glutinis AH 20-4

Estes materiais foram transportados em sacos plasticos para o Laboratorio

de Fitopatologia, onde primeiramente se efetuou um processo de lavagem com agua

destilada e esterilizada para a retirada da poeira acumulada.
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Apés esta primeira lavagem o tecido vegetal foi cortado com bisturi em
fragmentos de 1 a 3 cm?, colocado em Erlenmeyer com 50 mL de &gua destilada e
esterilizada e mantida em agitador mecéanico do tipo orbital em 150 rpm por 10
minutos para uma segunda lavagem, sendo esta agua descartada.

Em seguida os fragmentos de tecido vegetal foram colocados em outro
Erlenmeyer com 50 mL de uma solucdo de Tween 20 (0,5%), o qual foi levado
novamente ao agitador mecanico a 150 rpm por 30 minutos.

Apoés isto, foram realizadas diluicbes decimais seriadas até 102. Estas
diluicdes (10°, 10%, 10?2 foram semeadas em duplicata pela técnica de
espalhamento em superficie em meio agar-YM (0,3% extrato de levedura; 0,3%
extrato de malte; 0,5% peptona; 1,0% glicose; 2,0% agar) acrescido de 0,04%
cloranfenicol, sendo estas placas incubadas em BOD a 25 °C por 5 dias.

Entéo foi realizado o isolamento das colénias de leveduras pelo método do
esgotamento em placa duas vezes consecutivas em meio agar-YEPG (2% glicose;
1% peptona; 0,5% extrato de levedura; 2% agar), deste modo, obtendo-se colbénias
puras, as quais foram preservadas.

Para a preservacao dos isolados adotou-se armazenamento em tubos de
ensaio contendo meio agar-GYMP (2% glicose; 2% extrato de malte; 0,5% extrato de
levedura; 0,2% fosfato de sédio monobasico; 2% &gar), cobertos por uma camada

de 6leo mineral estéril e mantidos em geladeira.

3.2 IDENTIFICACAO DOS ISOLADOS DE LEVEDURAS

Para a identificacdo dos isolados de leveduras seguiu-se a metodologia
descrita por Dias e Schwan (2010), realizando-se testes bioquimicos de fermentacao
de carboidratos, assimilagdo de fontes de carbono, assimilacdo de fontes de
nitrogénio, crescimento em temperaturas variadas, tolerancia ao acido acético e
osmolaridade.

Os testes de fermentacdo de carboidratos se resumiram na fermentacéao de
glicose.

A assimilacao de fontes de carbono testadas foram: D-Glicose, D-Galactose,
L-Sorbose, D-Glucosamina, D-Ribose, D-Xylose, L-Arabinose, D-Arabinose, L-

Rhamnose, Sacarose, Maltose, Trehalose, Metil LD-Glucoside, Cellobiose, Salicina,
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Arbutina, Melibiose, Lactose, Raffinose, Meleitose, Inulina, Amido, Glicerol, Erythritol,
Ribitol, Xylitol, L-Arabinitol, D-Glucitol, D-Mannitol, Galactitol, Meso-Inositol, D-
Glucono 1,5 Lactonato, 2-Keto-D-Gluconate, 5-Keto-D-Gluconate, D-Gluconato, D-
Glucoronato, D-Galacturonato, DL-Lactato, Succinato e Citrato.

As fontes de nitrogénio que tiveram sua assimilacao testadas foram: Nitrato,
Nitrito, Etilamida, L-Lisina, Cadaverina e Creatina.

O crescimento em temperaturas variadas foi realizado a 28, 35 e a 45 °C. O
teste de tolerancia ao acido acético foi realizado com a incubacéo das leveduras em
placas contendo 1% de acido acético glacial. E para os testes de osmolaridade as
leveduras foram incubadas em placas contendo meios preparados com 50% e 60%
de glicose e também com 10% e 16% de NacCl.

Os dados obtidos na caracterizacdo bioguimica foram comparados com os

disponiveis no CBS-Knaw Fungal Biodiversity Centre (CBS, 2016).

3.3 PRODUCAO DE COMPOSTOS VOLATEIS POR LEVEDURAS

Para a avaliacdo de producdo de compostos volateis, os isolados de
leveduras foram cultivados em placas de Petri com meio agar-YEPG, sendo estas
placas fechadas na parte superior por outra placa de Petri, com meio AN (agar-
nutriente), na qual foi previamente espalhado com o auxilio de uma alca de
Drigalsky, solucao salina (0,85%) contendo X. axonopodis pv. phaseoli.

Estas placas ficaram fixadas e vedadas por filme plastico por um periodo de
36 horas em BOD a 27 °C, e ap0s este periodo contabilizou-se o nimero de colbénias
de bactéria por placa.

O delineamento experimental utilizado foi em blocos casualizados (DBC),
contendo 55 tratamentos (54 isolados e uma testemunha, a qual ndo recebeu agente
de controle, apenas o meio de cultivo) e quatro blocos para cada tratamento,

totalizando 220 parcelas.



16

3.4 PRODUCAO DE COMPOSTOS NAO VOLATEIS POR LEVEDURAS

A avaliacao da producédo de compostos ndo volateis foi realizada através da
meédia entre trés metodologias distintas. Para a primeira, as leveduras foram postas
para se desenvolverem sobre plastico celofane em placas de Petri contendo meio
agar-YEPG, em BOD a 27 °C e, ap0s sete dias, o plastico celofane foi removido e
com ele as colbnias de leveduras. Assim, neste meio foram espalhadas, com o
auxilio de uma al¢a de Drigalsky, solu¢do salina (0,85%) contendo X. axonopodis pv.
phaseoli, que foram cultivadas no meio por 36 horas, também em BOD a 27 °C e,
apoés este periodo, se contabilizou o numero de coldnias por placa.

Para o segundo método, as leveduras foram cultivadas em caldo YEPG (2%
glicose; 1% peptona; 0,5% extrato de levedura) por sete dias, mantidas sob agitacéo
constante de 150 rpm em incubadora agitadora. Em seguida, o meio cultivado foi
centrifugado a 1400g por 7 min, recolhendo-se o sobrenadante, o qual foi
autoclavado por 20 min a 121 °C. Trés discos de papel filtro com 0,5 cm de diametro
foram encharcados com este sobrenadante e postos em placa de Petri com meio
AN, no qual foi previamente espalhado solug¢édo salina contendo X. axonopodis pv.
phaseoli. Apds 36 horas em BOD a 27 °C contabilizou-se o numero de colbnias por
placa.

Para o terceiro método, as leveduras também foram cultivadas em caldo
YEPG e centrifugadas conforme realizado no método anterior. Em placas de Petri
com meio AN, na qual foi previamente espalhada solucdo salina contendo X.
axonopodis pv. phaseoli, foram realizadas trés perfuracées circulares com 0,5 cm de
didmetro por placa, as quais foram preenchidas com o sobrenadante e apds 36
horas em BOD a 27 °C, contabilizou-se o nimero de col6nias por placa.

O delineamento experimental utilizado foi em blocos casualizados (DBC),
contendo 55 tratamentos (54 isolados e uma testemunha, a qual ndo recebeu agente
de controle, apenas o meio de cultivo) e quatro blocos para cada tratamento,

totalizando 220 parcelas.
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3.5 TESTE DE PAREAMENTO DE CULTURAS

Para o teste de pareamento de culturas foram utilizadas placas de Petri com
meio agar-YEPG, nas quais cultivou-se os isolados de leveduras e da bactéria
simultaneamente.

Este cultivo se deu em formato de semicirculos opostos, tanto para a
levedura como para a X. axonopodis pv. phaseoli, de modo que o ponto médio entre
as colbnias de levedura e bactéria foram proximos, porém sem se tocarem.

Apo6s um periodo de 36 horas em BOD a 27 °C avaliou-se a presenca ou
auséncia de halo de inibicdo no ponto central.

O delineamento experimental utilizado foi em blocos casualizados (DBC),
contendo 55 tratamentos (54 isolados e uma testemunha, agua destilada e

esterilizada) e quatro blocos para cada tratamento, totalizando 220 parcelas.

3.6 EFEITO DAS LEVEDURAS NA PROTECAO DE PLANTAS DE FEIJOEIRO AO
CRESTAMENTO BACTERIANO COMUM EM CASA DE VEGETAGAO

O experimento foi conduzido em casa de vegetacédo climatizada, no periodo
de 06 de janeiro de 2015 a 09 de fevereiro de 2015.

Utilizou-se a cultivar de feijoeiro lapar 81, variedade esta suscetivel ao
crestamento bacteriano comum, semeada em vasos de polietileno de 2 dm?,
contendo substrato obtido através de mistura homogénea entre LATOSSOLO
VERMELHO Eutroférrico (SANTOS et al., 2006), areia e matéria organica, na
proporcao de 2:2:1 (v:v:v).

Os valores de temperatura (°C) e umidade relativa do ar (%) foram
computados a cada 30 minutos com auxilio de armazenador de dados digital, cujos
dados séo apresentados na Figura 1. A temperatura média no periodo foi de 27,0 °C
e a umidade relativa do ar de 75,7%. Para manter condi¢do favoravel a doencga, com
microclima proximo a superficie foliar com alta umidade relativa, borrifou-se agua
duas vezes ao dia até se atingir o ponto de escorrimento.

O delineamento experimental utilizado foi em blocos casualizados (DBC),
contendo 55 tratamentos e quatro blocos, totalizando 220 parcelas. Cada parcela foi

constituida de um vaso contendo uma planta.
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Os tratamentos utilizados foram 54 isolados de levedura e uma testemunha
(dagua destilada). Os isolados, bem como sua origem, estdo apresentados na
Tabela 1.
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Figura 1. Valores de temperatura (°C) e umidade relativa do ar (%), na casa de
vegetacao, no periodo de 06 de janeiro de 2015 a 09 de fevereiro de 2015.

O cultivo dos isolados se deu em placas de Petri contendo meio agar-YEPG,
mantidos em BOD a 27 °C por trés dias. ApOs este cultivo foram preparadas
suspensdes na concentracédo de 10 g L2, utilizando-se da col6nia fresca e de agua
destilada.

O cultivo da X. axonopodis pv. phaseoli foi efetuado em placas de Petri,
contendo meio AN, mantidos em BOD a 27 °C por 48 horas. ApoOs este cultivo
preparou-se suspensao bacteriana em solucdo salina (0,85%) com concentracao
ajustada a 108 UFC mL*%, com base em curva de concentracdo bacteriana
previamente elaborada a 580 nm em espectrofotdmetro.

Os tratamentos foram realizados no estadio fenoldgico V2, com o auxilio de
um borrifador manual, aplicados nas folhas priméarias da planta, até o ponto de
molhamento total da folha, evitando-se chegar ao ponto de escorrimento.

Trés dias apds a aplicacdo dos tratamentos foi realizada a inoculagdo com
X. axonopodis pv. phaseoli nas folhas primarias e nas primeiras folhas trifolioladas.
Para tal, a suspensédo bacteriana foi borrifada sobre as plantas e mantidas em
camara umida por 12 horas.

Avaliou-se a severidade do crestamento bacteriano comum nas folhas

primarias, com a finalidade de determinar o efeito dos tratamentos no controle
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biolégico da doenca. Adicionalmente, avaliou-se o primeiro trifélio, o qual néo
recebeu agente de controle, apenas a inoculagdo com o patdégeno, com a finalidade
de avaliar uma possivel capacidade dos isolados em induzir resisténcia sistémica da
planta a esta doenca.

As avaliacdes foram realizadas com o auxilio da escala diagramatica para X.
axonopodis pv. phaseoli em feijoeiro, proposta por Diaz et al. (2001). Estas
avaliacdes foram realizadas aos 6, 9, 12, 15 e 18 DAI (dias ap6s inoculacéo), a partir
do estadio fenoldgico V3 até o inicio do R5.

Com os valores de severidade do crestamento bacteriano comum, no
periodo avaliado, foi construida a area abaixo da curva de progresso da doenca

(AACPD), pela metodologia proposta por Shaner e Finney (1977).

3.7 EFEITO DAS LEVEDURAS SOBRE O DESENVOLVIMENTO DE
CRESTAMENTO BACTERIANO COMUM EM PLANTAS DE FEIJOEIRO A
CAMPO: SAFRA DA SECA (2014/2015) E SAFRA DAS AGUAS (2015/2016)

Utilizou-se a cultivar de feijoeiro lapar 81, com densidade de 22,2 sementes
m2, com espacamento entre linhas de 0,45 m.

Os experimentos foram conduzidos na Estacdo Experimental Prof. Dr.
Antonio Carlos dos Santos Pessoa, em LATOSSOLO VERMELHO Eutroférrico
(SANTOS et al., 2006), situado a latitude 24°31°56” S e longitude 54°01°07” O, no
periodo de 21 de marco de 2015 a 24 de junho de 2015, para a safra da seca
(2014/2015) e situado a latitude 24°32’00” S e longitude 54°01°08” O, no periodo de
1° de setembro de 2015 a 30 de dezembro de 2015, para a safra das aguas
(2015/2016).

Os valores de temperatura (°C), precipitacdo pluviométrica (mm) e umidade
relativa do ar (%) foram capturados em estagdo meteoroldgica localizada a 150 m do
experimento da safra da seca (2014/2015) e a 25 m do experimento da safra das
aguas (2015/2016), cujos dados sao apresentados na Tabela 2, no entanto, devido a
falhas técnicas na estacdo meteoroldgica os dados referentes ao més de setembro

nao estao apresentados.
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Tabela 2. Temperatura média (°C), precipitacdo pluviométrica acumulada (mm) e
umidade relativa do ar média (%) coletadas em estacdo meteoroldgica, no
municipio de Marechal Candido Rondon — PR, nos periodos de 21 de
Marco a 24 de Junho de 2015 e 1° de Outubro a 30 de Dezembro de 2015.

PERIODO Temperatura Precipitacdo pluviométrica  Umidade relativa

média(°C) acumulada (mm) do ar média (%)
21 a 31 de Marco 22,5 46,6 79,9
1° a 30 de Abril 22,0 157,4 78,0
1° a 31 de Maio 18,8 221,6 82,3
1° a 24 de Junho 18,9 41,4 77,1
1° a 31 de Outubro 24,4 126,6 72,3
1° a 30 de Novembro 22,9 374,6 85,4
1° a 30 de Dezembro 23,8 414,2 86,4

O delineamento experimental utilizado foi em blocos casualizados (DBC),
contendo oito tratamentos (sendo seis isolados de leveduras, escolhidos com base
no teste realizado em casa de vegetacao) e quatro blocos, totalizando 32 parcelas.
Cada parcela foi constituida de uma area de 15,75 m? (2,25 x 7,00 m) para a safra
da seca (2014/2015) e de uma area de 13,5 m? (2,25 x 6,00 m) para a safra das
aguas (2015/2016).

Os tratamentos utilizados foram: seis isolados de leveduras (Cryptococcus
laurentii AH 01-1; Zygoascus hellenicus AH 05-5; Zygoascus hellenicus AH 06-2;
Rhodotorula aurantiaca AH 12-3; Rhodotorula glutinis AH 14-3; Sporidiobolus
johnsonii AH 16-1), uma testemunha negativa (agua) e uma testemunha positiva
(piraclostrobina 130 g L™t + metconazole 80 g L™1).

O cultivo dos isolados foi realizado em caldo YEPG por sete dias, mantidos
sob agitacao constante de 150 rpm em agitador orbital, em seguida, o0 meio cultivado
foi centrifugado a 1400g por 7 minutos, descartando-se o0 sobrenadante e
recolhendo-se a massa de células. Apds este cultivo foram preparadas suspensfes
na concentracdo de 10 g L, utilizando-se da massa de células fresca e de agua
destilada.

O cultivo da X. axonopodis pv. phaseoli foi efetuado em placas de Petri,
contendo meio AN, mantidos em BOD a 27 °C por 48 horas. Apds este cultivo
preparou-se suspensao bacteriana em solucdo salina (0,85%) com concentracao
ajustada a 108 UFC mL?, com base em curva de concentracdo bacteriana

previamente elaborada a 580 nm em espectrofotometro.
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Os tratamentos foram aplicados trés vezes, aos 31, 45 e 62 DAE (dias apés
emergéncia) para a safra da seca (2014/2015) e aos 31, 51 e 65 DAE para a safra
das aguas (2015/2016), com o auxilio de um borrifador manual, aplicando-se em
toda parte aérea da planta, até o ponto de molhamento total dos trifélios, evitando-se
atingir o ponto de escorrimento.

As inoculacbes com X. axonopodis pv. phaseoli foram realizadas aos 46
DAE para a safra da seca (2014/2015) e aos 51 DAE para a safra das aguas
(2015/2016), com o auxilio de um borrifador manual, inoculando-se em toda parte
aérea da planta, até o ponto de molhamento total dos trifélios, evitando-se atingir o
ponto de escorrimento.

Avaliou-se a severidade do crestamento bacteriano comum e variaveis
relacionadas a producdo como numero de vagens por planta, nUmero de gréos por
vagem, massa de mil graos e produtividade.

As avaliacbes de severidade do crestamento bacteriano comum foram
realizadas em dez trifélios, escolhidos aleatoriamente, de diferentes plantas, com o
auxilio da escala diagramatica para crestamento bacteriano comum em feijoeiro,
proposta por Diaz et al. (2001).

Estas avaliagOes foram realizadas aos 31, 38, 45, 52, 62, 72 e 80 DAE para
a safra da seca (2014/2015) e aos 35, 46, 51 60, 65 e 74 DAE para a safra das
aguas (2015/2016).

Com os valores de severidade do crestamento bacteriano comum, nos
periodos avaliados, foi construida a area abaixo da curva de progresso da doenca
(AACPD), pela metodologia proposta por Shaner e Finney (1977).

Para avaliagdo do numero de vagens por planta, numero de gréos por
vagem e massa de mil grdos selecionou-se aleatoriamente 20 plantas apds a
colheita, a qual ocorreu aos 89 DAE para a safra da seca (2014/2015) e aos 113
DAE para a safra das aguas (2015/2016), e se procedeu as devidas avaliacoes.

A produtividade foi obtida através da colheita da area util, a qual
compreendeu uma area de 6,75 m? para a safra da seca (2014/2015) e 5,40 m? para
a safra das aguas (2015/2016), utilizando-se as trés linhas centrais de cada parcela,

descartando-se 1,0 m de cada borda, e estimando-se a produtividade em kg ha.
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3.8 ANALISES ESTATISTICAS

A analise estatistica foi realizada com o auxilio do software SISVAR versao
5.3 (FERREIRA, 2011).

Para a avaliagdo de producdo de compostos volateis e ndo volateis por
leveduras e também para o efeito das leveduras sobre o desenvolvimento de
crestamento bacteriano comum em plantas de feijoeiro em casa de vegetacéo, 0s
resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia e posteriormente
agrupadas pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de significancia.

Para a avaliagdo do efeito das leveduras sobre o desenvolvimento de
crestamento bacteriano comum em plantas de feijoeiro a campo: safra da seca
(2014/2015) e também da safra das aguas (2015/2016), os resultados obtidos foram
submetidos a andlise de variancia e posteriormente as médias comparadas pelo

teste de Tukey, ao nivel de 5% de significancia.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DE LEVEDURAS

Foram obtidos 48 isolados a partir de tecidos foliares e seis a partir de
tecidos florais. Foi possivel a identificacdo de 42 dos 54 isolados, sendo
identificados oito géneros e dez espécies de leveduras. O género mais abundante foi
0 Rhodotorula, com 12 isolados. Os demais géneros foram Brettanomyces (um
isolado), Candida (cinco isolados), Cryptococcus (sete isolados) Pichia (cinco
isolados), Sporidiobolus (cinco isolados), Sporobolomyces (um isolado) e Zygoascus
(seis isolado).

As espécie mais abundante foi a Rhodotorula glutinis, com oito isolados
identificados. As demais espécies identificadas foram Brettanomyces custersianus
(um isolado), Candida albicans (cinco isolados), Cryptococcus laurentii (sete
isolados), Pichia guilliermondii (trés isolados), Pichia pini (dois isolados), Rhodotorula
aurantiaca (quatro isolados) Sporidiobolus johnsonii  (cinco isolados),
Sporobolomyces roseus (um isolado) e Zygoascus hellenicus (seis isolados).

Fuentefria (2004), utilizando as técnicas de “Imprinting” e de isolamento de
leveduras balistosporogénicas, obteve 84 isolados de leveduras e fungos
semelhantes a leveduras (yeast-like fungi), sendo estes isolados, obtidos a partir do
filoplano do Hibiscus rosa-sinensis.

Landell (2006) realizou o isolamento de leveduras a partir do filoplano de
bromélias e endofiticas a estas, obtendo um total de 182 isolados, sendo estes, 178
provenientes do filoplano e quatro endofiticas. Destes isolados, 143 eram leveduras,
36 eram fungos leveduriformes e trés eram algas do género Prototheca. Os 143
isolados de leveduras foram classificados como pertencentes a 58 espécies.

Realizando o isolamento de leveduras a partir de folhas de figueiras,
Mautone (2008) obteve um total de 175 isolados, sendo estes, 125 leveduras
verdadeiras e 50 fungos semelhantes a leveduras. Os 125 isolados de leveduras
foram classificados como pertencentes a 42 espécies.

Deste modo podemos observar a abundancia de espécies de leveduras

presentes nos diferentes ecossistemas. Estas leveduras, bem como os demais



24

microrganismos, endofiticas ou presentes no filoplano, sdo responsaveis por
manterem o equilibrio natural da microbiota presente nas espécies vegetais. Quando
estes tém seus niveis populacionais alterados como ocorre em sistemas de
agricultura convencional pelo uso de pesticidas agricolas, ha reducédo da populacéo
e, por consequéncia, reducdo da competicdo neste ambiente, o que facilita o
estabelecimento de populacdo de patdogenos nocivos aos tecidos vegetais

permitindo a ocorréncia de doencas.

4.2 PRODUCAO DE COMPOSTOS VOLATEIS E NAO VOLATEIS POR
LEVEDURAS E TESTE DE PAREAMENTO

A producdo de compostos volateis pode ser observada em 47 dos 54
isolados. Destes 47 isolados que apresentaram producdo de compostos volateis e
que foram capazes de reduzir, in vitro, o desenvolvimento de X. axonopodis pv.
phaseoli, os niveis de producdo foram variados, sendo estes, divididos em oito
grupos, conforme apresentado na Tabela 3.

No grupo “h” se encontra o tratamento testemunha, portanto, os demais
isolados que se encontram neste grupo nao apresentam producdo de compostos
volateis com potencial de reduzir o desenvolvimento de colbénias do patégeno. Neste
grupo, além da testemunha, se encontram os isolados C. laurentii AH 07-1, R.
glutinis AH 14-3, AH 10-1, AH 09-2, AH 06-1, AH 13-2 e AH 13-1.

Ja no grupo “a” estdo os isolados com produgao de compostos volateis com
maior potencial de reducdo do desenvolvimento de colbnias de X. axonopodis pv.
phaseoli. Neste grupo sdo encontrados seis isolados: S. johnsonii AH 16-1; R.
aurantiaca AH 14-2; R. aurantiaca AH 15-4; R. glutinis AH 19-1; R. glutinis AH 17-3 e
AH 19-4, os quais apresentaram reducao de 84,87, 79,41, 78,99, 78,15, 77,31 e
76,89%, respectivamente.

Os demais isolados também produziram compostos volateis com potencial
de reduzir o desenvolvimento de X. axonopodis pv. phaseoli, no entanto, em niveis

variados, que vao desde uma reducao de 12,18% até uma reducao de 68,07%.
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Tabela 3. Numero de colonias de Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli, em placas
de Petri, submetidas ao teste de compostos volateis com isolados de

leveduras
Isolados de leveduras Numero de colbnias Reducgéo (%)*
Sporidiobolus johnsonii AH 16-1 9,00 a? 84,87
Rhodotorula aurantiaca AH 14-2 12,25 a 79,41
Rhodotorula aurantiaca AH 15-4 12,50 a 78,99
Rhodotorula glutinis AH 19-1 13,00 a 78,15
Rhodotorula glutinis AH 17-3 13,50 a 77,31
AH 19-4 13,75 a 76,89
Pichia guilliermondii AH 18-2 19,00 b 68,07
Rhodotorula aurantiaca AH 05-2 19,00 b 68,07
Rhodotorula glutinis AH 15-2 205 b 65,55
Cryptococcus laurentii AH 02-1 21,75 ¢ 63,45
Pichia guilliermondii AH 16-3 2200 c 63,03
Candida albicans AH 11-2 2250 ¢ 62,18
Pichia pini AH 18-3 2275 ¢ 61,76
Rhodotorula glutinis AH 20-1 24,75 ¢ 58,40
Cryptococcus laurentii AH 03-1 2500 c 57,98
AH 12-22 26,75 d 55,04
Rhodotorula glutinis AH 20-4 27,75 d 53,36
Cryptococcus laurentii AH 17-2 28,00 d 52,94
Candida albicans AH 11-3 28,75 d 51,68
AH 08-2 29,25 d 50,84
Candida albicans AH 10-3 30,00 d 49,58
AH 08-3 30,00 d 49,58
Zygoascus hellenicus AH 14-4 32,35 d 45,63
Zygoascus hellenicus AH 05-5 33,75 d 43,28
Sporidiobolus johnsonii AH 19-3 34,75 e 41,60
Rhodotorula aurantiaca AH 12-3 36,00 e 39,50
Pichia guilliermondii AH 16-2 36,25 e 39,08
Zygoascus hellenicus AH 12-1 37,25 e 37,39
Candida albicans AH 09-1 37,50 e 36,97
AH 11-1 38,50 e 35,29
Pichia pini AH 15-3 38,75 e 34,87
Cryptococcus laurentii AH 01-1 38,75 e 34,87
Zygoascus hellenicus AH 14-1 39,75 e 33,19
Zygoascus hellenicus AH 06-2 41,00 f 31,09
Rhodotorula glutinis AH 15-1 41,00 f 31,09
Zygoascus hellenicus AH 07-2 42,25 f 28,99

Continua...
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...Continuacgéo Tabela 3

AH 08-1 43,50 f 26,89
Sporobolomyces roseus AH 15-5 43,75 f 26,47
Brettanomyces custersianus AH 20-2 44,50 f 25,21
Sporidiobolus johnsonii AH 19-2 44,75 f 24,79
AH 12-21 47,75 g 19,75
Sporidiobolus johnsonii AH 20-3 47,75 g 19,75
Cryptococcus laurentii AH 17-1 48,00 g 19,33
Candida albicans AH 05-3 50,25 g 15,55
Cryptococcus laurentii AH 04-1 50,75 g 14,71
Rhodotorula glutinis AH 18-1 50,75 g 14,71
Sporidiobolus johnsonii AH 17-4 52,25 g 12,18
Cryptococcus laurentii AH 07-1 53,50 h 10,08
Rhodotorula glutinis AH 14-3 54,50 h 8,40
AH 10-1 56,00 h 5,88
AH 09-2 56,25 h 5,46
AH 06-1 56,75 h 4,62
AH 13-2 57,00 h 4,20
AH 13-1 57,25 h 3,87
Testemunha 59,50 h 0,00
CV (%) 10,97
Média geral 35,90

'Reducao (%) comparada com o tratamento testemunha; 2Agrupamento realizado com base no teste
de Scott-Knott ao nivel de 5% de significancia.

Com relacédo a producdo de compostos ndo volateis, pode observar-se que
todos os isolados tiveram alguma producdo deste compostos, porém, em niveis
variados, e que estes possuem potencial para reduzir, in vitro, o desenvolvimento de
X. axonopodis pv. phaseoli. Considerando-se a média dos trés diferentes métodos
de avaliacdo, estes isolados foram divididos em 13 grupos com diferentes niveis de
atuacao, conforme apresentado na Tabela 4.

No grupo “m” encontra-se apenas o tratamento testemunha. Por outro lado,
na outra extremidade da Tabela 4, encontra-se o grupo “a”, o qual € representado
apenas pelo isolado R. glutinis AH 20-1, sendo que este apresentou reducdo no
namero de colbnias de X. axonopodis pv. phaseoli em 62,85%.
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Tabela 4. Numero de coldnias de Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli, em placas
de Petri, submetidas a trés diferentes testes de compostos ndo volateis
com isolados de leveduras

Isolados de leveduras Numero de colbnias Reducgéo (%)*
Rhodotorula glutinis AH 20-1 44,92 a2 62,85
Cryptococcus laurentii AH 07-1 4958 b 59,00
Pichia pini AH 15-3 5250 ¢ 56,58
Sporidiobolus johnsonii AH 19-3 53,00 ¢ 56,17
Pichia guilliermondii AH 18-2 53,08 ¢ 56,10
Sporobolomyces roseus AH 15-5 54,00 c 55,34
Rhodotorula glutinis AH 19-1 56,50 d 53,27
Rhodotorula glutinis AH 15-1 58,33 d 51,76
Cryptococcus laurentii AH 02-1 59,75 d 50,59
Zygoascus hellenicus AH 12-1 60,83 e 49,69
Cryptococcus laurentii AH 04-1 63,33 e 47,63
Candida albicans AH 05-3 63,42 e 47,55
AH 08-3 63,75 e 47,28
Zygoascus hellenicus AH 14-1 63,75 e 47,28
Candida albicans AH 09-1 64,67 e 46,52
Candida albicans AH 10-3 65,08 e 46,18
Pichia pini AH 18-3 67,00 f 44,59
Cryptococcus laurentii AH 03-1 67,50 f 44,18
Pichia guilliermondii AH 16-2 67,83 f 43,91
AH 12-22 68,17 f 43,62
Rhodotorula aurantiaca AH 12-3 68,42 f 43,42
AH 11-1 68,67 f 43,21
Candida albicans AH 11-3 69,33 f 42,66
Rhodotorula glutinis AH 14-3 70,17 f 41,97
Rhodotorula glutinis AH 15-2 72,42 g 40,11
AH 08-1 72,59 g 39,97
Rhodotorula aurantiaca AH 05-2 74,08 g 38,74
Cryptococcus laurentii AH 01-1 82,41 h 31,85
Sporidiobolus johnsonii AH 16-1 82,67 h 31,63
Pichia guilliermondii AH 16-3 83,09 h 31,29
Cryptococcus laurentii AH 17-1 84,50 h 30,12
AH 19-4 85,42 h 29,36
Zygoascus hellenicus AH 05-5 86,00 h 28,88
Brettanomyces custersianus AH 20-2 86,00 h 28,88
Rhodotorula aurantiaca AH 15-4 86,75 h 28,26
Rhodotorula glutinis AH 17-3 89,83 i 25,71

Continua...
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...Continuacgéo Tabela 4

Zygoascus hellenicus AH 06-2 90,75 i 24,95
Rhodotorula glutinis AH 20-4 91,00 i 24,74
AH 08-2 91,83 i 24,06
Cryptococcus laurentii AH 17-2 92,34 i 23,64
Sporidiobolus johnsonii AH 20-3 93,92 i 22,33
Rhodotorula aurantiaca AH 14-2 94,08 i 22,20
Sporidiobolus johnsonii AH 19-2 99,34 j 17,85
Rhodotorula glutinis AH 18-1 100,42 j 16,95
Candida albicans AH 11-2 101,92 i 15,71
Sporidiobolus johnsonii AH 17-4 105,33 k 12,89
AH 06-1 108,92 I 9,92
AH 12-21 111,17 I 8,06
Zygoascus hellenicus AH 07-2 111,34 I 7,92
AH 13-1 111,75 I 7,58
AH 10-1 112,00 I 7,38
AH 09-2 112,25 I 7,17
AH 13-2 113,58 I 6,07
Zygoascus hellenicus AH 14-4 114,00 I 5,72
Testemunha 120,92 m 0,00
CV (%) 3,16
Média geral 80,66

'Reducao (%) comparada com o tratamento testemunha; 2Agrupamento realizado com base no teste
de Scott-Knott ao nivel de 5% de significancia, considerando-se a média dos trés métodos.

Os demais isolados também apresentam a producdo de compostos nao
volateis com potencial de reducdo no desenvolvimento de X. axonopodis pv.
phaseoli, no entanto, em niveis variados, que vado desde uma reducédo de 5,72% até
uma reducéo de 59%.

Com relacdo ao teste de pareamento de culturas, ndo foi observada
presenca de halo de inibicdo para nenhum dos isolados. Este fato pode ser
explicado pelo crescimento pouco expressivo de colbnias de X.axonopodis pv.
phaseoli e das col6nias das leveduras.

N&o ha relato na literatura utilizando método de pareamento de culturas
concomitantemente com leveduras e com bactérias, desta forma, o resultado néo
pode ser comparado.

Conforme Rezende et al. (2010) os compostos organicos volateis séo

produtos do metabolismo de microrganismos, que se apresentam na forma gasosa
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ou possuem alta pressdo de vapor. Estes compostos geralmente possuem baixa
massa molecular, sdo ativos em baixas concentragdes e podem pertencer a diversas
classes quimicas como hidrocarbonetos, terpenos, alcoois, acidos carboxilicos,
ésteres, cetonas, derivados de enxofre e compostos aromaticos. A diversidade de
compostos organicos volateis € muito grande, devido a grande diversidade de
microrganismos e producdo em proporc¢des variadas.

Fialho et al. (2010), estudando a producdo de compostos volateis pela
levedura Saccharomyces cerevisiae, concluiram que a mesma produz compostos
organicos volateis antimicrobianos, constituidos principalmente por alcoois.

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

De acordo com Fialho et al. (2010), um dos possiveis mecanismos de acao
dos compostos organicos volateis atuantes sobre o patdgeno é a reducédo da sintese
de proteinas e da atividade de enzimas envolvidas na morfogénese, além de que a
exposicdo aos volateis desencadeia processos de estresse oxidativo. Deste modo,
0S compostos organicos volateis produzidos por esta levedura possuem potencial no
controle de organismos de importancia agronémica.

Assim sendo, pode se determinar que leveduras que produzem compostos
volateis e ndo volateis sdo capazes de reduzir o desenvolvimento de colbnias de X.
axonopodis pv. phaseoli in vitro, podendo assim, ser consideradas como
promissores agentes de controle bioldgico deste patdgeno.

No entanto, conforme Silva (2008), a inexisténcia de correlacdo entre
resultados obtidos in vitro e in vivo é amplamente relatada, deste modo, levando a
possibilidade de que a inducdo de resisténcia possa ser, em alguns casos, um
mecanismo ocorrente nos trabalhos que buscam o biocontrole de doencas, inclusive
as que ocorrem no feijoeiro.

Sendo assim, isto nao significa necessariamente que o efeito obtido in vitro
se repetird no patossistema feijoeiro - X. axonopodis pv. phaseoli, visto que, neste
caso, ha interferéncia do substrato onde os microrganismos se desenvolvem, de um

meio de cultivo rico em nutrientes para o filoplano da planta.
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Além disto, em um campo de producdo, a influéncia do ambiente é de
extrema importancia, bem como o sistema de produgéo empregado e 0s manejos e

produtos utilizados neste sistema.

4.3 EFEITO DAS LEVEDURAS NA PROTECAO DE PLANTAS DE FEIJOEIRO AO
CRESTAMENTO BACTERIANO COMUM EM CASA DE VEGETACAO

Os resultados observados nas folhas primérias das plantas, onde houve a
aplicacdo das leveduras como agentes de biocontrole, e a inoculacdo do patégeno,
indicam um grupo de leveduras que apresentaram reducdo na severidade da
doenca, indicando que seus mecanismos de acdo podem estar relacionados a
antibiose e/ou competicéo.

Ao observar a AACPD nestas folhas primarias (Tabela 5), os isolados foram
divididos em dois grupos, “@a” com 32 isolados e “b” com 22 isolados mais a
testemunha.

Deste modo, pode se inferir que os isolados que se encontram no grupo “b”
nao apresentaram efeito no controle do crestamento bacteriano comum na folha
primaria, com a inoculacéo do patdgeno.

Alguns dos isolados que integram o grupo “b” apresentaram AACPD maior
gue o tratamento testemunha, sendo a maior elevacgao do isolado C. laurentii AH 04-
1, o qual elevou em 102,70% a AACPD. Ainda no grupo “b” o isolado que
apresentou menor AACPD foi o isolado AH 13-1, o qual apresentou AACPD 5,99%
menor que o tratamento testemunha, para esta variavel.

Todos isolados que se encontram no grupo “a” apresentaram redugao na
AACPD, em condicbes de casa de vegetacdo. Rhodotorula glutinis AH14-3
apresentou a maior reducdo na AACPD, reduzindo esta em 79,57%.

O isolado do grupo “a” que apresentou menor redu¢cao da AACPD foi o AH
11-1, o qual reduziu em 11,60% esta variavel. Os demais isolados presentes neste

grupo apresentaram reducéo da AACPD que variou de 12,41% até 57,38%.
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Tabela 5. Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) para o
crestamento bacteriano comum causado por Xanthomonas axonopodis pv.
phaseoli em folhas primarias de feijoeiro tratadas com leveduras

Tratamento AACPD Variacédo (%)*
Rhodotorula glutinis AH 14-3 576 a2 79,57R
Candida albicans AH 05-3 12,02 a 57,38R
Sporidiobolus johnsonii AH 16-1 13,23 a 53,09R
Zygoascus hellenicus AH 06-2 13,28 a 52,91R
Rhodotorula glutinis AH 20-1 13,28 a 52,91R
Rhodotorula glutinis AH 18-1 1381 a 51,03R
Pichia guilliermondii AH 18-2 15,21 a 46,06R
Cryptococcus laurentii AH 17-2 15,88 a 43,69R
Sporobolomyces roseus AH 15-5 17,81 a 36,84R
Candida albicans AH 09-1 18,29 a 35,14R
Pichia pini AH 15-3 18,30 a 35,11R
Rhodotorula aurantiaca AH 14-2 18,49 a 34,43R
AH 12-22 18,82 a 33,26R
Sporidiobolus johnsonii AH 20-3 19,06 a 32,41R
Cryptococcus laurentii AH 01-1 1991 a 29,40R
Zygoascus hellenicus AH 07-2 20,63 a 26,84R
Zygoascus hellenicus AH 14-4 20,80 a 26,24R
AH 06-1 20,95 a 25,71R
AH 12-21 21,08 a 25,25R
AH 19-4 21,78 a 22,77R
AH 08-3 22,68 a 19,57R
Pichia guilliermondii AH 16-3 22,98 a 18,51R
AH 09-2 23,20 a 17,73R
Rhodotorula glutinis AH 15-2 23,46 a 16,81R
Rhodotorula glutinis AH 15-1 23,48 a 16,74R
Rhodotorula glutinis AH 20-4 2351 a 16,63R
Candida albicans AH 10-3 2391 a 15,21R
Zygoascus hellenicus AH 14-1 23,98 a 14,96R
Brettanomyces custersianus AH 20-2 24,12 a 14,47R
Zygoascus hellenicus AH 12-1 24,47 a 13,23R
Rhodotorula glutinis AH 17-3 24,70 a 12,41R
AH 11-1 2493 a 11,60R
AH 13-1 2651 b 5,99
Cryptococcus laurentii AH 03-1 2749 b 2,52
Sporidiobolus johnsonii AH 19-3 27,68 b 1,84
Rhodotorula aurantiaca AH 15-4 2782 b 1,35

Continua...
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...Continuacgéo Tabela 5

Testemunha 2820 b 0,00
Cryptococcus laurentii AH 17-1 2825 b 0,18
Candida albicans AH 11-3 28,30 b 0,35
AH 08-1 28,66 b 1,63
Rhodotorula glutinis AH 19-1 28,80 b 2,13
Candida albicans AH 11-2 30,03 b 6,49
Cryptococcus laurentii AH 07-1 3157 b 11,95
Sporidiobolus johnsonii AH 19-2 3264 b 15,74
Rhodotorula aurantiaca AH 12-3 3348 b 18,72
Pichia guilliermondii AH 16-2 3363 b 19,26
Pichia pini AH 18-3 33,71 b 19,54
AH 10-1 3387 b 20,11
AH 13-2 3455 b 22,52
Cryptococcus laurentii AH 02-1 3477 b 23,30
Zygoascus hellenicus AH 05-5 3525 b 25,00
Rhodotorula aurantiaca AH 05-2 36,31 b 28,76
Sporidiobolus johnsonii AH 17-4 3739 b 32,59
AH 08-2 4022 b 42,62
Cryptococcus laurentii AH 04-1 57,16 b 102,70
CV (%) 46,29
Média geral 25,09

Variacdo (%) comparada com o tratamento testemunha; 2Agrupamento realizado com base no teste
de Scott-Knott ao nivel de 5% de significancia; RRedugdo (%) da AACPD comparada com o
tratamento testemunha.

Com relacdo aos resultados observados no primeiro trifolio (Tabela 6), onde
nao houve aplicacdo das leveduras, apenas do patdégeno, os resultados demonstram
haver uma gama de isolados de levedura promissores para serem utilizados como
possiveis agentes indutores de resisténcia em plantas de feijoeiro ao crestamento
bacteriano comum, visto que, como ndo ha contato entre as leveduras e o patdégeno,
0 modo de acdo para o controle foi, possivelmente, a indugdo de resisténcia
sistémica da planta.

Neste trifolio, considerando a AACPD, os isolados foram divididos em trés
grupos, “a” com 35 isolados, “b” com 17 isolados mais a testemunha e “c” com dois
isolados.

Os isolados do grupo “b” n&o apresentaram resultados satisfatérios para

uma possivel inducdo de resisténcia de plantas de feijoeiro ao crestamento



33

bacteriano comum, porém, estes isolados também nao propiciaram uma inducdo de

suscetibilidade da doencga.

Tabela 6. Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) para o
crestamento bacteriano comum causado por Xanthomonas axonopodis pv.
phaseoli em trifdlios de feijoeiro de plantas tratadas com leveduras na folha

primaria
Tratamento AACPD Variacgédo (%)*
Rhodotorula glutinis AH 14-3 4,34 @a? 86,10R
Sporidiobolus johnsonii AH 16-1 7,96 a 74,50R
Cryptococcus laurentii AH 01-1 821 a 73,70R
AH 12-22 991 a 68,26R
Brettanomyces custersianus AH 20-2 1153 a 63,07R
Rhodotorula glutinis AH 20-1 12,22 a 60,86R
Cryptococcus laurentii AH 17-2 12,56 a 59,77R
Rhodotorula glutinis AH 15-1 12,94 a 58,55k
Candida albicans AH 05-3 14,17 a 54,61R
AH 08-3 14,42 a 53,81R
Sporidiobolus johnsonii AH 19-2 1450 a 53,56R
Rhodotorula glutinis AH 15-2 15,20 a 51,31R
Zygoascus hellenicus AH 14-1 1557 a 50,13R
Pichia pini AH 15-3 16,46 a 47,28R
Rhodotorula glutinis AH 18-1 16,48 a 47,21R
Cryptococcus laurentii AH 07-1 17,06 a 45,36R
AH 10-1 17,15 a 45,07R
Candida albicans AH 10-3 17,15 a 45,07R
Sporobolomyces roseus AH 15-5 17,30 a 44,59R
Zygoascus hellenicus AH 07-2 17,63 a 43,53R
Zygoascus hellenicus AH 12-1 17,87 a 42,76R
Rhodotorula glutinis AH 19-1 18,39 a 41,10R
Rhodotorula glutinis AH 17-3 18,40 a 41,06R
Pichia guilliermondii AH 16-3 18,78 a 39,85R
Rhodotorula aurantiaca AH 14-2 19,92 a 36,19R
Rhodotorula aurantiaca AH 05-2 20,08 a 35,68R
Pichia guilliermondii AH 16-2 20,51 a 34,30R
AH 12-21 20,59 a 34,05R
AH 09-2 20,94 a 32,93R
Sporidiobolus johnsonii AH 17-4 21,02 a 32,67R
AH 11-1 21,03 a 32,64R

Continua...
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Rhodotorula aurantiaca AH 15-4 21,39 a 31,49R
Cryptococcus laurentii AH 17-1 21,43 a 31,36R
Pichia pini AH 18-3 21,59 a 30,85R
Pichia guilliermondii AH 18-2 21,73 a 30,40R
AH 13-2 2269 b 27,32

Candida albicans AH 09-1 23,34 b 25,24
Zygoascus hellenicus AH 06-2 2385 b 23,61
AH 13-1 2404 b 23,00

Zygoascus hellenicus AH 14-4 2443 b 21,75
Candida albicans AH 11-2 2447 b 21,62
Sporidiobolus johnsonii AH 20-3 2455 b 21,36
Candida albicans AH 11-3 2516 b 19,41
AH 08-1 2594 b 16,91
Cryptococcus laurentii AH 03-1 26,79 b 14,19
Sporidiobolus johnsonii AH 19-3 26,85 b 14,00
AH 06-1 27,04 b 13,39
Cryptococcus laurentii AH 04-1 28,12 b 9,93
Rhodotorula glutinis AH 20-4 2899 b 7,14
AH 19-4 29,12 b 6,73
Testemunha 3122 b 0,00

AH 08-2 3127 b 0,16
Cryptococcus laurentii AH 02-1 3285 b 5,22
Zygoascus hellenicus AH 05-5 38,74 c 24,09
Rhodotorula aurantiaca AH 12-3 48,67 c 55,89¢

CV (%) 43,81
Média geral 20,81

Variagdo (%) comparada com o tratamento testemunha; 2Agrupamento realizado com base no teste
de Scott-Knott ao nivel de 5% de significancia; RReducdo (%) da AACPD comparada com o
tratamento testemunha; EElevacao (%) da AACPD comparada com o tratamento testemunha.

Neste grupo “b” a variagcdo da AACPD foi desde uma elevacado desta em
5,22%, até uma reducao de 27,32%, no entanto, todos os isolados presentes neste
grupo nao apresentaram efeito na variavel em questéo, visto que, neste grupo esta
presente a testemunha, sem nenhum agente de controle, portanto, sem nenhum
efeito na reducéo da doenca.

Os isolados que se encontram no grupo “a” apresentaram resultado positivo

guanto a uma possivel inducao de resisténcia das plantas no controle desta doenca,
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sendo que, neste trifélio, Rhodotorula glutinis AH14-3 apresentou a maior reducéo
na AACPD, reduzindo em 86,10% esta variavel.

O tratamento com menor reduc¢ao da AACPD, porém presente no grupo “a”,
ou seja, com uma possivel inducdo de resisténcia foi o Pichia guilliermondii AH 18-2,
o qual apresentou reducdo da varidvel em 30,40%. Os demais tratamentos
presentes neste grupo apresentaram reducdo da AACPD que variou de 30,85% até
74,50%.

O grupo “c”, onde estao presentes os isolados Zygoascus hellenicus AH 05-
5 e Rhodotorula aurantiaca AH12-3 apresentaram uma elevacdo da AACPD,
possivelmente induzindo a suscetibilidade da planta ao patdgeno. O isolado Z.
hellenicus AH 05-5 elevou a AACPD em 24,09% enquanto que Rhodotorula
aurantiaca AH12-3 apresentou uma elevacéo de 55,89% na variavel.

O potencial das leveduras como agentes de controle bioldgico ja vem a
algum tempo sendo demonstrado, principalmente, em estudos conduzidos com S.
cerevisiae.

Piccinin et al. (2005), trabalhando com a S. cerevisiae observaram que, na
cultura do sorgo, o tratamento com esta levedura mostrou-se protetor contra
Colletotrichum sublineolum, agente causal da antracnose, reduzindo em mais de
90% a AACPD.

Em outro estudo com esta levedura, Mello et al. (2011) observaram que o
uso desta leveduras para controle da podriddo-mole causada por Pectobacterium
carotovorum subsp. carotovorum em couve-chinesa era ocorrente, e que a aplicacéo
de S. cerevisiae reduziu a AACPD desta doenca em 39,3% em casa de vegetacdo e
15,7% a campo.

No entanto, Gouvea et al. (2009), trabalhando com a cultura do morangueiro,
observaram que aplicacdo de S. cerevisiae nédo resultou no controle da mancha de
micosfaerela (Micosphaerella fragarie), porém, para a mancha de dendrofoma
(Dendrophoma obscurans) as aplicacdes de S. cerevisiae se mostraram eficientes
no controle, reduzindo em 31% a AACPD da incidéncia desta doenca.

Zanardo et al. (2009) observaram que a levedura S. cerevisiae apresenta
eliciadores que induzem a resisténcia em plantulas de pepino a antracnose, no
entanto, para que se apresente tal efeito, o extrato bruto desta levedura necessita
passar por uma autoclavagem para extracdo destas moléculas eliciadoras de
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resisténcia, deste modo reduzindo em aproximadamente 75% a severidade desta
doenca.

Franca et al. (2015) observaram que as leveduras Rhodotorula glutinis e
Rhodotorula aurantiaca reduziram as lesbes causadas por Colletotrichum
gloeosporioides em frutos de pimentdo, com reducao de aproximadamente 35% no
diametro da leséo.

Os resultados encontrados por Franca et al. (2015) corroboram com o0s
resultados observados no presente trabalho, visto que, determinados isolados de R.
glutinis e de R. aurantiaca foram capazes de reduzir a severidade do crestamento
bacteriano comum em plantas de feijoeiro.

No entanto, a aplicagdo de R. aurantiaca AH 12-3 na folha unifoliada da
planta elevou o severidade da doenca no primeiro trifélio, 0 que indica que esta pode
deixar a planta mais suscetivel ao ataque dos patégenos, possivelmente, por reduzir
a producdo de mecanismos de defesa da planta ou por ter papel associativo com a
bactéria na colonizacdo dos tecidos vegetais e, consequentemente, o0
desenvolvimento da doenca.

Também corroboram com o presente trabalho os resultados encontrados por
Melo et al. (2015), onde cepas de R. aurantiaca e R. glutinis apresentaram eficiéncia
na protecdo de mudas de meldo a mancha bacteriana dos frutos, causadas por
Acidovorax citrulli, sendo que, esta primeira levedura teve eficiéncia na reducdo da
AACPD em 58,6%.

Deste modo, pode-se evidenciar que microrganismos, em especial as
leveduras, tem grande potencial para serem utilizadas como agentes de controle
biolégico de doencas em plantas e como indutoras de resisténcia, no entanto, ainda
devem ser melhor estudadas, principalmente no que diz respeito a influéncia destas
em condi¢cdes de campo, visto que o ambiente exerce grande influéncia na interacéo
das leveduras com a planta, podendo ou ndo causar efeito de controle biolégico ou a
inducédo de resisténcia contra o crestamento bacteriano comum.

Com base neste teste realizado em casa de vegetacado foram selecionados
seis isolados de leveduras para serem testado a campo.

Selecionou-se os trés isolados com maior reducdo da AACPD no primeiro
trifélio (com possivel agdo de inducdo de resisténcia), o isolado com maior reducéo
da AACPD na folha priméria, porém, sem reducao desta varidvel no primeiro trifélio
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(atuando diretamente sobre o patdgeno) e também dois isolados que apresentaram
inducédo de suscetibilidade do feijoeiro ao patégeno.

Deste modo, foram selecionados os isolados Rhodotorula glutinis AH 14-3,
Sporidiobolus johnsonii AH 16-1, Cryptococcus laurenti AH 01-1, Zygoascus
hellenicus AH 06-2, Zygoascus hellenicus AH 05-5 e Rhodotorula aurantiaca AH 12-
3.

4.4 EFEITO DAS LEVEDURAS NA PROTECAO DE PLANTAS DE FEIJOEIRO AO
CRESTAMENTO BACTERIANO COMUM A CAMPO: SAFRA DA SECA
(2014/2015) E SAFRA DAS AGUAS (2015/2016)

Na safra da seca (2014/2015) pode-se observar que o tratamento com
Rhodotorula aurantiaca AH 12-3 apresentou elevacdo da AACPD de 35,75% em
relacdo a testemunha, no entanto, esta diferenca néo foi significativa pelo teste de
Tukey a 5% de significanica (Figura 2), fato semelhante ao ocorrido em casa de
vegetacao, visto que nesta a elevagcdo da AACPD foi superior ao encontrado a
campo, porém, demonstrando o efeito que este isolado possui em ser um indutor de
sucetibilidade ao crestamneto bacteriano comum em plantas de feijoeiro.
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Figura 2. Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) de plantas de
feijoeiro, inoculadas com Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli, cultivados
na safra da seca (2014/2015), no periodo de 21 de marco a 24 de junho de
2015, no municipio de Marechal Candido Rondon — PR.
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J& S. johnsonii AH 16-1 foi o tratamento que apresentou a menor AACPD,
reduzindo em 29,15% a AACPD, no entanto, esta diferenca também né&o foi
significativa pelo teste de Tukey a 5% de significanica (Figura 2), fato também
semelhante ao ocorrido em casa de vegetacdo, apesar de que nesta a reducédo da
AACPD foi mais elevada.

Pode-se observar nestes resultados que R. aurantiaca AH 12-3 apresenta
elevacdo da AACPD quando comparada com os tratamentos S. johnsonii AH 16-1,
Controle Quimico, C. laurentii AH 01-1 e R. glutinis AH 14-3, no entanto, esta ndo
difere dos tratamentos testemunha, Z. hellenicus AH 06-2 e Z. hellenicus AH 05-5,
conforme apresentado na Figura 2.

No entanto, no cultivo da seca, os valores de temperatura e umidade relativa
do ar foram baixos, o que ndo propicia uma elevada severidade da doenca, pois
estas condicbes ambientais ndo sdo favoraveis ao patégeno e consequentemente
h& uma baixa incidéncia e severidade da doenca.

Na safra das aguas (2015/2016) o tratamento com R. aurantiaca AH 12-3
também apresentou maior AACPD, confirmando-se assim que este isolado
apresenta efeito de promotor do crestamento bacteriano comum, elevando a AACPD
das plantas tratadas com este isolado, conforme observado na Figura 3.
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Figura 3. Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) de plantas de
feijoeiro, inoculadas com Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli, cultivados
na safra das aguas (2015/2016), no periodo de 1° de setembro a 30 de
dezembro de 2015, no municipio de Marechal Candido Rondon — PR.

10 +

ab

725 7.70

0ol

O isolado R. glutinis AH 14-3 foi o tratamento que apresentou a menor
AACPD, novamente demonstrando que este isolado, assim como em casa de
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vegetacao e na safra da seca (2014/2015), apresenta efeito positivo no controle do
crestamento bacteriano comum, reduzindo a AACPD das plantas de feijoeiro
tratadas.

O tratamento com R. glutinis AH 14-3 foi semelhante aos tratamentos S.
johnsonii AH 16-1, Controle Quimico e C. laurentii AH 01-1, conforme apresentado
na Figura 3, sendo que estes apresentaram reducao da AACPD em 53,70, 50,83,
49,55 e 48,53%, respectivamente, em relacao a testemunha, indicando deste modo,
efeito positivo no controle do crestamento bacteriano comum em plantas de feijoeiro.

Os tratamentos com os isolados Z. hellenicus AH 05-5 e Z. hellenicus AH 06-
2 apresentaram reducdo de 19,35 e 11,43% na AACPD, respectivamente, e 0
tratamento com R. aurantiaca AH 12-3 apresentou elevagao de 18,39% na AACPD,
sendo que, estes trés tratamentos foram semelhantes a testemunha, portanto,
demonstrando ndo haver efeito de controle da doenca. O efeito de suscetibilidade ao
crestamento bacteriano comum, nas plantas tratadas com estes isolados, também
nao foi observado.

Ao se analisar os dados referentes aos dois estudos pode-se constatar que
as plantas de feijoeiro tratadas com os isolados R. glutinis AH 14-3, S. johnsonii AH
16-1 e C. laurentii AH 01-1 apresentam tendéncia de reducdo da AACPD do
crestamento bacteriano comum, apesar disto ter sido demonstrado de maneira mais
expressiva na safra das aguas, justamente onde o patégeno encontra condicbes
mais favoraveis para o0 seu desenvolvimento, assim, consequentemente
apresentando uma maior incidéncia e severidade da doenca.

Hoffmann et al. (2012) observaram que plantas de feijoeiro cultivadas na
safra das aguas (2011/2012) e tratadas com a levedura S. cerevisiae apresentaram
reducdo na severidade do crestamento bacteriano comum em aproximadamente
40% para a cultivar IPR-139 e em aproximadamente 45% para a cultivar IAPAR 81,
porém, isto nao refletiu na produtividade, sendo que esta foi semelhante a
testemunha.

Ja Muller (2011), trabalhando com Saccharomyces boulardii, ndo observou
redugdo na severidade do crestamento bacteriano comum em feijoeiros em
nenhuma das épocas de cultivo estudadas, sendo que este trabalhou na safra da
seca (2008/2009), safra das aguas (2009/2010) e também na safra da seca
(2009/2010). Porém, este desenvolveu sua pesquisa em sistema agroecoldgico,
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sendo considerado ambiente equilibrado, deste modo, mesmo a testemunha (agua)
teve baixa severidade da doencga.

Corroboram com os resultados encontrados pelo autor acima citado o
trabalho de Machado e Bettiol (2010) onde estes observaram que o manejo de lirios
sem o0 uso de agrotéxicos propicia uma elevada populacdo de leveduras, em
especial Sporidiobolus pararoseus, sendo esta, um potencial agente para a reducao
da incidéncia e severidade de Botrytis cinerea, sendo que, em sistemas de producéo
com o uso de agrotoxicos a populacédo de leveduras tende a zero.

Sendo assim, pode-se evidenciar que as leveduras sdo organismos de
grande potencial a serem empregados no controle biolégico do crestamento
bacteriano comum em feijoeiros.

Com relacdo as variaveis relacionadas a producéo, referentes a safra da
seca (2014/2015), as quais sao apresentadas na Tabela 7, pode-se observar que

ocorreram pequenas alteracdes nestas, conforme a aplicagéo dos tratamentos.

Tabela 7. Vagens por planta, grdos por vagem e massa de mil grdos de feijoeiro cv.
lapar 81, na safra da seca (2014/2015), submetidos ao tratamento com
leveduras, no municipio de Marechal Candido Rondon — PR, 2015

TRATAMENTO Vagens planta* Gréos vagem™ Massa de mil
gréos (g)
Testemunha 858 a 334 b 239,33 a
Cryptococcus laurentii AH 01-1 535 b 313 b 206,58 ab
Zygoascus hellenicus AH 05-5 771 a 3,75 ab 197,24 ab
Zygoascus hellenicus AH 06-2 8,25 a 3,68 ab 204,58 ab
Rhodotorula aurantiaca AH 12-3 7,86 a 3,65 ab 199,50 ab
Rhodotorula glutinis AH 14-3 820 a 3,48 ab 201,56 ab
Sporidiobolus johnsonii AH 16-1 7,75 a 4,05 a 194,40 ab
Controle quimico 7,33 ab 3,73 ab 192,15 b
CV (%) 12,37 7,32 9,63
Média Geral 7,63 3,60 204,42

*Média seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5%
de significancia.

Com relagcdo ao numero de vagens por planta, o tratamento Controle
Quimico foi o unico que apresentou reducao desta variavel quando comparado a

testemunha, esta reducéo foi de 14,57%, os demais tratamentos foram semelhantes
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a testemunha. Portanto, nenhum dos tratamentos aplicados apresentou elevacao no
namero de vagens por planta.

Para a varidvel grdos por vagem, o tratamento S. johnsonii AH 16-1 foi o
anico que apresentou elevacdo desta variavel, quando comparado com a
testemunha, com elevacgao de 21,26%, os demais tratamentos foram semelhantes a
testemunha, deste modo, nenhum dos tratamentos aplicados apresentou reducdo no
namero de graos por vagens.

Com relacdo a massa de mil graos, o tratamento Controle Quimico foi o
Unico que apresentou reducao desta variavel quando comparado a testemunha, esta
redugéo foi de 19,71%, os demais tratamentos foram semelhantes a testemunha.
Sendo assim, nenhum dos tratamentos aplicados apresentou elevacdo no numero
de vagens por planta.

Estas alteracbes nas varidveis acima citadas ndo interferiram na
produtividade dos feijoeiros tratados com leveduras na safra da seca (2014/2015),

conforme apresentado na Figura 4.
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Figura 4. Produtividade (kg ha?) de feijoeiro, inoculados com Xanthomonas
axonopodis pv. phaseoli, cultivados na safra da seca (2014/2015), no
periodo de 21 de margo a 24 de junho de 2015, no municipio de Marechal
Céandido Rondon — PR.
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O tratamento Controle Quimico apresentando producgédo 15,74% menor que
a testemunha, ja o tratamento R. aurantiaca AH 12-3 apresentou elevacédo de 8,30%
em comparacao com a testemunha, no entanto, nenhum dos tratamentos aplicados
apresentou diferenca de produtividade pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de

significancia.
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Ao se relacionar a variadvel produtividade com a AACPD, para a mesma
safra, pode observar-se que o tratamento R. aurantiaca AH 12-3 foi o que
apresentou a maior produtividade e também a maior AACPD. Deste modo, indicando
que a planta possa ter deixado de investir energia na defesa ao crestamento
bacteriano comum para usar esta em produgao.

O tratamento com S. johnsonii AH 16-1 foi o que apresento a menor AACPD
e obteve a segunda maior produtividade, isto indica que, o custo metabdlico para a
planta se defender do patdégeno foi inferior ao ganho em producdo gerado,
possivelmente pelo fato da planta apresentar maior area fotossintética e
consequentemente maior geragéo de energia.

A menor produtividade foi observada no tratamento controle, o qual
apresentou a segunda menor AACPD, demonstrando assim que nem sempre o
controle da doenca significa incremento na produgéo.

Com relacdo as variaveis relacionadas a producao, referentes a safra das
aguas (2015/2016), as quais sao apresentadas na Tabela 8, pode-se observar que
ocorreram alteracBes apenas na variavel grdos por vagem, conforme a aplicacdo

dos tratamentos.

Tabela 8. Vagens por planta, grdos por vagem e massa de mil graos de feijoeiro cv.
lapar 81, na safra das aguas (2015/2016), submetidos ao tratamento com
leveduras, no municipio de Marechal Candido Rondon — PR, 2015

TRATAMENTO Vagens planta® Grédos vagem™ Massa de mil
graos (9)
Testemunha 8,74 a 1,27 ab 303,70 a
Cryptococcus laurentii AH 01-1 9,03 a 1,32 a 29491 a
Zygoascus hellenicus AH 05-5 8,39 a 1,08 b 293,89 a
Zygoascus hellenicus AH 06-2 793 a 1,18 ab 305,12 a
Rhodotorula aurantiaca AH 12-3 8,21 a 1,19 ab 302,24 a
Rhodotorula glutinis AH 14-3 849 a 1,18 ab 305,60 a
Sporidiobolus johnsonii AH 16-1 7,58 a 1,22 ab 297,95 a
Controle 8,18 a 1,19 ab 303,19 a
CV (%) 10,45 7,82 5,56
Média Geral 8,32 1,20 300,82

*‘Média seguidas da mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5%
de significancia.
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O numero de vagens por planta e a massa de mil grdos ndo foram alterados
devido a aplicacdo dos tratamentos, sendo todas as médias semelhantes de acordo
com o teste de Tukey a 5% de significancia.

O tratamento das plantas com a aplicagdo do isolado de leveduras C.
laurentii AH 01-1 apresentou maior numero de grdos por vagem que as plantas
tratadas com Z. hellenicus AH 05-5, no entanto, ambas foram semelhantes a
testemunha. O tratamento com C. laurentii AH 01-1 elevou em 3,94% o numero de
graos por vagem quando comparado com a testemunha, ja Z. hellenicus AH 05-5
reduziu em 14,96% esta variavel.

A produtividade de plantas de feijoeiro tratadas com leveduras na safra das
aguas (2015/2016) nédo sofreu alteracao devido a aplicacao das leveduras, conforme

apresentado na Figura 5.
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Figura 5. Produtividade (kg ha?) de feijoeiro, inoculados com Xanthomonas
axonopodis pv. phaseoli, cultivados na safra das aguas (2015/2016), no
periodo de 1° de setembro a 30 de dezembro de 2015, no municipio de
Marechal Céandido Rondon — PR.
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O tratamento com Z. hellenicus AH 05-5 obteve a menor produtividade,
apresentando reducéo de 20,77% em relacdo a testemunha, ja o tratamento com C.
laurentii AH 01-1 foi 0 que apresentou a maior produtividade, com elevacdo de
1,94% em comparagdo com a testemunha, no entanto, nenhum dos tratamentos
aplicados apresentou diferenca de produtividade pelo teste de médias de Tukey ao
nivel de 5% de significancia.

Ao se relacionar a variavel produtividade com a AACPD, para a mesma

safra, pode observar-se que o tratamento testemunha apresentou a segunda maior
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AACPD, no entanto, também apresentou a segunda maior prdutividade,
demonstrando assim que mesmo sobre altos niveis de doenca a cultura do feijoeiro
pode apresentar boas produtividades.

Ja o tratamento S. johnsonii AH 16-1 foi o que apresento a segunda menor
AACPD e obteve também a segunda menor produtividade, demonstrando assim,
gue em algumas situagdes o controle da doenca pode implicar em menor producéo,
visto que a planta utiliza energia para seu sistema de defesa e deixa de utilizar esta
para a producado de graos.

Conforme Kuhn et al. (2006) as plantas possuem um sistema de defesa
latente, que pode ser ativado, com a finalidade de economizar energia, deste modo,
a defesa contra fitopatdbgenos apresentara custo energético apenas na presenca
deste, no entanto, o uso de indutores de defesa por repetidas vezes, em doses mais
elevadas e principalmente na auséncia do patégeno pode apresentar efeito negativo
no que se refere a producao.

As plantas que utilizam seus recursos energético em uma situacdo onde
estas tem seu sistema de defesa ativado na ausencia do agente patogenico arcarao
com o0s custos energéticos, o que pode refletir na reducdo da sua produtividade
(KUHN et al., 2010).

Hoffmann et al (2012) observaram que plantas de feijoeiro da cultivar lapar
81, quando submetidas ao tratamento com células das leveduras S. cerevisiae ou S.
boulardii apresentavam maior massa de mil grdos em relacdo a testemunha, no
entanto outras variaveis relacionadas a producdo se mantiveram inalteradas em
funcdo do uso de leveduras, inclusive a produtividade, a qual ndo sofreu alteracéo
tanto para a cultivar lapar 81 quanto para a cutivar IPR 139, ambas avaliadas neste
estudo.

Ja Muller (2011) n&o observou nehuma alteracao nas variaveis relacionadas
a producéo, incluindo-se a produtividade, com o uso da S. boulardii em plantas de
feijoeiro, em nenhuma das trés safras estudadas (safra da seca 08/09, safra das
aguas 09/10 e safra da seca 09/10).

Deste modo, podemos observar que as leveduras apresentam grande
potencial como agentes de controle biolégico do crestamento bacteriano comum, no
entanto este ainda deve ser melhor estudado, para que assim se possa melhorar o
seu desempenho e evitar que estes organismos causem reducéo nas produtividades

em condi¢cdes de baixas severidades de doenca.
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Alguns ponto que ainda devem ser melhor estudados para que se possa
empregar as leveduras como agentes de controle do crestamento bacteriano comum
sdo, a espécie a ser utilizada, o isolado da espécie em questdo, modos de
aplicacao, concentracdo e volume de aplicacdo, formas de armazenamentos, dentre
outros pontos que ainda estéao por serem elucidados.

Outro fator de grande importancia a ser levado em consideragcao no uso de
leveduras como agentes de controle bioldgico é o clima e o ambiente onde estas
serdo aplicadas, se é possivel sobreviver nestas condicbes e se este favorece o

desenvolvimento tanto do patdgeno como também das leveduras.
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5 CONCLUSOES

Todos os 54 isolados apresentaram, in vitro, producdo de compostos nao
volateis capazes de reduzir o desenvolvimento de X. axonopodis pv. phaseoli. Dos
54 isolados, 47 apresentaram producdo de compostos volateis, in vitro, e foram
capazes de reduzir o desenvolvimento de colénias do patdgeno. J&4 no teste de
pareamento de culturas nao foi observada presenca de halo de inibicdo para
nenhum dos isolados.

Em casa de vegetacdo, 35 isolados apresentaram controle do crestamento
bacteriano comum. Os isolados Zygoascus hellenicus AH 05-5 e Rhodotorula
aurantiaca AH12-3 promoveram uma inducéo de suscetibilidade a doenca.

Os isolados Cryptococcus laurentii AH 01-1, Rhodotorula glutinis AH 14-3 e
Sporidiobolus johnsonii AH 16-1 apresentaram reducdo da AACPD de crestamento
bacteriano comum em plantas de feijoeiro cultivadas a campo, no entanto, o controle

desta doencga néo resultou no incremento de produtividade.
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