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RESUMO

CARVALHO, Jeferson Carlos, Mestre, Universidade Estadual do Oeste do
Parana, Fevereiro — 2017. Manejo Do Crestamento Bacteriano Comum Do
Feijoeiro Por Rhodotorula Glutinis e Sporidiobolus johnsonii. Orientador: Odair
José Kuhn. Coorientador: José Renato Stangarlin. Coorientador: Clair Aparecida

Viecelli.

O crestamento bacteriano comum do feijoeiro reduz a produtividade da
cultura e € de dificil controle, podendo ser o controle biolégico utilizando leveduras
uma alternativa. Objetivou-se avaliar a capacidade de Rhodotorula Glutinis e
Sporidiobolus johnsonii em reduzir a severidade de crestamento bacteriano comum
do feijoeiro, atuar como promotores de crescimento de plantas, bem como a dose e
0 numero de aplicacdes mais adequadas para o tratamento fitossanitario. A levedura
R. Glutinis (AH 14-3) foi isolada de flor de roseira e S. johnsonii (AH 16-1) de folha
de beijinho. Foi realizado quatro experimentos utilizando a cultivar IAPAR Tuiuid.
Dois em casa de vegetacdo, um para determinar a melhor dose (0; 2,5; 5; 7,5; e 10 g
Lt de R. glutinis e S. johnsonii, mais acibenzolar-S-metil (ASM) em dose comercial)
e outro o nivel de aplicacdes durante o ciclo da cultura (zero, uma, duas e trés
aplicacdes de R. glutinis e S. johnsonii (5 g LY) e ASM (25 g L1)). Em ambos
experimentos foram avaliados area abaixo da curva do progresso da doenca
(AACPD), massa seca de parte aérea (MSPA), massa seca de raiz (MSR) e volume
de raiz (VR). Outros dois experimentos foram conduzidos em condi¢des de campo
semeados em marco e outubro, em esquema fatorial 4X3 (zero, uma, duas e trés
aplicacoes e trés tratamentos R. glutinis e S. johnsonii, e ASM). Nessas condi¢des
foram avaliados AACPD, numero de vagens por plantas (NVP), nimero de graos por
vagens (NGV), massa de mil graos (MMG) e produtividade. Para doses, o isolado S.
johnsonii reduziu 59,61% a AACPD de forma dependente da dose atingindo na dose
10 g L valor de 14,61, semelhante ao ASM (14,31). Por outro lado, o isolado R.
glutinis ndo interferiu na AACPD. Com a dose de 5 g L as leveduras estimularam o
crescimento de plantas. Para o numero de aplicacbes em casa de vegetacéo, R.

glutinis, com duas aplicacdes reduziu o progresso da doenca em 62,73%, enquanto



o isolado S. johnsonii apresentou efeito linear, com reducédo de 49,88% com trés
aplicacbes, o numero de aplicacdes ndo interferiu nas variaveis de crescimento.
Para os resultados do cultivo de outono-inverno, na AACPD os isolados R. glutinis e
S. johnsonii ndo apresentaram diferenca entre si, sendo de 17,28 e 19,14
respectivamente independentemente do numero de aplicacdo, mas o ASM
apresentou a maior severidade com duas aplicagdes. Para a produtividade o isolado
R. glutinis apresentou a maior média com duas aplicacdes sendo de 1006,44 kg ha™'.
Para o cultivo das aguas, os isolados R. glutinis e S. johnsonii reduziram a AACPD
em 66,84% e 58,42%, respectivamente com trés aplicacdes. Para produtividade R.
glutinis e S. johnsonii ndo apresentaram diferenca entre o numero de aplicacées,
com médias de 3708,96 e 3896,71 kg ha?, respectivamente. ASM promoveu
aumento linear da produtividade, 4418,56 kg ha' com trés aplicacGes. Os resultados
indicam que as leveduras R. glutinis e S. johnsonii reduzem a severidade do
crestamento bacteriano comum do feijoeiro, podem atuar como indutores de
crescimento de plantas, a melhor dose é 5 g L't e o nimero de aplicacdes mais
adequado sao duas.

Palavras-chave: Controle Bioldgico. Fabaceae. Phaseolus vulgaris L. Xantomonas

axonopodis pv. phaseoli. Producéo.



ABSTRACT

CARVALHO, Jeferson Carlos, Mestre, Universidade Estadual do Oeste do Parana,
February - 2017. Managing Common Bacterial Blight of Beans by using
Rhodotorula Glutinis and Sporidiobolus Johnsonii. Orientador: Odair José Kuhn.
Coorientador: José Renato Stangarlin. Coorientador: Clair Aparecida Viecelli.

Common bacterial blight of beans reduces crop yields and is difficult to control.
Biological control using yeasts might be an alternative. It was aimed to evaluate the
capacity of Rhodotorula glutinis and Sporidiobolus johnsonii to reduce the severity of
common bacterial blight of beans and to act as plant growth stimulator, as well as to
determine the appropriate dose and number of applications for phytosanitary
treatment. The yeast R. glutinis (AH 14-3) was isolated from roses and S. johnsonii
(AH 16-1) was obtained from touch-me-not leaves (Impatiens walleriana). Four
experiments were carried out using the cultivar IAPAR Tuiuiu. Two of them were held
in a greenhouse, one to determine the best dose (0; 2,5; 5; 7,5; and 10 g L of R.
glutinis and S. johnsonii, along with a commercial dose of acibenzolar-S-methyl
(ASM)) and another to determine the level of applications during the cultivation cycle
(zero, one, two, and three applications of R. glutinis and S. johnsonii (5 g L) and
ASM (25 g L1)). In both experiments, the area under the disease progress curve
(AUDPC), the dry mass of the aerial part (DMAP), the dry mass of root (DMR) and
root volume (RV) were evaluated. The other two experiments were carried out under
seeded-field conditions in March and in October, with a 4X3 factorial arrangement
(zero, one, two and three applications and three R. glutinis, S. johnsonii and ASM
treatments). Under these conditions, were evaluated AUDPC, number of pods per
plant (NPP), number of seeds per pod (NSP), one thousand seed mass (TSM) and
yield. For doses, the isolate of S. johnsonii reduced the AUDPC by 59,61% on a
dose-dependent basis, reaching the value of 14,61 at a dose of 10 g L™, similar to
ASM (14,31). On the other hand, the isolate of R. glutinis did not affect the AUDPC.
The yeasts stimulated plant growth at a dose of 5 g L 1. Regarding the number os
applications in a greenhouse, R. glutinis reduced the progress of the disease by
62,73% after two applications, whereas the isolate S. johnsonii presented a linear
effect, with a reduction of 49,88% after three applications, and the number of

applications did not interfere in growth variables. Concerning the results of autumn-
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winter cultivation, in the AUDPC the isolates R. Glutinis and S. johnsonii did not
present any difference between them, 17,28 and 19,14, respectively, independently
of the number of applications, however ASM showed the greatest severity with two
applications. For productivity, the isolate R. glutinis showed the highest average,
1006,44 kg hal, with two applications. For cultivation in water, the isolates R. glutinis
and S. johnsonii reduced the AUDPC by 66,84% and 58,42%, respectively, with three
applications. For productivity, R. glutinis and S. johnsonii did not present any
difference between the number of applications, with averages of 3708,96 and
3896,71, respectively. ASM caused a linear increase in production, 4418,56 kg ha
after three applications. Results reveal that yeasts R. glutinis and S. johnsonii reduce
the severity of common bacterial blight of beans and have the ability to stimulate
plant growth. The best dose is 5 g L* and it is more effective with two applications.

Keywords: Biological control. Fabaceae. Phaseolus vulgaris L. Xanthomonas

axonopodis pv. Phaseoli. Production.
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1 INTRODUCAO

O crestamento bacteriano comum é uma das principais doencas da cultura
do feijoeiro, pois estd presente em todas as regifes produtoras, reduzindo a
produtividade e afetando a qualidade de sementes, que por sua vez é a principal
fonte de inéculo (FANCELLI; DOURADO NETO, 2007; WENDLAND et al. 2016)).

As condigdes climaticas que favorecem o seu desenvolvimento sdo de alta
umidade e temperatura variando entre 28 a 30 °C. Seu agente causal é a bactéria
Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli. A doenca apresenta sintomas de ledes
necroticas, com halos amarelo e encharcado nas folhas, além de les6es de formato
alongado, encharcadas e avermelhadas no caule e nas vagens (TORRES;
MARINGONI, 2010).

Para seu controle utiliza-se o manejo integrado de doencas (MID), com
varios métodos que visam produzir um ambiente desfavoravel ao patdégeno, como
utilizar sementes sadias (TORRES; MARINGONI, 2010), cultivares resistentes,
inducdo de resisténcia por ASM (MAPA, 2017), prevencdo com cupricos
(WENDLAND et al., 2016) e o controle biolégico de doencas (FANCELLI;
DOURADO NETO, 2007).

O controle biolégico de doencas consiste da utilizacdo de microrganismos
antagonistas com grande adaptabilidade, que competem de alguma forma com os
patogenos (FANCELLI; DOURADO NETO, 2007). Além destes ha outros
mecanismos como antibiose que é a capacidade de um microrganismo inibir o
crescimento de outro, competicao através da interacdo entre 0s microrganismos com
o ambiente, alterando-o para beneficiar-se (ROMEIRO, 2007) e parasitismo em que
se tem a producdo de enzimas para o ataque, resultando na morte de um dos
envolvidos.

Além disso, o controle pode ocorrer através da inducdo de resisténcia da
planta ao patégeno (LORITO et al., 2010), ou promogé&o de crescimento induzindo a
producdo horménios, disponibilizando nutrientes e/ou troca de metabolitos entre o
microrganismo e a planta (MACHADO et al., 2011; KHAN et al., 2012). Normalmente
estes mecanismos sao apresentados por leveduras.

Pesquisas utilizando leveduras veem demonstrando resultados promissores

como € o0 caso das pesquisas realizadas por Hoffmann et al. (2012) que usaram



Saccharomyces cerevisiae e S. boulardii no controle de crestamento bacteriano
comum do feijoeiro e observaram reducéo da severidade e incremento da produgéo.

A espécie de levedura Rhodotorula glutinis apresenta grande potencial na
agroindustria, por sintetizar lipidios, carotenoides e enzimas, que sao utilizados nas
areas farmacéutica, cosmética e alimentar (HERNANDEZ-ALMANZA et al., 2013).

R. glutinis se apresenta como agente redutor da micotoxina patulina
sintetizada por Penicillium expansum em maca e reduz a infec¢édo por este patégeno
(CASTORIA et al., 2005). Além de compostos carotenoides o género Rhodotorula
sintetiza ficocianina e compostos antimicrobianos (EL-SHEEKH et al., 2010).

Outra espécie de levedura o Sporidiobolus johnsonii € citada na literatura
como capaz de produzir a coenzima Q10 (RANADIVE; MEHTA; GEORGE, 2011),
qgue possui funcdo importante no transporte de elétrons na respiracdo aerobica
oxidativa (CHOI; RYU; SEO, 2005).

As leveduras podem apresentar um grande potencial no controle de doencas
como o crestamento bacteriano comum do feijoeiro. Heling et al. (2016) observaram
que as leveduras R. glutinis e S. johnsonii reduziram a severidade da doenca em
53,70% e 50,83% respectivamente, assim demonstrando o potencial destas
leveduras.

A presente pesquisa teve como objetivo avaliar a capacidade das leveduras
R. glutinis e S. Johnsonii em reduzir a severidade de crestamento bacteriano comum
do feijoeiro, atuar como promotoras de crescimento, bem como a melhor dose e o

namero de aplicac6es mais adequado para o manejo dessa doenca.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CULTURA DO FEIJOEIRO

A cultura possui grande importancia socioeconémica no Brasil, pois é o
alimento base da populacao, por ser fonte de proteina, carboidratos e ferro, além de
ser cultivado em todo o pais em trés safras distintas (BOREM; CARNEIRO, 2015).

As épocas de semeadura da cultura do feijoeiro sao definidas de acordo com
fatores climaticos favoraveis para o desenvolvimento da cultura, tipo de solo e ciclo
de cultivares, para que se obtenha os maiores indices de produtividade. Deste modo
no Parana se tem a semeadura de feijdo de primeira época (ou época das “aguas”)
que ocorre de Julho a Novembro, segunda época (ou época da “seca”) de Dezembro
a Janeiro e terceira época (ou época de outono-inverno) de Fevereiro a Abril
(CTSBF, 2012).

A estimativa de producao brasileira de feijao nas trés safras para 2016/2017
é de 3,12 milhdes de toneladas e uma area de 2,980 milhées de ha obtendo uma
média produtiva de 1048 kg ha. Desta producédo estima-se que 939,9 mil toneladas
vdo ser produzidas na regido sul, em uma area de 543,9 mil hat, com 1728 kg ha
de produtividade média, desta producdo da regido Sul, 688,7 mil toneladas sao
produzidas no Parana em 400,4 mil ha*, com produtividade média de 1720 kg ha
(CONAB, 2017).

A cultura é exigente em condicdes climaticas para o seu desenvolvimento
(PEREIRA et al.,, 2014), ecessitando de temperaturas entre 15 a 29 °C, alta
luminosidade e de 300 a 500 mm pluviométricos bem distribuidos durante o ciclo da
cultura (DOURADO NETO; FANCELLI, 2000; FANCELLI; DOURADO NETO, 2007,
ANDRADE et al., 2015).

Seu ciclo é dividido em duas fases, a vegetativa, que se inicia na
germinacao (estadio VO0) e se estende até a formacg&o da primeira flor (estadio R5) e
a reprodutiva, iniciando com a formacéo da primeira flor (estadio R5), finalizando
com a senescéncia (estadio R9) (SANTOS et al., 2015).

A planta de feijoeiro apresenta raiz pivotante, possui uma haste principal
herbacea e é constituida de nés e entrendés. Apresenta trés tipos de folhas, as

primeiras folhas emitidas apdés a emergéncia sdo as cotiledonares, em seguida



ocorre a emissdo do par de folhas simples e apds ocorre apenas a emissdo de
folhas trifolioladas. As flores aparecem em axilas pedunculares, na coloragéo
branca, amarela, vermelha ou purpura. As vagens séo do tipo legume, longas, com
lados convexos e abrigando geralmente de 1 a 8 sementes por vagem (NASSAR;
AHMED; BOGHDADY, 2010).

Para atingir altos indices de producdo, além de se conhecer o ciclo, a
botanica da cultura e condi¢des climaticas ideais, deve-se atentar a0 manejo de
doencas, que contribui para a reducdo da producdo da cultura. Como o cultivo do
feijoeiro se da em trés safras, a producdo de inéculo de patégenos ocorre
constantemente, pois ndo se interrompe o ciclo do patdégeno. Segundo Torres e
Maringoni (2010) as doencas podem acarretar decréscimo na producado, além de

producdo de micotoxinas e reducéo de qualidade das sementes.

2.2 DOENCAS DO FEIJOEIRO

Uma das principais causas de reducdo da producdo do feijdo séo as
doencas que em condi¢cBes favoraveis pode reduzir drasticamente a produtividade e
o manejo de controle demanda um alto custo de producdo (PAULA JUNIOR;
ZAMBOLIM, 2006). O cultivo do feijoeiro pode ocorrer durante todo ano no pais, ndo
sendo interrompido o ciclo do patdgeno, favorecendo a manutencéo do in6culo no
ambiente. Assim, € necesséario o uso de diferentes técnicas de controle, de modo
que possa se fazer um cultivo sustentavel.

O ambiente é o fator que varia no decorrer do ciclo da cultura, influéncia de
forma direta sobre o hospedeiro e o patdgeno, podendo interferir na ocorréncia,
severidade e disseminacdo do patdgeno. Fatores como umidade e temperatura
muitas vezes favoravel para a cultura, também séo favoraveis para o patdégeno
(BEDENDO; AMORIM, 2011).

As principais doengas que ocorrem no feijoeiro no Parana sdo de natureza
fungica, como a antracnose (Colletotrichum lindemuthianum), ferrugem (Uromyces
appendiculatus), oidio (Erysiphe polygoni), mofo branco (Sclerotinia sclerotiorum),
além de doengas causadas por virus como 0 mosaico dourado do feijoeiro (Bean
golden mosaic virus, BGMV), mosaico comum (Bean common mosaic virus, BCMV)
e doencas causadas por bactérias, como o0 crestamento bacteriano comum

(Xantomonas axonopodis pv. phaseoli). Estas doenc¢as podem reduzir drasticamente



a producdo da cultura se ndao manejadas de forma correta (WENDLAND et al.,
2016).

O crestamento bacteriano comum do feijoeiro é a principal doenca
bacteriana da cultura, ocorre em todas as regifes produtoras, ocasionando reducao
na produtividade e qualidade das sementes, além de produzir in6culo para sua
disseminacéo, j& que a principal fonte de in6culo priméario é a semente (FANCELLI;
DOURADO NETO, 2007).

Essa doenca bacteriana é favorecida por condicfes de alta umidade e
temperatura (28 a 30 °C), tem sido problema em todas as regides produtoras
brasileiras. E causada pelo patdgeno Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli. Seus
sintomas séo ledes necroticas, com halo amarelo e halo encharcado nas folhas. Em
caso de alta severidade observam-se sintomas no caule e nas vagens, com lesdes
de formato alongado e encharcadas, que posteriormente passam a ser
avermelhadas. As sementes infectadas apresentam aspecto enrugado, manchas
amareladas no tegumento, ma formacdo ou podem nao apresentar sintomas. O seu
controle se da principalmente pelo uso de sementes sadias haja vista que € o seu
in6culo primério de disseminacao da doenca (TORRES; MARINGONI, 2010).

2.3 METODOS DE CONTROLE DE DOENCA

Na cultura do feijoeiro se pode utilizar diversos métodos de controle de
doencas, sendo o agrupamento destes denominado de Manejo Integrado de
Doencas (MID). Este tem o objetivo de reduzir o in6culo e produzir um ambiente
desfavoravel para o patdogeno (FANCELLI; DOURADO NETO, 2007), dentre estes
métodos pode-se citar a utilizacdo de sementes sadias (TORRES; MARINGONI,
2010), cultivares resistentes, indugéo de resisténcia utilizando o ASM (MAPA, 2017),
prevencao com cupricos (WENDLAND et al. 2016) e o controle biologico de doencas
(FANCELLI; DOURADO NETO, 2007).

Vida et al. (2004), trabalhando com o manejo de doencgas de plantas em
cultivo protegido, direciona o controle de doencas, utilizando o triangulo da doenca,
considerando a interacdo planta patdégeno, focando no indculo inicial e utilizando o
manejo integrado de controle de doencas.

Dentre os métodos de controle de doencas o mais utilizado é o controle

quimico, porém, para o0 controle do crestamento bacteriano comum do feijoeiro se



tem apenas dois principios ativos registrados segundo o Minisério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA, 2017), o acibenzolar-S-metil e o hidréxido de
cobre. Wendland et al. (2016) recomendam a aplicacdo de cupricos como preventivo
para esta doenca.

Aualmente o Brasil é o pais que mais utiliza agrotoxicos no mundo,
apresentando sérios riscos para a saude e para o meio ambiente, acarretando em
problemas agudos ou cronicos, principalmente para a classe dos agricultores, que
estdo em contato direto com o agrotdéxico quando realizam aplicacfes, além de
contaminar 0 ambiente em que se esta inserido, muitas vezes por aplicacdes
inadequadas (CASSAL et al., 2014).

Buscam-se alternativas para reduzir o uso de produtos quimicos, para
reduzir os impactos ao meio ambiente, produzir de forma sustentavel e benéfica a
saude humana. Sendo assim, os métodos de controle alternativo reduzem a
incidéncia e severidade de microrganismos patogénicos, permitindo a manutencao
da qualidade e produtividade das culturas e microrganismos benéficos (BEDENDO
et al., 2011).

Como uma alternativa de controle, Barretti et al. (2010) observaram que o
acibenzolar-S-metil (ASM) reduziu a severidade da murcha bacteriano do tomateiro,
sendo este um bom indicativo para 0 manejo de doengas bacterianas, ja que nao se
tem produtos especificos para este fim.

Quando se fala em fungicidas cupricos para o controle de crestamento
bateriano comum do feijoeiro se observa algum efeito de protecdo com baixa
eficiencia. Para resolver este problema da falta de op¢éao de produtos no controle de
bactérias fitopatogénicas, o controle biolégico se mostra promissor, pois pode vir a
ser uma alternativa importante para o0 manejo de doencgas, mas que necessita de
mais pesquisas. Ja se encontra na literatura o uso do controle bioldgico para
diversos fins, como controle de doencas (BETTIOL; MORANDI, 2009; LOBO
JUNIOR; GERALDINE; CARVALHO, 2009).

2.4 CONTROLE BIOLOGICO DE DOENCAS

O controle bioldgico de doencas ocorre pelo emprego de microrganismos
antagonistas com grande adaptabilidade (FANCELLI; DOURADO NETO, 2007). A



utilizacdo de microrganismos benéficos que competem de alguma forma com os
agentes causadores de doencas de plantas.

No decorrer dos ultimos anos, foi disponibilizado no mercado produtos a
base de Trichoderma registrados para o controle de Rhizoctonia e Fusarium (MAPA,
2017). Varias empresas como Bayer, Embrapa e Basf, alem de intituicdes de esino,
estdo investindo os esfor¢cos nesta area para descobrir, produzir e inserir no
mercado novos produtos, mostrando a grande evolucédo tanto das pesquisas quanto
dos resultados obtidos nesta linha.

Os produtos biolégicos séo utilizados principalmente como inoculante em
semente, mas podem ser também aplicados em raizes, covas, sulcos de
semeadura, parte aérea de plantas, normalmente diluido em agua, podendo ser
aplicado como um produto preventivo (ROMEIRO, 2005; LOBO JUNIOR;
GERALDINE; CARVALHO, 2009). O controle ocorre normalmente por inducdo de
resisténcia e interacao entre agente de controle e patdgenos.

2.5 INDUCAO E RESISTENCIA

Na inducéo de resisténcia a planta é induzia pelo microrganismo benéfico a
produzir defesas contra outros microrganismos, em que podem ocorrer mudancas
morfologicas na planta, producdo de enzimas e proteinas entre outros componentes
de defesa da mesma (LORITO et al., 2010).

Sabe-se que as plantas evoluiram suas defesas para dificultar ou impedir a
entrada e estabelecimento dos microrganismos, sendo estas defesas pré ou pés
formadas (ANIL; NARAYAN DAS; PODILE, 2014).

As defesas Pré-formadas (passivas ou constitutivas) sdo constituintes
estruturais da planta (cuticula, tricomas, estdmatos e fibras), ou bioquimicos os quais
sdo substancias que atuam na defesa (fendis, alcaloides glicosidicos, lactonas
insaturadas, glicosideos fendlicos e cianogénicos, inibidores proteicos, fototoxinas,
quitinases e B-1,3-glucanases). Outros mecanismos sdo poés-formados (ativos ou
induziveis), estruturais, a planta produz apés o ataque do patégeno (papilas, halos,
lignificacdo, glicoproteinas ricas em aminoacidos hidroxiprolina e glicina, camada de
cortica, camada de abscisdo e tiloses) e bioquimicos, compostos quimicos
produzidos apés a infeccdo (fitoalexinas, proteinas relacionadas a patogénese,

espécies ativas de oxigénio e fototoxinas) (PASCHOLATI, 2011).



Dentre os compostos quimicos de defesa os fendis sdo extenso grupo que
possuem anel aromatico com pelo menos uma hidroxila, sdo produzidos na via dos
fenilpropanoides, normalmente sollveis em agua e encontrados no vacuolo das
plantas (SCHWAN-ESTRADA et al., 2008). Estas substancias sédo antibacterianas,
fungitdéxicas e antiviral, que agem no microrganismo, inibindo a germinagdo de
esporos, cresciemento do micelio ou producdo e atividade de enzimas (LO;
NICHOLSON; TREMACOLDI, 2008).

Por outro lado, enzimas que atuam como defesas bioquimicas também
desempenham papel importante no processo, das quais destacam-se as enzimas
que apresentam atividade de peroxidases e quitinases. As peroxidases estao
presente nos tecidos das plantas, participam em varios processos fisioldgicos, como
oxidacdo de compostos fendlicos (HOAGLAND, 1990), biossintese de lignina entre
outros e a mesma tem sido correlacionada a resisténcia e suscetibilidade das
plantas (STANGARLIN et al., 2011).

A quitinase tem atividade de lizozima, que pode hidrolisar ligacdes [(3-1,4
entre o acido N-acetimuramico e N-acetilglucosamina no peptideoglicano
bacteriano, também pode atuar como quitosanases, sendo eficiente na hidrélise da
quitina que é componente de varios patégenos (PONSTEIN et al., 1994).

Quando os mecanismos de defesa pos-formados ou induziveis sédo ativados
em uma planta, entende-se que esta tem sua resisténcia induzida. A inducédo de
resisténcia pode ocorrer por varias vias, porém as duas mais estudadas sao
resisténcia sistémica adquirida (RSA) e resisténcia sistémica induzida (RSI). A
resisténcia sistémica adquirida (RSA) é provocada por sinais liberados através de
um sitio de infeccdo, que provoca necrose do tecido, essa inducdo € mediada por
acido salicilico, induzindo a planta a expressar mecanismos de defesa prevenindo o
avanco da infeccdo. Ja a resisténcia sistémica induzida (RSI) € provocada
principalmente pela interagdo com microrganismos ou insetos, 0s quais nao causam
sintomas necroticos nos tecidos da planta e € mediada por acido jasmoénico (SILVA
et al., 2008; GLAZEBROOK, 2005).

A inducdo de resisténcia ocorre em resposta a ativacéo de rotas metabolicas
de sinalizacdo apds o reconhecimento de ataque do patdgeno, inducdo de um
microrganismo saprofita ou agente abidtico, assim as rotas ativadas sao as rotas do
acido salicilico, &cido jasmonico e o etileno (GLAZEBROOK, 2005).



2.6 PROMOCAO DE CRESCIMENTO

A promocdo de crescimento de plantas pode ser induzida por diversos
microrganismos como rizobio, Trichoderma, bactérias e leveduras, microrganismos
saprofitas, podem atuar como promotores de crescimento, interagindo com as
plantas e induzindo principalmente a producdo horménios como o acido indol
acético. Também podem disponibilizar de alguns nutrientes e/ou troca de
metabolitos com a planta, alterando assim no desenvolvimento das plantas
(MACHADO et al., 2011; KHAN et al., 2012).

Os rizobios sdo 0s microrganismos mais importantes da classe dos
microrganismos promotores de crescimento, principalmente pela sua capacidade de
fixacdo bioldgica de nitrogénio, mas também por induzir a producéo de reguladores
de crescimento e solubilizagéo do fosfato entre outros (HERNANDEZ, 2015).

O Trichoderma possui a capacidade de interacdo com as plantas, assim
promovendo o crescimento destas por mecanismos de inducdo da producdo de
reguladores de crescimento, decomposicao de residuos vegetais e inibicdo do
desenvolvimento de patégenos (SHANMUGAIAH et al., 2009).

Sun et al. (2014), trabalhando com 12 linhagens de leveduras isoladas
Drosera indica L. (planta carnivora), revelam que todos os isolados produziram o
regulador de crescimento acido indol-3-acético (AlA), assim indicando que leveduras

podem atuar promovendo o crescimento de plantas.

2.7 LEVEDURAS

As leveduras sdo fungos unicelulares, com formato oval ou esférico,
diametro de 2 a 10 um. A colbnia possui aspecto Umido ceroso e pastoso, sua
reproducdo € assexuada, por brotamento ou cissiparidade. S&o classificadas como
Ascomicetos (KREGER-VAN RIJ, 1984) e tambam as leveduras que apresentam
blastosporos, resultado do processo de brotacdo para formar uma nova célula de
levedura, sdo classificadas como Basidiomycota (FLEET, 2011; TRUJILLO, 2012).

As leveduras podem ser encontradas na microbiota epifitica, endofitica e
solo (VALDEBENITO-SANHUEZA, 2000). Normalmente e preferencialmente a

utilizacado no controle biolégico € de forma preventiva, ja que seu principal modo de
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controle é na forma de competicdo, consumindo nutrientes disponiveis no filoplano
das folhas, assim reduzindo as condi¢gBes favoraveis para o desenvolvimento de
outros microrganismos causadores de doencas.

Para que ocorra o controle ou reducdo de severidade da doenca, as
leveduras apresentam 0s mecanismos de antibiose, competicdo, parasitismo e
inducéo de resisténcia.

Antibiose é a acdo de um microrganismo através da producdo de compostos
volateis e/ou ndo volateis, sobre outro e tem a capacidade de inibir o seu
crescimento (DIAS, 2011), sendo pela promocéo da desorganizacao celular, inibir o
crescimento de hifas, e lise de hifas (AHMED et al., 2003).

A competicdo € a interacdo das levediras com 0s demoais microrganismos
no ambiente em que estdo inceridos, alterando do microambiente em que vivem,
alterando a disponibilidade de nutrientes disponiveis, pH, temperatura, agua, entre
outros elementos que se encontram no microambiente em que estes microrganismos
vivem. Tudo interfere no desenvolvimento de patdgenos e agentes benéficos,
resultando em competicdo entre 0s mesmos para suprir suas necessidades para que
possam sobreviver (ROMEIRO, 2007).

O parasitismo ocorre através da interacdo intima entre os microrganismos,
que se da pelo ataque mutuo entre os microrganismos e producao de enzimas para
o ataque, resultando na morte de um dos envolvidos (DIAS, 2011).

Leveduras podem induzir resisténcia em plantas (ZANARDO; PASCHOLATI;
FIALHO, 2009). Deste modo se observa o grande e promissor potencial da utilizacéo
de leveduras no controle de doengas.

Hoffmann et al. (2012), utilizando Saccharomyces cerevisiae e S. boulardii
para o controle de crestamento bacteriano comum do feijoeiro (X. anoxopodis pv.
phaseoli), observaram que as menores médias de severidade da doenca ocorreram
guando aplicado as leveduras sendo a severidade de 15% na cultivar IPR 139 em
gue a testemunha apresentou 25% de severidade e 12% na IAPAR 81 e neste caso
a testemunha apresentou 20% de severidade, além de observarem incremento na
produtividade de 500 kg ha? para até 900 kg ha' quando utilizado levedura na
cultivas IPR 139 e de 800 kg ha* para 1000 kg ha! na cultivar IAPAR 81.

Zanardo, Pascholati e Fialho (2009) utilizaram células de S. cerevisiae e
sobrenadante autoclavado e moléculas eliciadoras para inducdo de resisténcia de
plantulas de pepino contra a antracnose causada por Colletotrichum lagenarium, e
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observaram que houve maior acumulo de fitoalexinas, assim a levedura induziu a
resisténcia nas plantas. Ainda os autores sugerem que as moléculas eliciadoras
desta levedura sao possivelmente termoestaveis.

Ja Shalaby e El-Nady (2008), trabalhando com S. cerevisiae em beterraba,
observaram que esta atuou como promotor de crescimento e também como agente
de controle de Fusarium oxysporum, demonstrando os beneficios que este controle
bioldgico tem sobre as plantas, atuando de outra forma ndo apenas na reducéo de
doencas.

O controle de doencas utilizando leveduras é de amplo espectro e pode ser
utilizado em diversas culturas, reduzindo severidade de doenca. Visando a sua
utilizacdo para o melhor manejo de doencas, pode-se utilizar em culturas que nao
tenham produtos para esta finalidade registrados, também combinada com
fungicidas tradicionais para o melhor controle e para reduzir a ocorréncia de
resisténcia a fungicidas (PICCININ; DI PIERO; PASCHOLATI, 2005).

2.7.1 Rhodotorula glutinis

Rhodotorula glutinis € uma levedura classificada como pertencente ao filo
Basidiomycota (FLEET, 2011; TRUJILLO, 2012), Subfilo Pucciniomycotina, classe
Microbotryomycetes, ordem Sporodiales, familia Sporidiobolaceae e género
Rhodotorula (BOEKHOUT et al.,, 2011), possui reproducdo anamorfa, seus
blastoconidios medem de 2 a 4 um de diametro, a coloracdo da col6nia varia de rosa
a vermelho, com aspecto creme e lisa e ligeiramente acuminada (FLEET, 2011,
TRUJILLO, 2012).

R. glutinis possui grande potencial na agroindustria, pois registros na
literatura mostram seu uso para a sintese biolégica de lipidios, carotenoides e
enzimas, os quais podem ser utilizados na area farmacéutica, cosmética e alimentar,
elevando a qualidade do produto e reduzindo os custos (HERNANDEZ-ALMANZA et
al., 2013). Os compostos carotenoides, sédo utilisados como corante natural com
potencial de uso na agroindustria (YADAYV, et al., 2014), e composto com potencial
antimicrobiano (EL-SHEEKH et al., 2010).

Na éarea de alimentos, essa levedura ja foi testada para a redugédo de
micotoxina patulina sintetizada por Penicillium expansum em maca, indicando que R.

glutinis pode metabolizar e/ou afetar negativamente o acumulo ou sintese desta
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micotoxina, além de reduzir a infeccdo de macgas por este patdgeno (CASTORIA et
al., 2005).

O potencial antimicrobiano de carotenoides foi provado por EI-Sheekh et al.
(2010), que adicionaram como suplemento alimentar para ratos estes compostos
extraidos de R. glutinis. Os ratos alimentados com a adicdo de carotenoides
sobreviveram durante duas semanas apos a infeccdo com Pseudomonas aeruginosa
e Candida albicans, demonstrando o grande potencial deste composto
antimicrobiano produzido pela levedura.

Em pesquisa realizada por Heling et al. (2016) utilizando R. glutinis para o
controle de crestamento bacteriano comum do feijoeiro (X. axonopodis pv. phaseoli),
o isolado de levedura R. glutinis (AH 14-3) reduziu em 53,70% a severidade da
doenca, demonstrando o seu potencial para o controle de doencas de plantas.

Em outro caso Zhang et al. (2008), trabalhando com R. glutinis para o
controle de Botrytis cinerea em pdés colheita nos frutos de péssego, relataram que
com a utilizacdo da levedura reduziu em até 69,3% a germinacdo de esporos do
patogéno. Os autores ainda constataram que a combinacédo de R. glutinis com o
ASM, apresentou incidéncia de 16,67%, valor consideravelmente menos se
comparado com o controle que apresentou 46,67% de incidéndia, demonstrando o
potencial antagonico da levedura.

2.7.2 Sporidiobolus johnsonii

A espécie Sporidiobolus johnsonii pertence ao filo Basidiomycota (FLEET,
2011; TRUJILLO, 2012), Subfilo Pucciniomycotina, classe Microbotryomycetes
(BOEKHOUT et al., 2011), ordem Sporodiales, familia Sporidiobolaceae (FLEET,
2011; TRUJILLO, 2012) e ao género Sporidiobolus (BOEKHOUT et al., 2011).

Possui reproducéo teleomorfa (BOEKHOUT et al., 2011), células com 8,44
Mm de comprimento, 3,05 um de largura, esféricas, ovais, cilindricas ou alongadas
(KREGER-VAN RIJ, 1984). As colbnias de S. johnsonii apresentam coloracao
vermelha (FELL et al., 2000).

Esta levedura é capaz de produzir a coenzima Q10 (RANADIVE; MEHTA,;
GEORGE, 2011). Esta coenzima tem funcdo importante na cadeia de transporte de

elétrons em respiracdo aerobica oxidativa, localizada na membrana da mitocondria
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em eucariotos (CHOI; RYU; SEO, 2005). Assim esté levedura tem o potencial elevar
a producéao de energia na planta, com a producdo da coenzima Q10.

San Roméao (2009) relata o desenvolvimento de S. johsonii em cortica de
Quercus suber (sobreiro), indicando que esta levedura € um potencial competidor
residente no filoplano de plantas, local em que ocorre uma intensa competicao entre
microrganismos na colonizacdo da cortica, para estabelecer o equilibrio entre as
populacdes. Sendo este um mecanismo do controle biologico.

S. johsonii (AH 16-1) ja foi testada para o0 manejo de X. axonopodis pv.
phaseoli (crestamento bacteriano comum do feijoeiro), e apresentou reducdo de
50,83% na severidade da doenca, apontando um direcionomanto para as pesquisas
com esta levedura (HELING et al., 2016).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 OBTENCAO, MANUTENCAO E PREPARO DE SUSPENSAO DE
LEVEDURAS

As leveduras testadas R. glutinis (AH 14-3) e S. johsonii (AH 16-1) foram
obtidos da colecdo de leveduras do Laboratério de Fitopatologia da Universidade
Estadual do Oeste do Parana, Campus de Marechal Candido Rondon, preservados
em tubos de ensaio contendo agar-GYMP (20 g glicose, 20 g extrato de malte, 5 g
extrato de levedura, 2 g fosfato de s6dio monobasico e 20 g de agar), cobertos com
Oleo mineral estéril e mantidos em geladeira. Foram cultivados em placas de petri
contendo meio YEPG sélido para sua manutencao (10 g de extrato de levedura, 20 g
de peptona, 20 g de glicose e 10g agar).

Para produzir a suspencdo de células para aplicacdo foi utilizado meio
YEPG liquido (10 g de extrato de levedura, 20 g de peptona, 20 g de glicose, 1000
mL de agua) levados para agitacdo (150 rpm) por sete dias a 25 °C e fotoperiodo de
12 horas, apoés este periodo, centrifugou-se em 290g por 5 minutos. Foi descartado
sobrenadante, ressuspendido em agua e ajustado para 1 x 10° células mLde
leveduras em espectrofotometro na absorbancia de 580 nm (HOFFMANN et al.,
2012).

3.2 OBTENCAO, MANUTENCAO E PREPARO DE SUSPENSAO DO PATOGENO

Um isolado de Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli foi obtido por
isolamento indireto de fragmentos de tecido foliar de feijoeiro infectado. Foi mantido
em meio nutriente agar e mantida a 25 °C para crescimento e armazenada pelo
meétodo de congelamento a -20 °C. Para inoculacéo foi preparada uma suspensao
bacteriana ajustada para 108 UFC mL, com auxilio de espectrofotdbmetro a 580 nm
e curva de concentracdo bacteriana previamente elaborada (GONCALVES et al.,
2007).

3.3 EXPERIMENTO EM CASA DE VEGETACAO
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Foram realizados dois experimentos em casa de vegetacdo conduzido em
delineamento de blocos casualizados (DBC), realizados na unidade experimental da
PUCPR-Campus Toledo coordenadas geograficas latitude 24°43"12' Sul e longitude
53°46"52" Oeste, altitude de 563 m.

Os experimentos foram conduzidos em vasos de 2,8 L com proporcéo de 2:1
(2 de solo LATOSSOLO VERMELHO Eutroférrico e 1 de areia), previamente
esterilizado em autoclave. A correcdo do solo foi realizada 30 dias antes da
semeadura para elevar o V% para 70% e a adubacdo realizada para a producéo de

3000 kg de graos ha'* de acordo com analise de solo (Tabela 1).

Tabela 1. Andlise de solo para experimento em casa de vegetacdo para
matéria organica (MO), fésforo (P) hidrogénio + aluminio (H+Al) potassio (K*), calcio
(Ca?*), magnésio (Mg?*), capacidade de toca de cations (CTC), aluminio (AlI®),
saturacao por bases (SB), percentagem de saturacdo por bases (V), cobre (Cu),

zinco (Zn), manganés (Mn) e ferro (Fe).

pHCaClz MO P H+A K* CaZ MgZ¥  CITC
0,00lmolL? gdm?® mgdm?3 -cmolc dm=3- dm? —cmolc dm3—
5,41 19,14 20,35 4,5 0,38 3,09 1,19 9,16
Al* SB \Y Al Cu Zn Mn Fe
—cmolc dm=3— % 3 mg dm’
0,00 4,66 50,87 0,00 20,80 4,50 93,00 26,60

K, P e micronutrientes (Extrator Mehlich1).

Foi utilizado a cultivar IAPAR Tuiuiu, com semeadura realizada no dia 07 de
marco de 2016 utilizando seis sementes por vaso. Apds a emergéncia foi realizado
desbaste, deixando apenas duas plantas por vaso.

O primeiro experimento foi realizado para determinar a melhor dose de
levedura, conduzido em esquema fatorial 5X2+1, sendo cinco doses (0; 2,5; 5; 7,5 e
10 g L de células de leveduras), dois isolados de leveduras R. glutinis e S.
johnsonii, mais um controle com 25 g ha! de acibenzolar-S-metil (ASM), com guatro
repeticbes cada. A aplicacdo dos tratamentos foi realizada 21 dias apés a
semeadura (estaddio V3), 3 dias apOs realizado a inoculacdo do patdgeno X.

axonopodis pv. phaseoli.
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O segundo experimento foi realizado para determinar o numero de
aplicacdes durante o ciclo da cultura, em que se realizou quatro padrdes de
aplicacoes, ja com a dose de 5 g L! determinada pelo primeiro experimento para
ambos os isolados R. glutinis e S. johnsonii. Este experimento foi conduzido em
esquema fatorial 3X4, sendo trés tratamentos (dois isolados de leveduras R. glutinis,
S. johnsonii 5 g L't e ASM 25 g ha') e quatro padrdes de aplicacédo, sendo zero,

uma, duas ou trés aplicacdes, com quatro repeticdes cada.

3.3.1 Variaveis analisadas em casa de vegetacao

Em casa de vegetacdo a avaliacdo de doenca foi determinada através da
severidade por quantificacdo de tecido vegetal lesionado através de escala
diagramatica (DIAZ et al., 2001), logo ap6s o aparecimento das lesbes da doenca e
repetido a cada 4 dias, para construir a curva de progresso do crestamento
bacteriano comum e calcular a area abaixo da curva de progresso da doenca
(AACPD). Ao atingir o estadio R5 (florescimento) as plantas foram coletadas para a

quantificacdo de massa seca de parte aérea, volume de raiz e massa seca de raiz.

3.4 EXPERIMENTO EM CONDICOES DE CAMPO

Realizou-se a conducéo de experimento em condi¢cdes de campo na unidade
experimental da PUCPR-Campus Toledo coordenadas geograficas latitude
24°43"12' Sul e longitude 53°46"52' Oeste, altitude de 563 m, solo LATOSSOLO
VERMELHO Eutroférrico.

O experimento foi conduzido em delineamento de blocos casualizados
(DBC), esquema fatorial 3X4, sendo trés tratamentos (dois isolados de leveduras R.
glutinis, S. johnsonii 5 g L e ASM 25 g ha') e quatro padrdes de aplicacdo, sendo
zero, uma, duas ou trés aplicacdes, com quatro repeticdes cada.

A primeira aplicacao foi realizada no estadio V3 e apés trés dias foi efetuado
inoculacdo de X. axonopodis pv. phaseoli, realizadas com auxilio de pulverizador
costal manual de alavanca, da marca Jacto com capacidade de 20 L, este
procedimento foi repetido a cada quinze dias, até completar as trés aplicagbes
(segunda aplicacdo V4 e terceira aplicagdo R5), realizada ao anoitecer

proporcionando molhamento foliar sobre os trifélios de feijao.
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O feijoeiro foi semeado no dia 07 de marco de 2016 para a condugéo do
primeiro experimento no cultivo de outono-inverno e dia 7 de outubro para condugéo
do segundo experimento no cultivo das aguas, semeando-se 10 sementes por metro
linear, em sete linhas de 5 m cada e espacamento de 0,45 m area total de 15,75 m?
e area util de 5,4 m2. A corre¢do do solo foi realizada 30 dias antes da semeadura
para elevar o V% para 70% e adubacao realizada para a producao de 3000 kg de
grdos ha! de acordo com analise de solo (683,3 kg ha! do formulado 2-18-18 mais

adubacédo de cobertura de 74,96 kg ha! de uréia (em V4)).

3.4.1 Anélise de severidade e variaveis agronémicas a campo

Foi realizada a avaliacdo da severidade da doenca nas partes superior e
inferior do feijoeiro, com o auxilio de escala diagramética (DIAZ et al., 2001), logo
apos o aparecimento dos primeiros sintomas da doenca na cultura, sendo repetido a
cada quatro dias, para construir a curva de progresso do crestamento bacteriano
comum e calcular a area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD).

Apo6s a colheita foram avaliadas as varidveis agrondmicas: namero de
vagens por planta (através da contagem de vagens de 10 plantas coletadas
aleatoriamente de cada parcela), nUmero de grdos por vagem (contagem de graos
das vagens de 10 plantas coletadas aleatoriamente de cada parcela), massa de mil

graos e produtividade em kg ha.

3.5 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram submetidos a andlise de variancia com auxilio
do programa GENES (CRUZ, 2013), sendo realizado teste de Tukey entre os
tratamentos e analise de regressdo a 5% de probabilidade para as doses dos

tratamentos e para numero de aplicacoes.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 EFEITO DE DOSES DE LEVEDURAS EM APLICACAO FOLIAR

No experimento em casa de vegetacdo para avaliacdo da dose mais
adequada para cada levedura observou-se pela andlise de variancia que para as
variaveis area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD), massa seca de
parte aérea (MSPA) e volume de raiz (VR) a interacdo apresentou significancia
(P<0,05).

Sendo assim foi procedido o desdobramento das interagbes e observou-se
gue a menor AACPD foi obtida com o ASM (valor de 14,31) e o isolado S. johnsonii
reduziu o progresso da doenca com o aumento da dose, se assemelhando ao ASM
na dose de 10 g L, o isolado R. glutinis ndo diferiu quanto a dose e apresentou
AACPD de 20,13 (Figura 1A).

Para massa seca de parte aérea a aplicacdo de S johnsonii ndo foi
significativa para doses, por outro lado, a aplicacdo de R. glutinis aumentou a massa
seca de parte aérea linearmente com o aumento da dose e o tratamento ASM. Em
relacdo a média dos dois isolados reduziu a massa seca de parte aérea (Figura 1B).
Para a variavel Massa Seca de Raiz (MSR) ndo ocorreu interacdo, indicando
significancia apenas para dose independente da levedura, que apresentou maior
MSR na dose 5,70 g L elevando de 1,07 a 1,40 g de massa seca (Figura 1C).

O volume de raiz € aumentado ajustado a uma regressdo quadratica
atingindo seu ponto de maximo na dose de 6,55 g L* para S johnsonii, enquanto que
o tratamento com R. glutinis ndo alterou o volume de raiz e o tratamento ASM
reduziu o volume de raiz (Figura 1D).

Ao se analisar a AACPD (Figura 1A), observou-se que nas condi¢fes do
experimento, R. glutinis ndo interferiu na severidade do crestamento bacteriano
comum em nenhuma dosagem, mantendo média de 20,13. Por outro lado, S.
johnsonii demonstrou efeito de dose com reducéo linear da AACPD obtendo-se
melhor efeito na dosagem de 10 g L onde alcancou valor de 14,61 (diferencas de

59,61% inferior a dose zero), o qual foi semelhante ao controle ASM (14,31).
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Figura 1. Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca (AACPD) (A), Massa Seca
de Parte Aérea (B), Massa Seca de Raiz (C) e Volume de Raiz (D), em funcdo da
aplicacdo de diferentes doses de levedura Rhodotorula glutinis (¢), Sporidiobolus
johnsonii (m) em comparacdo ao tratamento com Acibenzolar-S-metil (ASM) (--) e
tratamento com os dois isolados de levedura sem desdobramento (e) em condi¢des

de cultivo protegido. Barras indicam a média + o erro padréo.

O resultado de reducdo de severidade observado para a levedura S.
johnsonii corrobora com os resultados obtidos por Heling et al. (2016). Os autores
utilizaram esta levedura para o manejo do crestamento bacteriano comum do
feijoeiro em condi¢cdes de campo e observaram reducao de 50,83% na severidade
da doencga quando comparado com a testemunha, indicando que S. johnsonii pode
ser um potencial agente de controle biologico e/ou indutor de resisténcia para
manejo do crestamento bacteriano comum do feijoeiro. O isolado R. glutinis ndo
interferiu na severidade do crestamento bacteriano comum do feijoeiro independente
da dose utilizada, apresentando AACPD 28,91% superior ao tratamento controle
(ASM).

A menor severidade da doenca com a aplicacdo de ASM era esperado,
sendo um analogo do &cido salicilico funciona como um regulador vegetal ativando
mecanismos de defesas das plantas. Dessa forma justifica a reducéo para as

demais variaveis analisadas em decorréncia da aplicacdo do ASM, mostrando que a



20

planta utilizou metabolitos para se defender e reduziu as demais variaveis avaliadas
(MAZARQO, et al. 2012; BERTONCELLI, et al. 2015).

A reducado da severidade da doenca proporcionado por S. johnsonii, pode
estar ligada a inducdo de resisténcia da rota do acido jasmonico, ja que esta rota
nao demanda de um gasto demasiado de energia pela planta (VERHAGEN et al.,
2004).

A acao antagobnica dos isolados provavelmente também corrobora para se
obter estes resultados. Heling et al. (2016) observaram que o isolado R glutinis &
capaz de produzir compostos volateis e ndo volateis, que reduziram em 8,40% e
41,97%, respectivamente, o niamero de coldénias de X. axonopodis pv. phaseoli,
assim como para o isolado S. johnsonii que apresentou reducao de colbnias de X.
axonopodis pv. phaseoli de 84,87% para compostos volateis e 31,63% para
compostos nao volateis.

Para massa seca de parte aérea (MSPA) percebeu-se que R glutinis
proporcionou incremento no acumulo de massa seca de forma linear, alcancando na
dose de 10 g L* valor de 3,92 g, 25,26% maior que a dose zero (2,93 g). No entanto
S. johnsonii ndo interferiu no crescimento do feijoeiro produzindo massa seca em
média de 3,74 g. Por outro lado, ao comparar com o ASM, constata-se que este
reduziu o acimulo de massa seca em 29,51% em relacédo a dose zero e 45,15% a
menos em relacdo a maxima producdo de matéria seca com tratamento de R glutinis
na dose de 10 g L (Figura 1B).

Para massa seca de raiz (MSR) as duas leveduras ndo apresentaram
diferencas entre as doses, mas foram superiores ao ASM em 62,14% na dose de 5,7
g L (Figura 1B). Ja para o volume de raiz (VR) o isolado R. glutinis apresentou
média de 15,8 cm?® independente da dose utilizada e o isolado S. johnsonii
apresentou o maior volume de raiz na dose 6,55 g L' com volume de 19,27 cm?, as
duas leveduras superaram o ASM (8,5) em 43,97% e 55,89% respectivamente
(Figura 1C).

Este incremento no volume de raiz proporcionado por R. glutinis pode ser
por decorréncia da interferéncia no metabolismo da planta como indicado por
Ranadive; Mehta e George (2011) em seu estudo demonstrando a sintese pelas
leveduras de coenzima Q10.

Microrganismos né&o patogénicos podem atuar como promotores de

crescimento, interagindo com as plantas e induzindo principalmente a producéo
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horménios como o acido indol acético, atuando assim no desenvolvimento das
plantas, Machado et al. (2011) e Khan et al. (2012) evidenciaram o fato de que
alguns microrganismos do género Rhizobium, Trichoderma, bactéria (Rahnella sp.) e
leveduras (R. graminis e R. mucilaginosa), podem promover crescimento, com
resultados, em alguns casos semelhantes aos de uma adubac¢&o quimica, indicando
gue os resultados da presente pesquisa possam ser em decorréncia da promocgao
de crescimento desencadeada pela levedura, neste R. glutinis proporcionou
incremento na MSPA de 25,26% na dose de 10 g L'* quando comparado com a dose
zero.

Ambos os isolados (R. glutinis e S. johnsonii) apresentaram incremento na
MSR (Figura 1D) de 24,11% na dose 5,7 g L* quando comparado com a dose zero e
62,14% superior ao ASM, o que indica ocorréncia de promoc¢ado de crescimento,
melhorando a capacidade de absorcao de agua e nutrientes.

Por outro lado, outra hipétese que pode colaborar para explicar a obtencéo
destes resultados obtidos (para MSPA, MSR e VR), segundo Lopes et al. (2015), é
gue as leveduras possuem acdo antagbnica, produzindo compostos antimicrobianos,
competindo por espaco e nutrientes, assim afetando os patdgenos da cultura, além
de reduzir os gastos metabdlicos da planta, atuando como indutor de resisténcia,

como neste trabalho o isolado S. johnsonii.

4.2 EFEITO DO NUMERO DE APLICACOES FOLIARES NO FEIJOEIRO

No experimento em casa de vegetacao para efeito de nimero de aplicacbes
mais adequada para cada levedura observou-se pela andlise de variancia que para
a area abaixo da curva de progresso da doencga (AACPD) a interacdo apresentou
significancia (P<0,05), ao proceder o desdobramento, observou-se que a menor
AACPD foi obtida com a levedura R. glutinis com duas aplicagdes apresentando
reducdo da doenca de 24,90 para 9,28 (reducdo de 62,73%). Ja o isolado S.
johnsonii apresentou efeito linear, e com o aumento do numero de aplicagbes
reduziu o progresso da doenca de 23,90 na dose zero para 11,98, totalizando
reducdo de 49,88%. Comparando estes resultados com o ASM a menor AACPD é
de 16,36 com duas aplicacdes e esta foi 43,28% e 26,77% superior as leveduras R.

glutinis e S. johnsonii respectivamente (Figura 2).
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Figura 2. Area abaixo da curva do progresso da doenca (AACPD), em funcéo da
aplicacdo de levedura Rhodotorula glutinis - 5 g L1(¢), Sporidiobolus johnsonii - 5 g
Lt (m) e Acibenzolar-S-metil (ASM) 25 g L* (4) em 0, 1, 2 ou 3 aplicacdes,

quinzenalmente em condi¢des de campo. Barras indicam a média + o erro padréo.

Estes resultados representam o potencial que os isolados R. glutinis e S.
johnsonii tem para a reducéo da severidade de crestamento bacteriano comum do
feijoeiro, podendo auxiliar no manejo desta doenca. Os isolados podem ter atuado
como agentes indutores de resisténcia, ativando as defesas das plantas (MAZARO
et al. 2012; BERTONCELLI et al. 2015).

Estes resultados corroboram com Heling et al. (2016) que indicam que a
reducdo do progresso do crestamento bacteriano comum do feijoeiro foi de 53,70%
e 50,83% para os isolados R. glutinis e S. johnsonii, semelhante ao encontrado na
presente pesquisa, deixando claro que estas leveduras podem atuar como indutores
de resisténcia.

Para o VR as leveduras R. glutinis e S. johnsonii apresentaram médias
semelhantes quando comparadas por Tukey (p<0,05%) 44,38 e 45,25 dm?3,
respectivamente, ambas foram superiores ao ASM com 37,19 dm?. A MSR o isolado
R. glutinis apresentou a maior média (5,96 g) diferindo dos demais tratamentos. Ja a
MSPA néo apresentou diferenga entre os tratamentos (Tabela 2).

Os resultados demonstram a reducdo da severidade da doencas
desempenhados pelos tratamentos, onde é possivel observar a reducdo da
severidade e a manutencéo dos componentes de crescimento VR, MSR e a MSPA,

considerando que possivelmente tenha ocorrido a inducdo pela rota do acido
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jasmonico, que demanda de menor gasto de energia por parte da planta, assim nao
utilizando uma fragdo da energia destinada para a producdo (VERHAGEN et al.,
2004).

Tabela 2. Volume de Raiz (VR), Massa Seca de Raiz (MSR) e Massa seca de parte
Aerea (MSPA) em funcéo da aplicacéo de levedura Rhodotorula glutinis - 5 g L%,
Sporidiobolus johnsonii - 5 g L'* e Acibenzolar-S-metil (ASM) 25gL*em0, 1,2 ou 3

aplicacoes, quinzenalmente em condicdes de casa de vegetacao.

Volume de raiz Massa seca de raiz Massa seca de parte

Tratamentos (VR) (MSR) aérea (MSPA)(™s)
dm? (@)

R. glutinis 44,38a 5,96a 4,38
S. johnsonii 45,25a 4,28b 4,53
Acibenzolar-S-

et 37,19b 4,28b 4,00
CV (%) 14,39 36,16 20,78
Média geral 42,27 4,84 4,31

Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente p>0,05. ns:

nao significativo. CV: Coeficiente de Variacdo (%).

Outra explicagcdo pode ser a manutencdo do crescimento por parte das
leveduras que no caso apresentaram VR superior ao ASM, e no caso do isolado R.
glutinis que apresentou MSR superior aos demais. Isso pode indicar a producéo e
atuacdo de outros componentes por parte das leveduras, consequentemente,
aumentando o desenvolvimento da planta (MACHADO et al.,, 2011; KHAN et al.,
2012).

4.3 APLICACAO FOLIAR DE LEVEDURAS EM FEIJOEIRO NO CULTIVO DE
OUTONO-INVERNO

Para os resultados a campo observa-se que para AACPD para os isolados
R. glutinis e S. johnsonii ndo ocorreu diferenga entre o numero de aplicagdo, mas ja

para o tratamento com ASM a resposta foi significativa ajustada a uma curva
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quadratica causando o aumento da severidade com até duas aplicacdes, e
reduzindo posteriormente (Figura 3A).

O isolado R. glutinis apresentou maior numero de vagens por planta com
duas aplicagles, ja para o isolado S. johnsonii conforme aumentou o namero de
aplicacbes reduziu o numero de vagens por plantas e o ASM apresentou maior
namero de vagem por planta com trés aplica¢des (Figura 3B).

J& para o numero de grdos por vagem o isolado R. glutinis e o ASM néo
apresentaram diferenca quanto ao numero de aplicacbes e para o isolado S.
johnsonii com o aumento do numero de aplicacdes se elevou o numero de graos por
vagem (Figura 3C).

Tanto para massa de mil grdos quanto para produtividade o isolado R.
glutinis apresentou resultado superior com duas aplicacdes, ja o isolado S. johnsonii
ndo apresentou diferenca quanto ao niumero de aplicacbes e para o ASM houve
menor massa de mil grdos com uma aplicacdo e para a produtividade nédo houve
diferenca entre os numeros de aplicacdes (Figura 3D e E).

Os isolados de levedura R. glutinis e S. johnsonii ndo apresentaram
diferenca de severidade entre os numeros de aplicacbes, ja o ASM induziu
suscetibilidade da planta com duas e trés aplicacbes. A interacdo patégeno-
hospedeiro pode explicar este resultado, pois ocorrem diferencas quantitativas nas
respostas de mecanismos de inducdo de resisténcia quando utilizado o ASM
(BECKMAN et al., 1989). Esta inducdo de suscetibilidade também pode ter ocorrido
pelo estresse ocasionado pelas baixas temperaturas que ocorreram durante a
conducado do experimento (Figura 4), ndo ativando adequadamente 0s mecanismos
de defesa da planta, ocorrendo uma supressao de genes de resisténcia (NOMURA
et al., 2005).

Como pode se observar na figura 4 a temperatura afetou os parametros
produtivos da cultura, a temperatura minima a partir do més de abril até o fim do
ciclo em julho ficou entre 3 e 7 °C, isso afeta a cultura principalmente pela ocorréncia
do abortamento de flores e vagens, pois a temperatura para o desenvolvimento
adequado da cultura esta no intervalo de 21 a 29,5 °C (FANCELLI; DOURADO
NETO, 2007).
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Figura 3. Area abaixo da curva do progresso da doenca (AACPD) (A), Vagens por
plantas (B), gréos por vagens (C), massa de mil grdos (D) e produtividade (E), em
funcdo da aplicacdo de levedura Rhodotorula glutinis - 5 g L(¢), Sporidiobolus
johnsonii - 5 g L (m) e Acibenzolar-S-metil (ASM) 25 g L (A)em 0, 1, 2 ou 3
aplicacoes, quinzenalmente em condi¢cdes de campo na safra de outono-inverno.

Barras indicam a média * o erro padrao.

Deste modo mesmo com a aplicagdo dos tratamentos, as baixas
temperaturas colaboraram para o aumento no abortamento de vagens (FANCELLI;
DOURADO NETO, 2007), reduzindo o numero de vagens por consequéncia.
Hoffmann et al. (2012) em trabalho de campo, também sob condi¢cdes de estresse,
nao observaram diferenca entre as leveduras S. cerevisae, S. boulardii e ASM,
porém o experimento ndo variou o numero de aplicacbes, sendo fixado trés

aplicacdes durante o ciclo.
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Figura 4. Dados meteorolégicos indicando periodo de conducgédo do experimento no
cultivo da seca com temperatura maxima (T. Maxima, °C), temperatura minima (T.

Minima, °C) e precipitacao pluvial (mm).

Embora as condi¢ées ambientais durante a conducdo do experimento nao
serem ideais para a cultura do feijoeiro, se observa que os isolados R. glutinis e S.
johnsonii apresentaram incrementos em algumas varidveis analisadas. A baixa
temperatura interferiu nos resultados obtidos, diferente do que Heling et al. (2016)
observaram quando utilizaram estes mesmos isolados para o controle de X.
axonopodis pv. phaseoli, em que a temperatura média foi de 22,9 a 24,4 °C,
apresentando reducéo de 53,70% para o isolado R. glutinis e 50,83% para o isolado
S. johnsonii da severidade de X. axonopodis pv. phaseoli, guando comparado com a
testemunha, demonstrando grande potencial destes isolados para o controle de
crestamento bacteriano comum do feijoeiro.

Os componentes de producao avaliados apresentaram diferengas entre os
tratamentos. Para NVP o isolado R. glutinis apresentou a maior média de vagens
com duas aplicagbes (7,67 vagens por planta), no caso do isolado S. johnsonii com
0 aumento do numero de aplicacbes houve uma reducédo linear desta variavel
(variando de 6,18 para 4,25 vagens por planta, diferente do que ocorreu com o0 ASM
que apresentou maior NVP com trés aplicagbes atingindo 7,8 vagens por planta

(Figura 3B). Provavelmente estes e os demais componentes de producédo foram
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interferidos pela condicdo climética no decorrer da conducdo do experimento (Figura
4).

Para o NGV o isolado R. glutinis e 0 ASM néo apresentaram diferenga entre
o numero de aplicacbes para esta variavel, apresentando média de 3,47 e 3,12
graos por vagem respectivamente, mas para o isolado S. johnsonii ocorreu a
manutencdo e elevacdo do numero de vagens por plantas com o aumento do
namero de aplicacbes, atingindo um maximo de 4,42 grdos por vagem com trés
aplicacoes (Figura 3C).

O que pode ter ocorrido neste caso foi que o isolado S. johnsonii, atuou
como promotor de crescimento, como ja foi observado no experimento em casa de
vegetacao assim elevando o niamero de graos por vagem.

A massa de mil grédos e a produtividade estdo diretamente relacionadas,
assim o isolado R. glutinis apresentou elevacdo para os dois parametros até duas
aplicacbes com a terceira aplicacdo ocorreu uma queda, sendo o maximo obtido
com duas aplicacdes (179,33 g e 1006,44 kg ha! respectivamente). As condicGes
ambientais e o tratamento com ASM contribuiram para reduzir a massa de mil grédos
da cultura, j& que a massa de mil graos em condi¢c6es normais € de 240 g (IAPAR,
2017). Como ja foi citado anteriormente o que interferiu para a reducdo da
produtividade foram as condi¢8es climaticas, principalmente a baixa temperatura.

Os resultados de producdo também indicam que o isolado R. glutinis
promoveu um incremento na produtividade com até duas aplicacbes atingindo
1006,44 kg ha, apresentando um incremento de 39,63% (o0 que equivale a 398,85
kg), mesmo em condi¢Bes climaticas desfavoraveis ao desenvolvimento da cultura.
Isto indica que o isolado pode atuar como promotor de crescimento com até duas
aplicacfes durante o ciclo, mas com trés aplicagBes o resultado indica que a planta
provavelmente apresenta desequilibrio na manutencdo de distribuicdo de
metabalitos, induzindo a planta a destinar grande parcela de energia para inducao
de resisténcia, (KUHN, 2007; MALAVOLTA, 2006). Ja para o isolado S. johnsonii e
para o ASM a produtividade ndo se alterou independente da dose. Hoffmann et al.
(2012) também nao observaram diferenca entre a aplicacdo de levedura e a
testemunha (H20) para a produtividade, mas os autores observaram reducdo da
produtividade com a aplicacdo de ASM, no qual os autores indicam esta redugéo ao

custo metabdlico.
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4.4 APLICACAO FOLIAR DE LEVEDURAS EM FEIJOEIRO NO CULTIVO DAS
AGUAS

Os resultados da aplicacdo foliar de leveduras no cultivo das aguas
apresentaram reducado linear da AACPD para os isolados. R. glutinis reduziu de
26,48 na aplicacao zero para 8,78 com trés aplicagbes, uma reducéo de 66,84%, e
S. johnsonii reduziu de 31,70 na aplicagdo zero para 13,18 com trés aplicagoes,
reduzindo em 58,42%, Ja o ASM apresentou reducdo da severidade de forma
quadratica com o ponto de minima com duas aplica¢cbes, reduzindo de 83,84 para
11,51, o que significa reducdo de 86,27% a AACPD (Figura 5A).

O isolado R. glutinis apresentou reducgdo linear no nimero de vagens por
planta com o aumento do numero de aplicacdes, reduzindo de 18,45 sem aplicacdo
(zero) para 12,31 com trés aplicacdes, ja para S. johnsonii e ASM néo ocorreu
diferenca entre o numero de aplicacdes apresentando média de 15,67 e 15,75
respectivamente (Figura 5B).

O numero de graos por vagem nao foi alterado em funcdo do numero de
aplicacdes para os isolados R. glutinis e S. johnsonii apresentando média de cinco
graos por vagens para ambos os isolados e 0 ASM apresentou reducao do numero
de grdos por vagem ajustada a uma curva quadratica com ponto de minima situado
em duas aplicacdes, com 4,76 graos por vagens (Figura 5C).

Para massa de mil gréos o isolado R. glutinis apresentou resultado superior
com uma aplicacdo e nao apresentou diferenca entre as aplicacbes para a
produtividade, ja o isolado S. johnsonii ndo apresentou diferenca quanto ao nimero
de aplicacbes para a MMG e produtividade e o ASM apresentou aumento linear com
0 aumento do numero de aplicagbes tanto para MMG quanto para produtividade
(Figura 5D e E).

Os isolados de levedura (R. glutinis e S. johnsonii) apresentaram reducao
linear da severidade, atuando como um indutor de resisténcia, assim como o ASM
que apresentou ponto de minima com duas aplicagdes. Resultados semelhantes aos
apresentados por Heling et al. (2016), nesta mesma época de cultivo, que obtiveram
reducdo da severidade de X. axonopodis pv. phaseoli, de 53,70% com aplicacdo de
R. glutinis (reduziu a AACPD de 15,66 para 7,25) e 50,83% com S. Johnsonii
(reduziu a AACPD de 15,66 para 7,70).
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Figura 5. Area abaixo da curva do progresso da doenca (AACPD) (A), Vagens por
plantas (B), gréos por vagens (C), massa de mil grdos (D) e produtividade (E), em
funcdo da aplicacdo de levedura Rhodotorula glutinis - 5 g L(¢), Sporidiobolus
johnsonii - 5 g L (m) e Acibenzolar-S-metil (ASM) 25 g Lt (A1) em 0, 1, 2 ou 3
aplicacdes, quinzenalmente em condi¢cdes de campo na safra das aguas. Barras

indicam a média * o erro padrao.

Com a analise dos componentes de producdo pode-se observar que com o
aumento do numero de aplica¢des, ocorreu reducdo dos componentes produtivos. O
gue pode estar ligado a ativacéo rota do acido jasmonico pelas leveduras, pois com
a sucessiva aplicacédo acabou utilizando uma parcela da energia que seria destinada
para a producdo (VERHAGEN et al., 2004).

Para o componente de producdo NVP o isolado R. glutinis reduziu com o

aumento do numero de aplicacdo e os S. johnsonii e 0 ASM néo diferiram entre o
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namero de aplicagbes, isto indica que ocorreu a ativagdo de rota metabdlica
segundaria e houve gasto de energia para ativar as defesas (KUHN, 2007).

Com o aumento do numero de aplicacBes do isolado R. glutinis pode ter
ocasionado estresse na planta, assim ocasionando o abortamento de flores e
vagens, consequentemente, reduzindo o as vagens por planta (FANCELLI;
DOURADO NETO, 2007), diferente do que Hoffmann et al. (2012) observaram
utilizando S. cerevisae, S. boulardii e ASM, pois os autores utilizaram trés aplicagdes
para cada tratamento e ndo resultou na variagdo do numero de vagens.

Para o NGV ambos os isolados nédo apresentaram diferenca quanto ao
namero de aplicacdes, insto indica que este componente de producdo varie mais
sobre a influéncia funcédo do clima como observado no cultivo da seca em que se
reduziu este componente para uma média de 3,4 grdos por vagens com a reducao
da temperatura (FANCELLI; DOURADO NETO, 2007).

Para massa de mil gréos o isolado R. glutinis apresentou ponto de maxima
com uma aplicacdo (240,96 g), o tratamento com ASM apresentou elevacdo da
MMG com o aumento do numero de aplicacbes apresentando 242,08 g com trés
aplicacoes, ja o isolado S. johnsonii ndo apresentou diferenca entre o nimero de
aplicacdo ficando com média de 237,63, assim o0s tratamentos apresentam
resultados semelhantes, sendo estes semelhantes a MMG obtida pelo lapar para o
cultivas IAPAR Tuiuil que € de 240 g (IAPAR, 2017).

Os isolados R. glutinis e S. johnsonii ndo apresentaram diferenca entre o
namero de aplicacbes para a produtividade, apresentando médias de 3708,96 e
3896,71 kg ha?l, respectivamente, jA o ASM promoveu aumento linear da
produtividade, apresentando produtividade de 4418,56 kg ha' com trés aplicacoes,
um incremento de 16,06% e 11,81% sobre R. glutinis e S. johnsonii,
respectivamente.

Deste modo quando se observa a AACPD, os isolados reduziram a
severidade da doenga, mas isso nao implica no aumento da produtividade, pois para
se defender a planta precisa gastar energia para se defender e quando se realiza
aplicacdes sequenciais a planta é induzida a ativar suas defesas, utilizando energia
que seria para producao.

Estes resultados reforcam a ideia de que os isolados apresentaram custo

metabdlico para induzir a planta a se defender com grande pressdo de indculo,
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assim necessitando que a planta destine mais energia para se defender (KUHN,
2007; MALAVOLTA, 2006).
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5 CONCLUSOES

O presente trabalho nos permite chegar as seguintes conclusoes:

1. As leveduras R. glutinis e S. johnsonii reduzem a severidade do
crestamento bacteriano comum do feijoeiro.

2. Também podem atuar como indutores de crescimento de plantas.

3. A melhor dose é 5 g L para as duas leveduras.

4. O numero de aplicac6es mais adequado sdo duas para as leveduras

R. glutinis e S. johnsonii.
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