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RESUMO

DA SILVA, Rayssa Helana, Engenheira agronoma, Universidade Estadual do Oeste
do Parana, Junho — 2021. Uso de silicio e leveduras no manejo de Cercospora
beticola Sacc. em beterraba acucareira e suas implicagcbes bioguimicas e
produtivas. Orientador: Prof. Dr. Odair José Kuhn. Coorientadora: Dra. Eliana Pelicon
Pereira Figueira.

A produtividade da beterraba acucareira é reduzida pelo ataque de Cercorpora
beticola Sacc., sendo o controle quimico o mais utilizado para controle de doencas,
entretanto, a utilizacdo de fungicidas pode levar a resisténcia adquirida pelo patégeno.
Além disso, a necessidade de reducao do impacto ambiental requer a utilizacdo de
meétodos alternativos capazes de aumentar a resisténcia das plantas as doencas.
Portanto, este trabalho objetivou o controle de C. beticola com auxilio de leveduras e
silicato de célcio, bem como avaliar os mecanismos bioquimicos e alteracdes
produtivas desencadeados a partir dos tratamentos. Para as avaliagcbes a campo, 0
delineamento experimental de blocos ao acaso (DBC) foi utilizado em esquema
fatorial 3 X 2 com cinco repeticdes, sendo os tratamentos: as leveduras Cryptococcus
laurentii, Pichia pini e o controle, testados na presenca e auséncia de silicato de célcio.
Foram realizadas avaliagbes de massas fresca e seca de raiz, produtividade,
determinacao dos teores de acucar e avaliada a severidade da doenca. Em camara
de crescimento, foi utilizado delineamento em DBC sendo quatro tratamentos (C.
laurentii, P. pini, silicio e controle) e seis repeticdes, onde foi realizado a determinacao
de fendis totais, lignina, atividades de peroxidase, polifenoloxidase e fenilalanina
amonia-liase. Nao foi evidenciada diferenca significativa entre os tratamentos e nao
houve interacdo entre os tratamentos e as condicdes (presenca e auséncia de silicio)
no experimento a campo, bem como ndo houve significancia entre os tratamentos no
experimento em camara de crescimento. Portanto, o tratamento com leveduras e
silicio ndo promoveu ganhos de rendimento de raiz ou agucar, ndo reduziram a
severidade de doenca e ndo promoveram alteracdes nas enzimas estudadas. Houve
diferenca significativa entre os tempos utilizados para proteina, peroxidase,
polifenoloxidase e fenilalanina amonia-liase. Diante disso, faz-se necessario novos
testes com diferentes doses de silicio e maior nUmero de aplica¢gdes de leveduras para
observar a efetividade do tratamento com silicio e leveduras para producdo de
beterraba acucareira e para controle de doencas.

Palavras-chave: Controle bioldgico, controle alternativo, silicato de célcio.



ABSTRACT

DA SILVA, Rayssa Helana, Agronomy engineer, Universidade Estadual do Oeste do
Parana, June — 2021. Use of silicon and yeast in the management of Cercospora
beticola Sacc. in sugar beet and their biochemical and productive implications.
Advisor: Dr. Odair José Kuhn. Co-Advisors: Dr. Eliana Pelicon Pereira Figueira

Sugar beet productivity is reduced by the attack of Cercorpora beticola Sacc. however,
the resistance acquired by the pathogen to fungicides, added to the need to reduce
the environmental impact, require the use of alternative methods capable of increasing
plant resistance to diseases. Therefore, this work aimed to control C. beticola with the
aid of yeasts and calcium silicate, as well as to evaluate the biochemical and productive
mechanisms triggered by the treatments. Thus, for field evaluations, a randomized
block experimental design (DBC) was used in a 3 x 2 factorial scheme with five
replications, with the treatments: Cryptococcus laurentii, Pichia pini and control, tested
in the presence and absence of calcium silicate. Fresh and dry root mass, yield, sugar
content determination and disease severity were evaluated. In a growth chamber, a
design in DBC was used, with 4 treatments (C. laurentii, P. pini, silicon and control)
and 6 replications, where the determination of total phenols, lignin, peroxidase
activities, polyphenoloxidase and phenylalanine ammonia- lyase was carried out.
There was no significant difference between treatments and there was no interaction
between treatments and conditions in the field experiment, as well as no significance
between treatments in the growth chamber experiment. Therefore, treatment with
yeast and silicon did not promote gains in root or sugar yield, did not reduce disease
severity and did not promote changes in the studied enzymes. There was a significant
difference between the times used for protein, peroxidase, polyphenoloxidase and
phenylalanine ammonia-lyase. Therefore, new tests with different doses of silicon and
a greater number of yeast applications are necessary to observe the effectiveness of
the treatment with silicon and yeast for sugar beet production and for disease control.

Keywords: Biological control, alternative control, calcium silicate.
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1 INTRODUCAO

A beterraba agucareira € amplamente conhecida por sua producéo na Europa
e demais paises para producéo de acucar e alcool. Segundo Ziedan e Farrag (2011),
€ a principal cultura contendo alta porcentagem de sacarose apds a cana de acucar.

Pode ser utilizada como cultura alternativa e econdmica na alimentagao
animal quando a producdo de milho for comprometida, diversificando a fonte de
nutrientes. Na década de 80, houve um periodo de escassez de milho na cidade de
Jabora-SC, entre outubro a meados de dezembro, a producéo foi insuficiente para
atender a demanda humana e animal. Com a necessidade de substituir parcial ou
totalmente a cultura do milho por outra fonte de energia, Ferreira et al. (1982)
observaram nos primeiros estudos de beterraba acucareira no Brasil que a cultura era
eficiente para alimentacdo dos suinos em fase de terminacao.

No Brasil, Santos e Lhamby (1986) verificaram que a beterraba agucareira
demonstrou-se viavel para producédo no inverno no estado do Rio Grande do Sul,
obtendo rendimento de raiz de 34 t ha! e porcentagem de sacarose de 16,4%,
semelhantemente ou superior aos paises tradicionalmente produtores,
respectivamente, 30 t ha' e 15%, na década de oitenta.

Segundo Doney e Theurer (1980), a capacidade desta beterraba de
armazenar energia na forma de sacarose, ou seja, um aclcar prontamente
fermentavel, caracteriza-a como apropriada para producédo de alcool nessa regiao,
além de ser uma cultura alternativa de inverno.

Entretanto, a incidéncia de manchas foliares pode reduzir drasticamente a
produtividade, de 15% a 45% (TIVELLI et al.,, 2011), devido a perda de area
fotossinteticamente ativa. A cercosporiose, uma das doencas mais comuns e mais
danosas a cultura da beterraba, pode reduzir os rendimentos de acucar em mais de
30% (ESPADINHA, 2007).

No Estado do Parana séo cerca de 21 fungicidas liberados para controle da
mancha de Cercospora na beterraba de mesa (ADAPAR, 2021) e no Brasil, um total
de 51 produtos disponiveis, com destaque aos sistémicos de agéo curativa do grupo
dos triazdis e estrobilurinas (AGROFIT, 2020). Entretanto, a diversidade néo é
atribuida somente a gama de produtos formulados, mas também a resisténcia de

isolados monospdéricos aos fungicidas.



Diante disso, o uso de controles alternativos como o controle bioldgico se faz
necessario para prevencdo de perdas na producdo, além de contribuir para a
preferéncia do consumidor a alimentos organicos e/ou produtos alimentares livres de
residuos quimicos, onde a seguranca alimentar € imprescindivel, bem como a reducao
do impacto ambiental.

Além do aumento de vida Gtil de prateleira garantido pelo controle de doencas,
outros beneficios também sdo obtidos com o controle biolégico, como o amplo
espectro de acdo devido a inumeros mecanismos envolvidos na acdo dos
antagonistas, bem como a recomposicdo da biodiversidade da é&rea agricola
(MEDEIROS; SILVA; PASCHOLATI, 2018).

Os microrganismos mais pesquisados no controle biolégico sédo os fungos e
bactérias. Os fungos ndo patogénicos a plantas podem controlar fungos, bactérias e
nematoides fitopatogénicos, sendo 0os ascomicetos os fungos com mais sucesso no
controle biologico. Entretanto, oomicetos e basidiomicetos podem também
caracterizar-se como antagonicos a fitopatdogenos. As leveduras, em sua maioria
ascomicetos, sao exemplo desses microrganismos antagbnicos amplamente
utilizados no controle de doencas de parte aérea e de raiz através de diversos
mecanismos de ac¢do (MEDEIROS; SILVA; PASCHOLATI, 2018).

Assim como as leveduras, o silicio (Si) pode auxiliar na reducédo da severidade
de doencas em diferentes culturas como no trabalho de Neumann Silva et al. (2017),
onde o silicio ndo somente induziu resisténcia a Cercospora nas fases inicial e final
do ciclo da beterraba, como também pode ter contribuido indiretamente para aumento
da produtividade da cultura. De uma forma geral, o silicio € de grande importancia por
auxiliar na reducéo da vulnerabilidade a estresses biético e abioticos (SACALA, 2009).

E conhecida a presenca do silicio nas monocotiledéneas, sendo variadas as
concentracbes dependendo da espécie, podendo variar de 0,1% a 10% da massa
seca (EPSTEIN, 1999), entretanto, ha dicotiledéneas que também apresentam Si em
concentracfes menores que as monocotiledéneas como algumas Fabaceas (ervilha),
Curcubitaceas (pepino), Rosaceas e Asteraceas (SANGSTER et al., 2001).

A presenca de silicio em beterraba agucareira foi relatado por Guntzer et al.
(2012), sendo caracterizada como bio-acumuladora, dessa forma, o silicio foi utilizado
neste trabalho como forma de controle alternativo. Diante disso, este trabalho visa o

controle de C. beticola com a utilizagédo de leveduras e silicio, bem como compreender



0S mecanismos bioquimicos desencadeados na planta de beterraba agucareira com

o tratamento, além de verificar efeito nos componentes produtivos.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 BETERRABA ACUCAREIRA

2.1.1 Caracteristicas morfologicas e necessidade da cultura

Pertencente a familia Amarantaceae (STEVENS, 2017), a beterraba
acucareira € uma dicotileddnea herbacea, cultivada principalmente em zonas
temperadas. Necessita de temperatura de 15 a 18 °C para seu melhor
desenvolvimento, tolerando temperaturas entre 4 e 24 °C. Caracteriza-se por
necessitar de menos pesticidas e menos agua, além de aumentar a retencao e agua
no solo (DRAYCOTT, 2006). Segundo Asadi (2007) a composi¢ao da raiz € 70% agua
e 25% de substancias secas (17,5% o que pode ser decomposto em sacarose; 2,5%
de substancias ndo sacariferas e 5% de bagaco), podendo ser utilizada para diversos
fins como producao de aclcar, etanol, alimento para os animais e matéria prima para
industria (produtos farmacéuticos, plasticos, téxteis, produtos quimicos).

Com o desenvolvimento da cultura inicia a formacdo do 6rgdo de reserva
localizado entre as folhas e a raiz, o qual se denomina de beterraba. Primeiramente
0S monossacarideos séo sintetizados nas folhas através da fotossintese onde parte
destes sd@o convertidos em sacarose, 0s quais sao transportados através do floema
para as células do parénquima da raiz onde ficam estocadas nos vacuolos das células.
Com o acumulo de sacarose ocorre o engrossamento dessa regido a qual é dividida
em trés partes: a coroa (epica6tilo) cresce acima do solo, é a parte onde as folhas estao
inseridas, mede de 2 a 3 cm; o hipocdétilo (pescoco) também cresce acima da terra,
mede de 3 a 8 cm; e a raiz que cresce no subsolo, mais ou menos de 20 a 25 cm,
onde esta a maior concentracdo de sacarose.

A maior parte do teor de acucar se concentra no centro da raiz e reduz
rapidamente em direcdo a coroa e lentamente em direcdo a ponta da raiz (ASADI,
2007). Ha duas depressOes laterais estendendo-se para baixo contendo raizes
laterais dispostas em duas filas duplas. Uma planta bem formada possui raizes
laterais filiformes e apenas uma raiz principal, as vezes, pode se ramificar em varias
raizes espessas, e geralmente em solos com certo grau de compactacéo ja € possivel
observar essa ramificacdo (ARTSCHWAGER, 1926).



Desenvolvem-se melhor em solos de pH maior ou igual a 6,5. A germinagao
geralmente se completa em uma semana e geralmente ocorre acima de 8 °C. A maior
parte dos solos utilizados para cultura da beterraba sdo os franco-argilosos, franco-
arenosos e franco-turfosos. A preparacdo do solo € de grande importancia, pois o
rendimento desta cultura é sensivel a compactagdo, e caso a percolacdo seja baixa,
a superficie do solo se torna alagada e diminui a oxigenacéo da planta; ja em solos
mais arenosos onde ha percolacdo excessiva, pode ocorrer lixiviacdo dos nutrientes
necessarios para o crescimento da beterraba.

Pode ser cultivada com ou sem irrigacédo, dependendo da localidade e da
quantidade de chuvas. Geralmente o consumo de agua €é reduzido com o aumento de
latitude. A beterraba pode usar de 350 mm em areas temperadas a mais de 1000 mm
em areas aridas, segundo Draycott (2006). No trabalho de Ozbay e Yildirim (2018)
desenvolvido na Turquia, os primeiros 38 dias da beterraba agucareira no sistema de
irrigacdo por aspersao necessitou de 143 mm, o periodo de crescimento com 92 dias
necessitou de 622 mm e o periodo de maturacdo com durabilidade de 53 dias foi
utilizado 210 mm, totalizando 975 mm de 4gua para todo cultivo.

A fase de formacdo vegetativa € um periodo sensivel ao déficit hidrico e a
perda de turgor causa fechamento estomético das folhas e declinio da atividade
fotossintética resultando em perda de rendimento (STEGMEN; BAUER, 1977).
Entretanto, h4 aumento na concentracao de acucar, sendo geralmente interrompida a
irrigacdo no ultimo més antes da colheita para concentracdo de acucar na raiz
(OZBAY; YILDIRIM, 2018).

Ghaffari et al. (2019) observaram que o estresse hidrico leve e severo, 75% e
50% da necessidade de agua da planta, respectivamente, reduziram o rendimento de
raizes de beterraba acucareira, entretanto, isso ocorreu também pela diminuicdo dos
pigmentos fotossintéticos e efeitos toxicos devido a alteracdo no conteudo de agua.
Além disso, o estresse hidrico provocou sintese e acumulo de enzimas antioxidantes.

O espacamento entre linha utilizado é de 36 a 76 cm e geralmente herbicidas
sdo usados na fase de pré e p6s emergéncia para conter as plantas daninhas que
possam crescer mesmo apos aracao profunda do solo. Pode-se dizer também que ha
um melhor crescimento quando é realizado rotacéo de cultura, ou seja, nos intervalos

de plantio da beterraba, utilizar culturas como trigo, cevada e ervilhas (ASADI, 2007).



2.1.2 Producédo mundial de beterraba e projec¢odes futuras

No ano de 2019 a produc¢ao mundial de beterraba foi estimada em 271 milhdes
de toneladas, sendo a RuUssia a maior produtora com 54,4 milhdes de toneladas,
contribuindo com 20,05% da producdo mundial. Os outros quatro maiores produtores
(Franca, Alemanha, Estados Unidos e Turquia) juntamente com a RUssia séo
responsaveis por 61,29% da producédo mundial (KNOEMA, 2019).

Para os proximos anos, a perspectiva de crescimento para producdo de
beterraba acucareira € de 0,7% ao ano, inferior ao crescimento de 1,1% da cana de
acucar. Espera-se uma expansdo no Egito, Ucrania, Turquia, China e redu¢des na
Unido Europeia e Federacdo Russa. Nos Estados unidos, onde o aglcar € extraido
tanto da cana de acucar como da beterraba, maiores rendimentos sdo previstos.
Entretanto, a necessidade de tecnologia de colheita aprimorada aumenta os custos e

diminui o crescimento da producao de beterraba acucareira (OECD/FAQO, 2020).

2.1.3 Acucar, etanol e o comparativo com a cana de acucar

No Brasil, na década de 80, foi dado inicio a algumas pesquisas para
implementar a producdo de acUcar e alcool da beterraba acucareira no periodo de
entressafra de cana de acucar (TOMASINI, 1983), entretanto, ndo houve avang¢o no
desenvolvimento industrial. O processo € o0 mesmo que o etanol provindo da cana,
visto que o etanol € produzido a partir da sacarose (OLIVEIRA, SERRA;
MAGALHAES, 2012). Para chegar as usinas, as beterrabas necessitam ser limpas e
cortadas em fatias finas que sao lavadas com agua quente em um difusor para extrair
o acUcar. O liquido resultante apresenta cerca de 16% de sélidos soluveis e o residuo
fibroso € utilizado para alimentacédo dos animais (MANOCHIO, 2014).

Atualmente, a cana de acucar, predominante nos paises tropicais e
subtropicais da Asia, América Latina e Africa, possui cerca de 86% da produc&o
mundial de acucar e a beterraba o restante. No Brasil ja iniciou 0 aumento da producao
de cana devido a necessidade de etanol pois o pais tem tomado medidas para
reducdo das emissdes de carbono, além das flutuagdes com o preco do petréleo bruto.
O pais continua na posicdo de maior produtor de acucar a partir de cana, cerca de
18% da producdo mundial até 2029 (OECD/FAOQO, 2020).

Uma tonelada de cana pode produzir cerca de 70 litros de etanol ou se for

utilizada somente para producéo de acucar, pode gerar 100 kg do produto somado a



cerca de 20 litros de bioetanol a partir do melago. Uma tonelada de beterraba
acucareira pode render 100 litros de etanol (MACHADO; ABREU, 2006), o residuo
geralmente é utilizado para alimentac&do animal ou fertilizante e 0 melago como aditivo
alimentar.

A produtividade da cana-de-acUcar foi de 76 t ha' no Brasil na safra
2019/2020 e producgéao de 642,7 milhdes de toneladas da cultura, 34 bilhdes de litros
de etanol e 29,8 milhdes de toneladas de agucar, no entanto, € bastante influenciada
pelas condicBes edafoclimaticas, necessitando de chuvas regulares ou irrigacao
(CONAB, 2020). Quando se compara o rendimento de etanol a partir de um hectare
de matéria-prima, o rendimento da beterraba também se assemelha ao da cana,
alcancando meédia de 500 litros de etanol por hectare de beterraba cultivada
(MANOCHIO, 2014), entretanto, a beterraba necessita ser replantada anualmente
para producao de acUcar e alcool e a cana € renovada de seis em seis anos. Embora
o rendimento da cana reduza com o passar dos anos e exija muita agua, o custo da
producao de etanol por beterraba acaba sendo mais elevado (MONTEIRO, 2011).

A producdo de acucar mundial 2020/2021 foi 40,3 milhdes de toneladas
produzidos a partir da beterraba agucareira e 146,9 milhdes de toneladas da cana,
entretanto, 0 mercado mundial de acuUcar tem estado incerto devido ao consumo e
comércio instaveis, e paises como India sofrem por condi¢bes climaticas. Uni&o
Européia e Tailandia, importantes produtores, também sdo afetados pelo clima.
Atualmente o acucar branco encontra-se na faixa de 70 dolares por tonelada, devendo
aumentar para 83 dolares por t até 2029, concomitante ao aumento da producédo de
cana-de-acglcar e beterraba devido ao aumento da area plantada e produtividade,
respectivamente (OECD/FAOQO, 2020).

2.2 CERCOSPORIOSE

De acordo com El-Kholi (2000), as doengcas normalmente encontradas na
beterraba ao redor do mundo, mais comumente nos paises temperados, Sao
cercosporiose (Cercospora beticola Sacc.), oidio (Erysiphe betae Vanha Weltzien) e
ferrugem (Uromyces betae Press), que sdo comumente manejados através de
cultivares resistentes, controle bioldgico, produtos quimicos e rotagédo de cultura para
a cercosporiose. Tais doengas podem reduzir drasticamente a producdo, mas no

Brasil somente ha relatos de cercosporiose. Marcuzzo et al. (2015) afirmam que nao



sdo comercializados genotipos resistentes a cercosporiose no pais, sendo
imprescindivel o correto controle garantindo a sanidade da lavoura e boa producéao.

Os primeiros relatos da Cercospora como doenca na beterraba foram
originalmente descritos por Saccardo (1878) apud Piszczek et al. (2019). A doenca
provavelmente teve origem na Europa Central e na éarea do Mediterraneo
(GROENEWALD; GROENEWALD; CROUS, 2005). Espécies do género Cercospora
sdo muito difundidas, infestando muitas familias de plantas. Ha alta variacéo
fenotipica do fungo dependendo da populacdo que coloniza uma folha, isolados
escuros, por exemplo, sdo considerados mais patogénicos (MORETTI; SARACCHI,
FARINA, 2004). Uma das caracteristicas do género € a producdo da cercosporina
(ASSANTE et al., 1977), fitotoxina fotossensivel envolvida no processo patogénico.
Outro metabalito secundario é a beticolina e um grupo de moléculas conhecidas como
toxinas Cercospora beticola (CBT) que sdo menos conhecidas no processo
patogénico.

A cercosporiose possui como agente etiologico o fungo mitospérico
Cercospora beticola Sacc., o qual produz conidiéforos multicelurares e forma conidios
hialinos longos, semelhante a uma agulha, que sao facilmente liberados, levados pelo
vento a longas distancias (AGRIOS, 2005), podendo ainda serem dispersos por
insetos e pela agua de irrigacdo. E favorecido por altas temperaturas e umidade, a
condicado otima é de 25 a 30 °C e de 5 a 8 horas de umidade relativa acima de 90%
ou com molhamento foliar (WOLF; HEINDL; VERREET, 2001). E mais destrutivo
durante o verdo, onde nessas condi¢des o numero de conidios pode ser maior (KHAN;
QIl; KHAN, 2009). A atividade do fungo reduz a uma temperatura inferior a 15 °C, bem
como a esporulacao e infec¢cdo ndo ocorrem a 10 °C (PISZCZEK et al., 2019).

Os sintomas sdo bem caracteristicos, iniciam com pontos circulares,
pequenos e marrons de 3 a 5 milimetros de diametro com bordas roxo-avermelhadas;
essas manchas podem coalecer e comprometer uma grande porcentagem de area
foliar. O centro da lesédo pode se tornar cinza, mais fino e fragil, caindo e deixando a
folha com diversas fissuras. Em ataques severos, todo limbo foliar pode ser destruido
e cair (AGRIOS, 2005).

A destruicdo das folhas estimula a planta a reconstruir a roseta e a raiz vai

ficando em formato longo, cénico e com menos acgucar. Portanto, a perda de area



fotossinteticamente ativa resulta em menor teor de acgucar e rendimento das raizes,

bem como aumento de sédio e potéssio.

2.3 CONTROLE ALTERNATIVO

O controle alternativo é definido como conjunto de métodos de controle de
doencas dos quais excetuam-se o controle quimico e o controle genético. Destaca-se
por ser um meio eficiente para inibicdo do desenvolvimento de diversos fungos
fitopatogénicos, sem causar efeitos indesejaveis ao meio ambiente, dos quais estao

em evidéncia o controle biolégico e a inducéo de resisténcia (BETTIOL et al., 1991).

2.3.1 Controle Biolégico com leveduras

Segundo Medeiros; Silva e Pascholati (2018), o controle bioldgico de doencas
caracteriza-se pelo uso de um microrganismo nao patogénico denominado
antagonista ao patégeno, para controle de outro patogénico. Pode ser definido
também como a reducdo de indculo ou das atividades determinantes da doenca
provocadas por um patdgeno, podendo ocorrer a destruicdo parcial ou total de
populacbes por organismos frequentemente encontrados na natureza que podem
atuar através de diversos mecanismos de acdo como a antibiose, competicao,
parasitismo, predacao, ou por meio da inducdo de resisténcia.

Esses agentes antagdnicos podem ser constituidos de cepas avirulentas do
mesmo patdgeno que se deseja controlar, destruindo ou inibindo o desenvolvimento
do mesmo, assim como ocorre na hipoviruléncia e na protecdo cruzada. Embora os
antagonistas biol6gicos possam sofrer inUmeras limitacdes ecolégicas (AGRIOS,
2005), diversos estudos comprovaram sua aptidao para controle de diversas doencas.

Os microrganismos envolvidos no controle biolégico devem ser
geneticamente estaveis e ndo sofrer variagdo em suas atividades antagobnicas, ter a
capacidade de crescer em meio de cultura barato, de facil producéo, ser eficaz em
concentragcbes baixas, ndo causar danos ao homem e ser compativel com outros
métodos de controle para que seja eficaz nas condicfes adversas que ocorrem em
parte aérea, considerada o nicho mais complicado para o antagonista devido as
flutuacbes de umidade, temperatura, incidéncia de raios UV, pouco nutriente e
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ocorréncia de fitopatdgenos que co-evoluiram com a planta para manter o parasitismo
(MEDEIROS; SILVA; PASCHOLATI, 2018).

E importante ter o conhecimento da sucessdo microbiana no fitoplano para
saber quais microrganismos serdo mais eficazes no controle. As bactérias, por
exemplo, sdo boas agentes de controle bioldgico no inicio do desenvolvimento quando
h& pouco nutriente disponivel no limbo foliar, logo apo6s, quando as folhas estdo
expandidas, as leveduras sdo a melhor opcéo e quando a planta esta em senescéncia
os fungos filamentosos sdo os melhores colonizadores (MEDEIROS; SILVA;
PASCHOLATI, 2018).

As leveduras, organismos unicelulares nao filamentosos, de formato esférico
ou oval, destacam-se como agente de biocontrole de doencas por fazer parte da
microbiota epifitica e endofitica da planta, competindo com os patdgenos (MELLO et
al., 2011), ndo necessitam de nutrientes especiais para agil proliferacdo e suportam
condi¢cdes ambientais adversas (RUIZ-MOYANO et al., 2016). As leveduras podem
ainda auxiliar na manutencdo da produtividade das culturas afetadas por algum
estresse, como observado por Da Silva et al. (2020) com plantas de trigo tratadas com
a levedura Zygoascus hellenicus que impediu maiores perdas ocasionadas pela

estiagem.

2.3.2 Silicio

O segundo elemento mais abundante da crosta terrestre ndo é considerado
um elemento essencial as plantas (JONES; HANDRECK, 1967), mas € classificado
como elemento benéfico ou atil (MALAVOLTA, 1980), sendo absorvido na forma de
acido monossilicico (H4SiO4). Estéd relacionado principalmente ao crescimento e
producdo vegetal obtidos em consequéncia da resisténcia a estresses bidticos e
abioticos (FERREIRA, 2017).

O silicio atua na estruturacéo dos tecidos devido ao acumulo de compostos
fendlicos e lignina, alterando a conformacdo anatdbmica do tecido como o
espessamento das ceélulas epidérmicas pela deposicdo de silica. As células
epidérmicas silicificadas, formam uma barreira mecéanica e quimica ao patogeno,
sendo, portanto, amplamente associado a resisténcia de plantas a doencas
(KORNDORFER et al., 2010).

Ha inimeros outros mecanismos favoraveis na acdo do silicio, como o

aumento da capacidade fotossintética devido ao aumento do teor de clorofila, atuacéo
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como sinalizador, aumentando a atividade de enzimas como quitinases, peroxidases
e polifenoloxidases (KAUR et al., 2016), aumento da absorcao de fésforo, inducdo da
absorcdo de micronutrientes (RAVEN, 2003) e atenuacdo de aluminio, manganés,
ferro e outros metais pesados.

Estudo realizado na Polénia mostrou que o uso de fertilizante foliar de célcio
e silicio é vantajoso e ecologicamente correto para a producdo de beterraba
acucareira. A aplicacao realizada no estagio de quatro a seis folhas com dose 262 g
Caha; 79,9 g Siha'e apds 3 semanas, 524 g Ca ha' e 159,8 g Si ha! obteve maior
variabilidade nos rendimentos de raiz, folhas, agucar e teor de sédio (ARTYSZAK;
GOZDOWSKI; KUCINSKA, 2016).

A acumulacao de silicio pode ser definida de duas maneiras, o contetudo de
silicio e a relacéo Si/Ca. O valor critico para definir o contetdo de silicio é 0,5% do
conteudo de silicio absorvido na massa seca vegetal. Plantas com porcentagem de
silicio maior que 1% ou relacdo Si/Ca maior que 1,0, sdo definidas como
acumuladoras; porcentagem de silicio menor que 0,5% ou relacdo Si/Ca menor que
0,5, ndo acumulam silicio. E as espécies que estdo entre esses extremos s&do as
intermediarias. Se uma planta possui porcentagem de silicio maior que 1% mas a
relacdo Si/Ca estiver abaixo de 1,0, ela é classificada como intermediaria também
(MA; TAKAHASHI, 2002).

2.4  ALTERACOES BIOQUIMICAS

Quando o patégeno inicia sua atividade sobre o hospedeiro com o objetivo de
penetrar e estabelecer uma relacdo parasitaria estavel, uma das primeiras respostas
deste para combater o avanco do patdégeno € a producdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs), entretanto, essa medida defensiva pode causar danos a célula do
hospedeiro, facilitando a colonizagdo dos tecidos por fungos necrotréficos
(GLAZEBROOK, 2005). Os danos oxidativos causados por altos niveis de EROs
podem ser aliviados com um complexo sistema antioxidante de defesa composto por
peroxidase, catalase, ascorbato peroxidase e componentes ndo enzimaticos, como
acidos fendlicos, flavonoides e acido ascorbico, entre outros, segundo Chopra e
Selote (2007) e Kasote et al. (2015).

Além de causas bidticas, fatores abidticos como baixa temperatura, podem

estimular a producéo de fenois (PADDA; PICHIA, 2008) ou ainda, condi¢des de seca
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podem elevar a quantidade de EROs, promovendo notavel incremento de metabdlitos
secundéarios e capacidade antioxidante. No trabalho de Islam et al. (2020), as
atividades de defesa das enzimas antioxidantes tiveram alta relacdo com o aumento
do estresse abidtico. Sob estresse hidrico, plantas com mais atividade de enzimas
antioxidantes possuem capacidade maior para eliminagcéo de radicais livres.

O estresse oxidativo gera H202 em condi¢Bes de estresse hidrico que estimula
a alta producéo de atividade enziméatica antioxidante. As proteinas peroxidase (POX)
envolvidas na lignificacdo fazem parte dos mecanismos bioquimicos de defesa das
plantas, sendo classificadas como proteinas relacionadas a patogénese (Proteinas-
RP) pertencentes a familia PR-9 (STANGARLIN et al., 2011).

A diversidade das reacbes catalisadas pelas POXs explica a implicacdo
destas em uma gama de processos fisiolégicos como no metabolismo de auxina,
formacao de lignina, suberina, defesa contra patdgenos e no alongamento celular. A
POX catalisa a reducdo de H202 levando elétrons para varias moléculas doadoras
como fendis, precursores da lignina ou metabdlitos secundarios, também podem
oxidar auxinas e outros substratos (PASSARDI et al., 2004).

A polifenoloxidase (PPO) catalisa a oxidacdo de fendlicos em o-quinonas,
composto fungitoxico que evita que os tecidos sejam colonizados pelo patégeno
(ARAJI et al., 2014; KAKUEINEZHAD et al., 2017). A atividade de PPO pode ser
vinculada a eliminacdo de EROs ndo enziméatico, como flavonoides e substratos de
acido fendlico (BOECKX et al., 2015). El-Argawy e Adss (2016) mostraram ainda que
as atividades de POX e PPO podem ser marcadores bioquimicos para diferenciar
cultivares de batata resistentes ou suscetiveis a Ralstonia solanacearum.

Outra enzima associada aos mecanismos de defesa da planta € a fenilalanina
amonia-liase (FAL) pertencente ao metabolismo secundario. Esta enzima é chave nas
reacbes do metabolismo dos compostos fendlicos, envolvida na rota dos
fenilpropanoides. E responsavel pela desaminacdo da L-fenilalanina convertendo-a
em acido trans-cinamico e amonia. Alguns compostos fendlicos como os acidos 4-
coumarico, cafeico, ferulico e sindptico, necessarios para formacdo de ésteres,
coumarinas, flavonoides e ligninas, possuem o &cido trans-cinamico incorporado a sua
estrutura (STANGARLIN et al., 2011).

Quando se fala em metabdlitos secundarios, destacam-se 0s compostos

fendlicos, juntamente com os terpénicos, esteroides e alcaloides, moléculas que
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prolongam a probabilidade de sobrevivéncia de uma espécie pois podem atuar como
antibiéticos, antifingicos e antivirais para protecéo de plantas a patégenos, podendo
ainda apresentar atividade antigerminativa ou toxica para outras plantas (FUMAGALI
et al., 2008).

A lignina atua na fortificacdo de paredes celulares de citoplasmas em
degradacdo ou cuja célula esta sendo invadida por patdgeno, exigindo do invasor a
sintese de ligninases para conseguir dar continuidade a colonizacédo. Pode-se ainda
ocorrer a lignificacdo das estruturas do patdgeno de forma a impedi-lo de chegar ao
citoplasma, a formacéo do tubo lignifero por exemplo, dificulta o transito de agua e
nutrientes para o fungo e a passagem de toxinas e enzimas do patégeno para planta
(STANGARLIN et al., 2011).

Portanto, o aumento da atividade de POX, PPO e producdo de compostos
fendlicos se enquadram nos principais mecanismos de defesa vegetal através da
neutralizacdo das rea¢cfes oxidativas induzidas pelo patdégeno que desencadeiam
mecanismos como aumento da expressao de genes antioxidantes e atividade elevada
de enzimas antioxidantes nas plantas, garantindo resisténcia do hospedeiro ao
estresse (KAKUEINEZHAD et al., 2017). Aléem disso, também é registrada a presenca
dessas enzimas em plantas sadias, porém em baixa atividade (GHAZY; SHAHIN;
MUSTAFA, 2020).
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3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no periodo de maio de 2019 a dezembro
de 2020 com o experimento a campo na Estagdo Experimental Prof. Dr. Antonio
Carlos dos Santos Pessoa, e outro em vaso na camara de crescimento localizada
dentro do Laboratério de Nematologia. Demais atividades como cultura de leveduras
e avaliacbes bioquimicas foram realizadas no Laboratério de Fitopatologia
pertencente & Universidade Estadual do Oeste do Parana (Unioeste), Campus
Marechal Candido Rondon-PR.

3.1 AVALIACAO DOS PARAMETROS PRODUTIVOS E TEORES DE ACUCAR
EM BETERRABA TRATADA COM SILICATO DE CALCIO E LEVEDURAS

3.1.1 Areaexperimental e conduc&o do experimento

O experimento foi realizado em condi¢gdes de campo na Estacédo Experimental
Prof. Dr. Antonio Carlos dos Santos Pessoa por 150 dias, sendo a area utilizada nas
coordenadas 24°31'57.0"S 54°01'13.7"W e altitude média de 378 metros. O clima local
€ subtropical imido (Cfa) segundo a classificacdo de Képpen, é marcado por chuvas
bem distribuidas durante todo o ano com verfes quentes. A temperatura média varia
entre 22 e 23 °C e umidade relativa de 70% a 75%. A média de precipitacdo pluvial
varia entre 1600 e 1800 mm (WREGE et al., 2011).
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Figura 1. Localizacdo da area do experimento (destague em vermelho) na Estacao

Experimental Prof. Dr. Anténio Carlos dos Santos Pessoa. Marechal Candido Rondon,
20109.

Os tratamentos foram dispostos em esquema fatorial 3 X 2 com cinco
repeticdes, sendo trés tratamentos: as leveduras Cryptococcus laurentii e Pichia pini
e controle, testados na presenca e auséncia de silicato de célcio, totalizando 30
unidades experimentais. O espacamento entrelinha foi de 40 cm e entre planta de 25
cm, totalizando 60 plantas por parcela, sendo estas nas dimensodes 2,0 X 3,0 metros
contendo 5 linhas de 3 m em cada.

A fonte de silicio utilizada foi o silicato de célcio na dose de 200 kg ha,
distribuido manualmente a lanco e revolvido nos primeiros 3 a 5 cm de solo com auxilio
de uma enxada. A fonte de silicio continha 10,5% de silicio, 26% de célcio e 8% de
magneésio.

As sementes ZR (5718-0464) da empresa KWS foram semeadas em 12
bandejas de polipropileno de 200 células contendo substrato comercial (Figura 2). Foi
realizada irrigacdo das mudas diariamente, duas vezes ao dia e adubacéao foliar nas
mudas com 30 dias apos a emergéncia (DAE). Cerca de 43 DAE, as plantas foram
transplantadas para o campo. Para o estabelecimento das mudas durantes as
primeiras duas semanas apos transplante, as plantas foram irrigadas duas vezes ao
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dia por aspersao por periodo de 20 a 30 minutos. Apos 15 dias o regime de irrigacdo

passou para uma vez ao dia, sempre pela manha.

m[-\

Figura 2. Mudas com um par de folhas verdadeiras em bandeja de polipropileno de

200 células dentro da casa de vegetacdo. Marechal Candido Rondon, 2019.

A adubacéo de plantio foi realizada manualmente a lango por parcela seguindo
as recomendacdes do Manual de adubacdo e calagem para o estado do Parana
(SBCS, 2019) para beterraba de mesa (Tabela 1) de acordo com andlise de solo
realizada previamente (Tabela 2). Os fertilizantes foram incorporados ao solo com
auxilio de enxada e em seguida efetuado o transplante das mudas. A adubacéo de
cobertura com ureia na dose de 35 kg ha foi realizada com cerca de 45 dias apés o

transplante para manutencéo de nitrogénio durante a tuberizacao.

Tabela 1. Dosagem em kg ha' e em g parcela* dos fertilizantes utilizados no ensaio
em condi¢des de campo. Marechal Candido Rondon, 2019.

Dose recomendada Fertilizantes utilizados Aplicacdo por parcela do
fertilizante

160,50 (P205) Superfosfato simples 535,00

100,50 (K20) Cloreto de potassio 100,50

100,00 (N) Ureia 39,60
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Tabela 2. Analise quimica do solo da area experimental a campo nas profundidades
de 0 2 10 cm e de 10 & 20 cm e do solo autoclavado para ensaio em vaso. Marechal
Céandido Rondon, 2020.

Elementos Unidades 0-10 cm 10-20 cm Vaso
P mg dm-3 9,46 8,51 137,48
MO g dm3 44 425 25,29 10,75
pH CacCl, 0,01 mol L1 5,325 5,62 6,33
H+Al cmolc dm3 5,325 4,715 2,24
ARt 0,00 0,00 0,00
K* 0,48 0,41 0,90
Ca? 4,17 4,37 1,89
Mg? 2,345 2,425 1,47
SB 6,995 7,205 4,26
CTC 12,32 11,92 6,50
V % 56,73 61,19 65,50
Al 0,00 0,00 0,00

Para controle de pragas, apos o transplante foram colocadas iscas para
controle de formigas cortadeiras. Ao longo do experimento também foram colocadas
armadilhas coloridas com cola entomoldgica artesanal (Oleo de Neem e Breu) para
atracdo de insetos praga e possiveis vetores de doencas (Figura 3). A eliminacdo de
plantas voluntarias foi efetuada conforme a necessidade, por meio de capina ou
manualmente em razdo do fechamento da parcela, que ocorreu por volta dos 90 dias

apos semeadura.

Figura 3. Armadilhas coloridas com cola entomologica para atracdo de insetos praga.
Marechal Candido Rondon, 2019.
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3.1.2 Coleta de dados ambientais

De acordo com os dados levantados pelo INMET (2019), o volume de chuvas
total durante o periodo que a cultura esteve a campo, ou seja, do dia 23 de agosto a
06 de dezembro, foi de 289,6 mm. A média de temperatura do ar horaria através do
bulbo seco ao longo dos dias que a cultura esteve a campo foi de 24,68 °C e 59,29%
de umidade relativa horaria. A estacdo meteoroldgica, cujas coordenadas sé&o
24°31'48.0"S 54°01'12.0"W e altitude de 392,07 m, se encontra a 281 m da area do

experimento.

3.1.3 Obtencéo, cultivo e preparo de inéculo de leveduras

As leveduras Cryptococcus laurentii AH (02-1) e Pichia pini (AH 15-3), foram
obtidas da colecédo de leveduras (SISGEN- A6E1DFA) do Laboratério de Fitopatologia
da Unioeste, Campus de Marechal Candido Rondon. O cultivo foi realizado em placa
de Petri contendo meio agar-YEPG, onde as leveduras foram mantidas a 25 °C com
12 horas de fotoperiodo em BOD. Apds o crescimento, foram preparadas as
suspensodes, ajustadas a concentracéo de 1 x 108 células mL com auxilio de camara
de Neubauer e pulverizadas com auxilio de borrifador manual planta a planta ao final

da tarde, sendo o horario mais fresco do dia, aos 20 dias ap0s transplantio.

3.1.4 Severidade da cercosporiose em beterraba tratada com silicato de calcio
e leveduras.

A partir do primeiro sintoma de cercosporiose adquirida naturalmente a
campo, cinco plantas por parcela Gtil previamente demarcadas com fita crepe (Figura
4) foram avaliadas semanalmente. Para facilitar a disseminacdo dos esporos pelo
vento, foi realizado o transplante de mudas do cultivar de mesa Chata do Egito com
cercosporiose ao redor de todo experimento. As mudas da beterraba de mesa foram
produzidas em trés bandejas de 200 células de polipropileno e quando estavam com

cerca de 26 DAE foram transplantadas juntamente com a beterraba agucareira.
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Figura 4. Manchas foliares por cercosporiose representadas por lesbes brancas
circulares a esquerda e planta previamente demarcada para avaliagcbes semanais a
direita. Marechal Candido Rondon, 2019.

Quatro avaliacdes foram realizadas com auxilio de escala diagraméatica
desenvolvida por May de Mio et al. (2008) para construcao da curva de progresso da
doenca, apos isso foi calculada a area abaixo da curva de progresso da doenca
(AACPD) de acordo com a equacgéo adaptada de Shaner e Finney (1977).

Equacéo:

n

Yoo + Y
AACPD = Z = [(%) X (Xiy1 — X1)
i=1

Sendo Yi = severidade de Cercospora (por unidade) em cada observacéo, Xi

= tempo (dias) na observacao e n = niumero total de observacdes.

3.1.5 Colheita e avaliagdes

Quando as plantas atingiram maturidade fisiol6gica, o experimento foi colhido
manualmente tendo-se o cuidado para separar as trés linhas centrais das bordaduras.
Com auxilio de sacos e caixas plasticas agricolas (hortifruti), as plantas foram
encaminhadas para o laboratério de Nematologia onde as plantas centrais foram
avaliadas quanto a numero de folhas, area foliar através do programa QUANT (VALE
et al., 2003), massa seca de folhas, massa fresca e seca (g) das raizes (Figura 5-B) e
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sélidos soluveis-Brix (%) com auxilio de refratbmetro digital. A massa fresca de raiz
total da parcela foi utilizada para estimativa da produtividade em t ha*.

Para as avaliacbes das plantas centrais, a parte aérea e raizes foram
separadas com auxilio de uma faca. Na parte aérea, foi quantificado o numero de
folhas, estas foram dispostas sobre a bancada proximo a uma régua graduada para
calibracdo do programa QUANT para calculo de area foliar (Figura 5-A). Apds, as
folhas foram colocadas dentro de sacos de papel identificados com o respectivo
tratamento e encaminhadas para estufa de circulacao forcada de ar a 65 °C por cerca

de 48 horas para obtencdo da massa seca de folhas.

Figura 5. Disposicéo das folhas para captura de imagem e determinagéo da area foliar

(A) e determinacdo da massa fresca de raiz (B). Marechal Candido Rondon, 2019.

As raizes foram pesadas para obter massa fresca, apos foram cortadas,
colocadas dentro de sacos de papel e encaminhadas para estufa de circulacdo
forcada de ar a 65 °C por cerca de 72 a 96 horas, para completa secagem e obtencao
de massa seca de raiz. Antes de encaminha-las para estufa, foi extraido um fragmento
de aproximadamente 0,5 gramas pesado em balanca de preciséo, o qual foi triturado
juntamente com 1 mL de agua destilada com auxilio de almofariz e pistilo para
determinacao dos graus Brix no refratbmetro digital.

A partir dos soélidos solaveis, foi calculado a quantia de acgucar fermentavel
(s6lidos solaveis multiplicado pelo rendimento de raiz dividido por 100) emt hat e o
rendimento de alcool (L ha?t) caracterizado por 50% do acucar fermentavel (SANTOS;
LHAMBY, 1986).
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3.2 AVALIACAO DOS MECANISMOS BIOQUIMICOS RELACIONADOS A
RESISTENCIA EM BETERRABA TRATADA COM SILICATO DE CALCIO E
LEVEDURAS

3.2.1 Conducéo das plantas, obtencdo e armazenamento de tecido foliar

3.2.1.1 Delineamento experimental e conducéo.

O experimento foi conduzido em camara de crescimento (Figura 6) no periodo
de agosto a outubro e as andlises realizadas em novembro e dezembro de 2020. O
delineamento experimental foi de blocos ao acaso (DBC), sendo quatro tratamentos,
seis repeticdes em trés tempos distintos, totalizando 24 unidades experimentais com
trés plantas em cada. Amostras para analises bioquimicas foram coletadas em trés
tempos distintos, sendo: tempo zero, antes do tratamento com levedura, trés dias apos
o tratamento e seis dias apds o tratamento. O sexto dia apds o tratamento também

constitui o terceiro dia pos inoculagédo do patégeno.

Figura 6. Camara de crescimento localizada no interior no Laboratério de Nematologia

da Universidade Estadual do Oeste do Parana. Marechal Candido Rondon, 2020.

Utilizou-se também as sementes da empresa KWS semeadas em bandejas
de polipropileno de 200 células contendo substrato comercial. Ao completar 40 dias,
as mudas foram transplantadas para vasos de polietileno de 3 L preenchidos com
mistura homogénea de solo LATOSSOLO VERMELHO Eutroférrico, areia e matéria

organica na proporcao de 1:1:1 autoclavados a 121 °C e 1 atm por 2 horas. Os vasos
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foram adubados de acordo com a necessidade observada em analise de solo (Tabela
2) com dosagem expressa na tabela 3 por ocasiao do transplante.

Tabela 3. Dosagem em kg ha! e em mg parcela™! dos fertilizantes utilizados no ensaio
em camara de crescimento. Marechal Candido Rondon, 2020.

Dose recomendada Fertilizantes utilizados Aplicagdo por vaso do
fertilizante

160,50 (P20s) Superfosfato simples 1004,00

100,50 (K20) Cloreto de potassio 151,50

100,00 (N) Ureia 99,00

3.2.1.2 Tratamentos

Os tratamentos utilizados foram silicio, controle (agua) e as leveduras P. pini
AH (02-1) e C. laurentii AH (02-1) (SISGEN- AGE1DFA). Estas foram cultivadas em
meio agar-YEPG por um periodo de 7 dias, quando atingiram o0 maximo crescimento
dentro da placa de Petri. As placas foram raspadas com auxilio de uma alca de
Drigalski para retirar o maximo de células de levedura.

Os tratamentos foram aplicados aos 20 dias ap0s transplantio, com auxilio de
um borrifador manual, aplicando-se em toda parte aérea da planta até o total
molhamento foliar, tendo-se cautela para ndo haver o coalescimento de gotas e

subsequente escorrimento.

3.2.1.3 Inoculacao

A inoculacdo das plantas com C. beticola foi efetuada trés dias apds o
tratamento. O cultivo do micélio do patdégeno foi efetuado em placas de Petri contendo
meio BDA mantidos em BOD a 25 °C por 15 dias. Por ndo ocorrer esporulacao do
fungo na placa de Petri, foi mantido in6culo em plantas conduzidas em vasos para
compor a suspensao inoculada nas plantas.

A suspensdo com micélio e esporos na concentragdo de 10% esporos mL™ de
agua destilada foi borrifada nas faces adaxial e abaxial das folhas com auxilio de um
borrifador manual, até o ponto de molhamento total da folha sem que houvesse
escorrimento, apoés, as plantas foram acondicionadas em camara umida por periodo
de 46 horas (Figura 7).
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Figura 7. Camara umida em plantas de beterraba acucareira cv. ZR (5718-0464),
tratadas com Pichia pini AH (02-1) e Criptococcus laurentii AH (02-1) e tratadas com
silicato de célcio (dose 200 kg ha?) e desafiadas com Cercospora beticola. Marechal
Céandido Rondon, 2020.

3.2.1.4 Coleta de tecido foliar

A coleta do tecido foliar foi realizada no dia do tratamento, trés e seis dias
apos o tratamento. Consistiu em arranquio da planta inteira e a partir desta, retirado
trés porgdes de aproximadamente 0,3 g do limbo foliar, excluindo-se a nervura central,
pesadas em balanca de precisdo, embaladas em papel aluminio, identificadas e
armazenadas a temperatura de -20 °C no Laboratorio de Fitopatologia. A partir dessas
amostras foram obtidos o extrato proteico e metandlico para determinacdo de
proteinas solUveis totais, atividade de peroxidase, polifenoloxidase e fenilalanina

amonia-liase, bem como, para o teor de fendis totais e lignina.

3.2.2 Obtencéo dos extratos e analises enzimaticas

3.2.2.1 Obtencao do extrato metandlico

Para determinacdo de fendis totais e lignina foi obtido o extrato metandlico,
para o qual amostras de aproximadamente 0,2 g de tecido foliar previamente
congelado foi homogeneizado em 1 mL de metanol 80% com auxilio de
homogeneizador de amostras (modelo FastPrep-24) por 40 s a velocidade de 7 m s,
O tubo préprio do aparelho ap6s homogeneizacéo foi encaminhado para centrifuga a
12.000g por 5 minutos, 950 uL do sobrenadante foi transferido para novo microtubo
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de 1,5 mL e acondicionado em congelador a -20 °C para determinacao de fendis totais,
e o pelete residual foi armazenado para determinacédo do teor de lignina.

3.2.2.2 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos totais foram determinados através da mistura de 150
uL do extrato metandlico e 150 uL do reagente Folin-Ciocalteau 0,25 N mantidos por
5 minutos a 25 °C, apos foi adicionado 150 uL de carbonato de sodio a 1M (Na2CaOs),
homogeneizado e deixado em repouso por 10 minutos a temperatura ambiente.

A essa mistura foi adicionado 1 mL de agua destilada deionizada e mantida
em repouso com uma hora a temperatura ambiente. Apés, foi realizado leitura em
espectrofotometro a 725 nm com cubeta de vidro com passo 6tico de 10 mm. A
absorbéancia foi calculada com base na curva de catecol (y=0,0167x + 0,0369, onde
“‘y” & a absorbancia a 725 nm e “x” a concentragao de fenadis). Os resultados foram
expressos em equivalente mg de catecol grama* de tecido fresco (RODRIGUES et

al., 2005).

3.2.2.3 Lignina

Ao residuo resultante da extracdo metandlica sedimentado ao fundo do tubo
de centrifugacéo foi adicionado 1 mL de agua destilada, agitado e transferido para
microtubo. Em seguida, foram centrifugados a 12.000g por 5 minutos, desprezando-
se o0 sobrenadante. O microtubo com residuo vegetal foi colocado em estufa de
circulacao forcada de ar a 65 °C por 24 horas.

No residuo seco insoluvel em alcool contendo lignina e acidos fendlicos
esterificados da parede celular, foi adicionado 1,5 mL de solugdo contendo acido
tioglicélico e acido cloridrico 2 M, na propor¢ao de 1:10 para determinacao de lignina
conforme metodologia de Barber e Ride (1988). Os microtubos foram levemente
agitados para hidratacdo do residuo e levados para banho-maria a 100 °C por 4 horas
(Figura 8). Posteriormente, foram colocados no gelo por 10 min, encaminhados a
centrifuga a 12.000g por 10 min, descartando-se o0 sobrenadante. Ao residuo foi
acrescentado 1,5 mL de agua destilada deionizada e novamente colocado na
centrifuga com 10.000g por 10 min.
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Figura 8. Microtubos com as amostras sendo levados para banho-maria a 100 °C,

protegidos com papel aluminio para evitar a abertura das tampas.

Descartado o sobrenadante, o precipitado foi ressuspenso em 1,5 mL de
NaOH 0,5 M e permaneceu em agitacao por 18 horas (Figura 9-B), apos colocado em
centrifuga a 10.000g por 10 min. O sobrenadante foi transferido para um novo
microtubo, os quais foram levadas para capela e adicionado 200 pL de HCI
concentrado em cada. A seguir, permaneceram em caixa térmica por 4 horas,
encaminhadas a centrifuga a 10.000g por 10 min, descartando o sobrenadante. O
precipitado foi ressuspenso em 2 mL de NaOH 0,5 M para realizacdo da leitura
utilizando cubeta de quartzo.
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Figura 9. Microtubos acondicionados dentro de um tubo Falcon com capacidade de
50 mL (A). Tubos tipo Falcon foram colocados deitados sob agitagéo (B).

A absorbancia foi determinada a 280 nm e os valores calculados com base na

curva padréo de lignina (y=0,0112x + 0,0135, onde “y” € a absorbancia a 280 nm e

x” a concentragéo de lignina) expressos em miligrama de lignina por grama de tecido

fresco.

3.2.2.4 Obtencéo do extrato proteico

Para obtencao dos extratos proteicos para as demais avaliagdes, as amostras
de 0,3 g congeladas do tecido foliar foram homogeneizadas em 1,0 mL de solucéo
contendo tampao fostato de sédio 0,01 M (pH 6,0) e polivinilpirrolidona k-30 (PVP) em
homogeneizador modelo FastPrep-24™ 56 agitado na velocidade de 7,0 m s por 40
segundos duas vezes seguidas. O homogenato foi centrifugado a 20.000g por 25 min
a 4 °C, sendo 450 puL do sobrenadante colocado em novo microtubo com mais 1 mL
de solucado tampéo fosfato de sodio. Foram preparados dois microtubos por amostra
com esta proporcdo, armazenados a -20 °C e posteriormente utilizados para
determinacdo de proteinas totais, atividade de peroxidases, polifenoloxidase e

atividade de fenilalanina amonia-liase.

3.2.2.5 Proteinas totais

O teor de proteinas totais foi determinado pelo método de Bradford (1976) em
triplicata, sendo que para cada amostra utilizou-se 750 pyL de tampéao fosfato 0,01M
(pH 6,0), 50 uL de extrato proteico e por ultimo 200 pL de reagente Bradford (composto
por 250 mL de acido fosforico-Orto 85%, 125 mL de etanol 95%, 250 mg de corante
azul de Comassie brilhante G-250 e aproximadamente 125 mL de agua destilada, de
forma a completar 500 mL de solugcé&o) em tubo de ensaio de 5 mL.

O reagente Bradford foi adicionado sob agitacdo com auxilio de vortex,
posteriormente as amostras foram incubadas por 5 minutos (a leitura deve ser
realizada com minimo de 5 e maximo de 20 min apos colocar o Bradford) e lidas em
espectrofotometro a 595 nm em cubeta de vidro.

Na prova em branco para calibracdo do espectrofotdmetro foi utilizado 800 uL
de tampao fosfato 0,01 M (pH 6,0) e 200 uL de Bradford. A absorbancia foi plotada

e 9

em curva padrao para proteinas (y=0,0279x + 0,0101, onde “y” é a absorbancia a 595
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nm e “x” a concentragédo de proteinas em pg). Os resultados foram expressos em mg

de proteina por mL.

3.2.2.6 Atividade de peroxidase

A determinacgdo da atividade de peroxidase foi realizada através do método
espectrofotometro direto conforme Lusso e Pascholati (1999) em duplicata, para isso
foi preparado uma solucéo contendo 87,5 mL de tampé&o fosfato 0,01 M (pH 6,0), 12,5
mL de guaiacol 2% e 310 pL peroxido de hidrogénio mantidos em banho-maria a 30
°C.

A leitura de 900 pL da mistura detalhada a cima somado a 100 pL do extrato
proteico foi realizada a cada 15 segundos durante 2 min no espectrofotometro a 470
nm em cubeta de vidro, sendo a atividade expressa como atividade especifica

(unidades de absorbancia mint mg* proteina).

3.2.2.7 Atividade de fenilalanina amoénia-liase

A atividade de fenilalanina amoénia-liase foi avaliada pela quantificacdo
colorimétrica do acido trans-cinamico liberado pelo substrato fenilalanina (UMESHA,
2006). A mistura da reacgéo, incubada a 40 °C por duas horas continha 50 pL de extrato
proteico, 450 pL de tampéo Tris-HCI 0,025 M (pH 8,8) e 500 pL de fenilalanina (0,8255
g de L-fenilalanina para 100 mL de tampéao Tris-HCI 0,025 M (pH 8,8)).

O controle para cada amostra foi composto de mistura de 50 pL de extrato
proteico e 950 uL de Tris-HCI 0,025 M (pH 8,8), ja a prova em branco utilizada para
calibrar o espectrofotdmetro antes de iniciar as leituras, continha 500 pL de
fenilalanina e 500 pL de Tris-HCI 0,025 M (pH 8,8).

ApoOs retirar os tubos de ensaio contendo a mistura de reacdo do banho-maria
por 2 horas, foi adicionado 60 pL de HCI 5M para cessar a reacgéo e realizar a leitura
em cubeta de quartzo a 290 nm, sendo subtraido de cada amostra o valor do controle.
A absorbancia foi plotada em curva padréo para o acido trans-cinamico (y=0,0279x +
0,0101, onde “y” é a absorbancia a 290 nm e “x” a concentragado de acido trans-
cinamico) e a atividade enzimatica expressa em pg de acido trans-cinamico min*t mg-

! de proteina.
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3.2.2.8 Polifenoloxidase

A atividade de polifenoloxidase foi determinada conforme Duangmal e
Apenten (1999) em duplicata, para isso foi preparada solucdo composta por 50 mL de
tampéao fosfato de sédio 0,01 M (pH 6,0) e 0,110 g de catecol (pirocatequina) e mantida
por 30 minutos a 30 °C em banho-maria antes de iniciar as leituras. A mistura lida em
espectrofotometro a 420 nm a cada 15 segundos durante um minuto continha 100 pL

do extrato proteico e 900 pL da solucéo de catecol.

4 ANALISES ESTATISTICAS

A andlise estatistica foi realizada para o experimento a campo, onde os dados
foram submetidos a teste de normalidade (Shapiro-Wilk), andlise de variancia e as
médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Nas avaliacbes bioquimicas, os dados foram plotados de acordo com as
curvas padrdes, tabulados, submetidos a teste de normalidade (Shapiro-Wilk), analise
de variancia e as médias comparada pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade. Para as variaveis que obtiveram diferenca significativa entre os tempos,
foi realizado regressédo linear e os dados dispostos em grafico juntamente com a
equacdo linear e o coeficiente de determinacéo (R?).

As andlises estatisticas foram realizadas através do uso do programa
estatistico SISVAR 5.3 (FERREIRA, 2011).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados do experimento de campo ndo evidenciaram diferenca
significativa entre os tratamentos (leveduras e controle) e as condicdes (com e sem
silicio), assim como ndo houve interacdo entre os dois para as variaveis estudadas
(Tabela 4). Diante disso, o tratamento com leveduras ou a adubac¢&o com silicio ndo
influenciaram o numero de folhas, massa fresca de raiz, a area foliar, produtividade
ou a area abaixo da curva de progresso da doenca, entretanto as meédias sao

mostradas abaixo.

Tabela 4. Numero de folhas - NF, massa fresca de raiz — MFR (g), area foliar - AF
(cm?), produtividade - PROD (t ha') e area abaixo da curva de progresso da doenca
(AACPD) em plantas de beterraba acucareira tratadas com Pichia pini AH (02-1) e
Criptococcus laurentii AH (02-1), na presenca ou auséncia de silicio. Marechal
Céandido Rondon, 2019.

Tratamentos  NFNS AFNS MFRNS AACPDNS  PRODNS
C. laurentii 20,48 1418,79 1008,3 14,41 24,41
P. pini 21,18 1324,82 949,00 12,90 24,00
Controle 21,30 1429,90 999,80 13,04 26,18
Sem silicio 20,85 1315,69 983,00 14,12 25,00
Com silicio 21,12 1466,65 988,40 12,78 24,73
Média geral 20,99 1391,17  985,7 13,45 24,87
CV (%) 7,00 17,63 10,52 14, 54 11,38

Médias na coluna nédo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. NS- nao significativo.
Os dados foram transformados a \(x+0,5).

O numero de folhas médio obtido foi de 20 folhas por planta quantificadas ao
final do experimento com 1391,17 cm? para média geral de area foliar. No trabalho de
Shevchuk et al. (2019) foi avaliado a cada 10 dias o numero de folhas formadas
durante a vegetacao, o tratamento controle obteve a média de 48,1 folhas formadas e
cerca de 12 folhas mortas durante o experimento, ou seja, uma média de 36 folhas
vivas e 1751 cm? de area foliar no final da vegetacdo. Portanto, o nimero de folhas
encontra-se como o esperado para uma regido nao produtora e em conformidade com
outros trabalhos.

A média geral para massa fresca de raizes foi 985,7 g semelhante aos valores
encontrados no trabalho de Makhlouf et al. (2020) que testou os efeitos da fertilizacéo
de fosforo, boro e magnésio na producao e qualidade da beterraba agucareira onde
obtiveram 993 g e 919 g no primeiro (2017/2018) e segundo ano (2018/2019) de

experimento no tratamento sem boro, bem como 1037 g e 950 g no tratamento zero
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para sulfato de magnésio no primeiro e segundo ano de experimento,
respectivamente.

O maior valor obtido para produtividade é encontrado no tratamento controle
com 26,18 t hal, entretanto ndo se diferencia estatisticamente dos tratamentos com
silicio e com as leveduras. Em um trabalho realizado recentemente no Egito por
Thalooth et al. (2019), o tratamento com levedura obteve aproximadamente 43,9 t ha
L. Esse valor foi superior ao tratamento com acido himico e inferior a combinacéo da
levedura com acido humico.

Ha relatos que a presenca das leveduras permite que macro e micronutrientes,
reguladores de crescimento e vitaminas estimulem o acumulo de matéria seca
(HESHAM; MOHAMED, 2011). Entretanto, as leveduras utilizadas neste trabalho ndo
demonstraram acao significativa em nenhuma variavel analisada.

No ensaio realizado por Carvalho (2017), as leveduras Rhodorula glutinis e
Sporidiobolus johnsonii reduziram a severidade de crestamento bacteriano em
feijoeiro e podem atuar como indutores de crescimento de plantas. Para testar o efeito
do nimero de aplicacBes, R glutinis diminuiu a AACPD em 62,73% quando aplicada
duas vezes em casa de vegetacdo. Dessa forma, uma Unica aplicacdo a campo pode
ser uma hipé6tese para a nao significancia dos tratamentos com leveduras

O rendimento médio de raiz obtidos em teste de competicdo de cultivares de
beterraba acgucareira e forrageira realizados em Passo Fundo foi 25,3 t ha't, (SANTOS
et al., 1983) e em outro teste na regido sudeste do RS foi de 18,9 a 38,1 t ha! em
Pelotas e Piratini (PORTO et al., 1981). Portanto, o presente estudo mostra-se em
conformidade com resultados anteriores obtidos no pais.

Quando se compara com 0s testes atuais de outros paises, pode-se dizer que
a principal hipétese para a baixa produtividade obtida é a alta proliferacdo de doencas
a campo, como a presenca de Sclerotium rolfsii no solo que causou a podridao de
raizes e morte de diversas plantas. A doenca ocorreu em reboleira e diminuiu
consideravelmente o rendimento de raizes das parcelas.

A média geral para area abaixo da curva de progresso da doenca obtida foi
13,45, equivalente a média da ultima avaliagcdo da severidade com 1,3% da area foliar
lesionada. Esse valor de 13,45 encontra-se inferior a média geral do ensaio de Heling,
(2019) que obteve 21,29 em beterrabas de mesa tratadas com isolados de levedura.

Ainda no trabalho de Heling (2019), a menor AACPD encontrada foi para levedura C.



31

laurentii, com 7,54 e a testemunha apresentou 43,11, ou seja, C. laurentii reduziu a
AACPD em 82,5%, sendo portanto, um promissor agente de controle.

Entretanto, no ensaio em que Da Silva et al., (2020) testou a severidade de
mancha amarela no trigo, as plantas tratadas com C. laurentii ndo se diferenciaram
do controle com agua destilada e com o fungicida, somente as plantas tratadas com
Candida albicans que diferenciaram das demais, entretanto favoreceram o aumento
da severidade, elevando de 0,5% (testemunha) para 2,68% a ocorréncia de doenca.

No presente trabalho também n&o houve diferenca significativa entre os
tratamentos, C. laurentii obteve 14,41 e o controle, 13,04 de AACPD. Essa néo
significancia se deve ao fato de que ndo houve expressiva ocorréncia de
cercosporiose a campo, cujos valores permanecem abaixo de 5,21% de area
lesionada da folha. Ha a hipotese que a inoculacdo de forma natural ndo tenha
proporcionado o avanco esperado da doenca cuja reducdo da severidade com o
tratamento das leveduras pudesse ser observado. Dessa forma, € necessario que seja
realizado inoculac&o do patdgeno planta a planta para uma infeccéo eficaz, bem como
expressiva diferenca significativa quando aplicado os tratamentos.

Quando se comparam as condi¢des isoladas, as parcelas tratadas sem silicio
apresentam valor numérico maior que as parcelas com silicio, entretanto nao se pode
dizer que a auséncia do silicio favoreceu o rendimento de raiz.

Foi realizado fertilizacédo foliar com a fonte de silicio Herbagreen Basic (Ca +
Si) e Optysil (Si) em beterraba acucareira variedade Danuska KWS em dois anos
consecutivos de experimento na Polonia (ARTYSZAK; GOZDOWSKI; KUCINSKA,
2015). Quando se aplicou Si + Ca houve aumento de rendimento de 12,6% em relacao
a testemunha e variou de 10,4% a 16,2% dependendo da dose. Os rendimentos
maximos de raiz foram alcancados com uma aplicacdo de Herbagreen Basic (393 g
ha' de Ca e 120 g ha de Si) que obteve 151,9 t ha! de raiz em comparacdo com a
testemunha que obteve 108,6 t ha. Entretanto, a média dos dois experimentos para
essa dose foi de 105,3 t ha! e para testemunha de 90,6 t hal.

No trabalho de Prentice (2017) o rendimento de raiz aumentou até 40% com a
adubacéo no solo acrescida de 250 kg ha* de Agrisilica na semeadura (26% de silicio)
no Marrocos. As demais doses testadas foram 150, 200 e 300 kg ha? e o tratamento
controle era apenas a adubacdo padrdo com nitrogénio e fosforo. Entretanto esse

acréscimo néao foi observado no presente trabalho provavelmente pelo fato de ser
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utilizado dose menor (200 kg ha™) e silicato de célcio (10,5% de Si) que apresenta
menor porcentagem de silicio que Agrisilica.

Relatos anteriores mostram que a combinacédo de leveduras com compostos
exdgenos como calcio (TIAN et al.,, 2002), acido salicilico (QIN et al., 2003),
bicarbonato de sodio (YAO; TIAN; WANG, 2004), e trealose (LI; TIAN, 2006) auxiliam
no desempenho do controle bioldgico, entretanto, os tratamentos contendo silicato de
calcio (26% de calcio) e levedura ndo se diferenciaram dos demais.

Portanto, doses mais altas com maiores porcentagens de silicio, bem como a
adicéo de outros compostos devem ser estudadas a fim de obter diferenga significativa
entre os tratamentos. Assim como aplicacfes foliares de leveduras também podem
ser testadas para aumentos de rendimento de folhas e raizes e diminuicdo da doenca.

A média geral obtida para sdlidos soltveis (Tabela 5) foi 11% e ndo apresentou
diferencga estatistica entre os tratamentos assim como no trabalho de Santos et al.
(1983), entretanto o valor apresenta-se inferior ao que os autores obtiveram (17,7%).
Sendo assim, a presenca de silicio e o tratamento com as leveduras nao influenciaram
no teor de acucar das beterrabas. Asadi (2007) afirma que a porcentagem de sacarose
em plantas maduras é 17%, mas esse valor é dependente da variedade, das variacdes

de um ano para o outro e das condigcdes em que a planta cresceu.

Tabela 5. Sélidos sollveis — BRIX (%), aclUcar fermentavel — FERM (t ha') e produgéo
de alcool — PA (I ha') de plantas de beterraba acucareira tratadas com Pichia pini AH
(02-1) e Criptococcus laurentii AH (02-1) na presenca ou auséncia de silicio. Marechal
Céandido Rondon, 2019.

Tratamentos BRIXNS FERMNS PANS

C. laurentii 11,24 2,76 1380,67
P. pini 11,14 2,63 1314,20
Controle 10,63 2,73 1366,22
Sem silicio 11,58 2,88 1438,32
Com silicio 10,41 2,54 1269,06
Média geral 11,00 2,71 1353,69
CV (%) 12,79 12,79 10,89

Médias na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. NS- nao significativo.
Os dados foram transformados a V(x+0,5).

Quanto ao acucar fermentavel e producéo de alcool, as médias de 2,71 tha'e
1353,69 L hal encontram-se inferiores ao trabalho realizado por Santos e Lhamby,
(1986) que obtiveram 6,58 t ha! e 3288 L ha! no estado do Rio Grande do Sul com
170 a 180 dias de conducéo, respectivamente. Varga et al. (2020) considera que 150
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a 200 dias de conducado € tempo necessario para producdo de agucar, todavia, no
presente estudo a colheita foi realizada aos 150 dias ap0s emergir.

No estudo de Ghazy, Shahin e Mustafa (2020) foi testada a ac&do do controle
de seis elementos minerais e fungicida no controle de C. beticola em beterraba
acucareira. Todos os tratamentos obtiveram reducdo da severidade da doenca,
aumento da atividade das enzimas catalase, peroxidase e polifenoloxidase, aumento
da porcentagem de massa seca de folhas e da massa fresca de raiz quando se
compara com o controle nos dois anos testados.

Para as analises bioquimicas, ndo houve diferenca significativa entre os
tratamentos (Tabela 6) e na interacdo dos tratamentos com os tempos determinados
de nenhuma das variaveis analisadas. Proteinas, peroxidase, polifenoloxidase e
fenilalanina amoénia-liase mostraram diferenca significativa entre os dias das
avaliagBes por meio de regresséo e os dados foram expressos em gréfico (Figura 10).
Fenois e lignina ndo mostraram diferenca significativa entre os dias, portanto os

gréaficos foram ocultados.

Tabela 6. Proteina - PROT (mg mL), peroxidase - POX e polifenoloxidase - PPO
(absorbancia min't mg* de peso fresco), fenilalanina amonia-liase - FAL (ug &ac. trans-
cinamico h** mg?* de proteina), fendis totais (mg g* de tecido fresco) e lignina (mg g
1) de plantas de beterraba acucareira tratadas com Pichia pini AH (02-1), Criptococcus
laurentii AH (02-1) ou silicio. Marechal Candido Rondon, 2020.

Tratamentos PROTNS POXNS  PPONS  FALNS FenoisNS LigninaNs

C. laurentii 0,735 1,003 0,964 8,922 0,074 0,900
P. pini 0,739 1,633 1,590 8,659 0,071 0,913
Silicio 0,668 1,145 1,444 7,586 0,081 1,059
Testemunha 0,725 1,599 1,391 9,102 0,079 1,054
Média geral 0,716 1,334 1,345 8,544 0,076 0,978
CV (%) 32,36 27,91 32,34 36,40 28,67 36,24

Médias na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Os dados foram
transformados a V(x+0,5), exceto PROT e FENOIS que s&o dados normais. NS- néo significativo; DAT-
dias apés tratamento.

No trabalho de Zhang et al. (2017) o estresse oxidativo induzido pela exposi¢ao
a 300 mM de H20:2 gera o acumulo intracelular de EROs em C. laurentii, que pode
ocorrer com a presenga do patdogeno no hospedeiro, ocasionou a apoptose das
células da levedura, reduzindo a viabilidade do controle biolégico a Penicillium
expansum em péssegos. Pode-se dizer que houve estresse oxidativo no presente
trabalho quando se considera o aumento da maioria das enzimas observadas aos 6

dias apds tratamento (Figura 10), entretanto, ndo é possivel observar os possiveis
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danos causados as células de C. laurentii como no artigo mencionado devido a nao
significancia entre os tratamentos (Tabela 6), sendo C. laurentii semelhante aos
demais.

Se por um lado o estresse oxidativo pode interferir na eficiéncia do agente de
controle biolégico, por outro lado a produgédo enddgena ou aplicacdo exdgena podem
reduzir de forma rapida os efeitos de EROs sobre os agentes de biocontrole. A
glutationa reduzida, € uma molécula antioxidante presente em plantas e animais
participante da manutencéo do estado antioxidante dos organismos (CNUBBEN et al.,
2001; HEROUART et al., 2002), é considerada como a principal forma de anular EROs
intracelular (SCHAFER; BUETTNER, 2001). Ainda no trabalho de Zhang et al. (2017),
foi avaliado os efeitos desta na viabilidade celular e desempenho de biocontrole de C.
laurentii sob estresse oxidativo exdgeno. Para isso, foi adicionado glutationa reduzida
ao meio de cultura para anular o acimulo de EROs intracelular e aumentar a tolerancia
da levedura ao estresse por H202, sendo possivel obervar melhora na eficacia do
biocontrole C. Laurentii contra mofo azul em péssego.

A reducao do excesso de EROs, acumulo de diferentes tipos de oxigénio nas
células resultante da interacdo patdgeno-hospedeiro, é importante para evitar a
oxidacao com danos graves a planta e ao patogéno (SAMSATLY; COPLEY; JABAJI,
2018). Por isso os sistemas antioxidantes tem um papel vital na protecéo contra o
estresse oxidativo.

Participante do metabolismo primério do tecido foliar, as proteinas tiveram seu
teor reduzido nas folhas no trabalho de Kuhn (2007) apos tratamento com Bacillus
cereus, entretanto ndo houve interferéncia no crescimento ou produtividade do
feijoeiro. Neste experimento, é observada expressiva redu¢céo apos a inoculacdo com

0 patégeno, aos 6 DAT, como pode ser observado no grafico da Figura 10.A.
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Figura 10. Proteinas totais (A) e atividades de peroxidase (B), polifenoloxidase (C),
fenilalanina amonia-liase (D) em folhas de beterraba agucareira tratadas com Pichia
pini AH (02-1), Criptococcus laurentii AH (02-1) ou silicio, antes do tratamento (0 DAT),
antes da inoculacdo (3 DAT) e apods inoculagcdo com patogeno (6 DAT). Marechal
Céandido Rondon, 2020.

A diminuicao do teor de proteinas pode ser explicada pelos diferentes tipos de
proteinas sintetizadas a partir da inducdo bidtica e para isso sdo necessarios
substratos que podem ser representados pelas proteinas do protoplasma que podem
gerar proteinas de membrana, integrais ou intrinsecas que se ligam as membranas
por interacdes hidrofébicas que nao sao soluveis em tampdes aquosos (KUHN, 2007).

A peroxidase, enzima relacionada a inducéo de resisténcia, obteve média geral
1,334 (Tabela 6), sendo semelhante a alguns resultados obtidos por Kakueinezhad et
al. (2017), como nas plantas resistentes com 6 semanas, inoculadas apos 24 horas,
que obtiveram 1,38 de absorbancia ou nas plantas susceptiveis, ndo inoculadas, com
12 semanas que obtiveram 1,32 apds 96 horas aos tratamentos. No presente estudo,
obteve-se 2,29 para peroxidase aos 6 DAT, sendo mais notdrio o incremento a curva
entre os 3 e 6 DAT (Figura 10.B). Os valores encontrados mostram-se superiores aos
de Heling (2019) que néo observou diferenca significativa entre os tratamentos aos 6
dias apos tratamento com meédia geral 0,275.

No trabalho de Kuhn (2007) a atividade de peroxidase também aumentou, tanto

com indutor bidtico (B. cereus), quanto abidtico (ASM), entretanto o aumento
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observado com o B. cereus foi menor do que com ASM. De uma forma geral,
pesquisadores afirmam que o aumento de atividades como essa expressam
resisténcia induzida nas plantas. Maior expressao pode ocorrer ainda apos desafio de
um agressor, mostrando que a planta pode estar pré-condicionada.

A resisténcia induzida € a ativacdo de mecanismos de defesa a partir de um
agente indutor bidtico ou abidtico, também chamados eliciadores. E o pré-
condicionamento ou priming, citado anteriormente, trata-se de um componente da
resisténcia induzida que tem relacdo com a ativacéo das respostas de defesa celular
de forma rapida e eficaz apdés o contato com o desafiante. Dessa maneira as
alteracdes no metabolismo da planta sdo mais intensas (ou seja, mais capacitada para
responder a presenca do patdégeno) quando a mesma € induzida com eliciador e apés
desafiada com um patégeno do que se fosse so6 induzida ou somente desafiada.

No trabalho de Kakueinezhad et al. (2017), o aumento de POX se deu de forma
mais acentuada nas linhas resistentes quando se compara com as linhas susceptiveis
corroborando também com Zhang et al. (2013) que observou elevada taxa de POX
em Capsicum annuum resistente a Phytophthora capsici.

A polifenoloxidase comportou-se semelhantemente a peroxidase sendo
possivel observar expressivo incremento apos a inoculagéo (Figura 10.C). A média
geral dos tratamentos foi de 1,345 (Tabela 6). Kakueinezhad et al. (2017) obteve maior
atividade de PPO nas beterrabas acucareiras resistentes nos dois estagios testados
(6 e 12 semanas) com aumento significativo nas primeiras 48 horas apos inoculacao
no estagio de 6 semanas, o que revela o papel da PPO na resisténcia da beterraba
acucareira jovem a P. aphanidermatum. No presente estudo foi utilizado variedade
susceptivel, o que pode explicar o fato de ndo haver expressiva atividade de POX e
PPO como nos trabalhos citados.

Para FAL, Heling (2019) obteve 8,45 mg de &c. trans-cinamico hora* g tecido
fresco para a FAL em beterrabas de mesa tratadas com células de Pichia pini, 8,07
mg de &c. trans-cinamico hora! g? tecido fresco para as tratadas com Candida
albicans e 7,85 mg de ac. trans-cinamico hora* g tecido fresco para o controle (dgua
destilada) em 6 dias apdés o tratamento, sendo estes valores semelhantes aos
encontrados nesse trabalho, com média 7,92 e 11,38 mg de ac. trans-cinamico hora

1 g tecido fresco para 3 e 6 dias apés o tratamento (Figura 10.D), respectivamente.
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Rivero et al. (2001) sugere que o acumulo de compostos fendlicos em resposta
a estresse seria atribuido a ativagdo da FAL, eles sdo considerados como principais
linhas de aclimatacéo celular contra o estresse na planta servindo como substrato
para muitas enzimas antioxidantes para atenuar danos por estresse (KHATTAB,
2007). Entretanto, no presente estudo, a FAL acumulada do tempo zero ao momento
pés inoculacdo (Figura 10.D) néo foi suficiente para expresséo dos fendis totais.

As médias gerais obtidas para fenais totais e lignina foram 0,076 mg de catecol
grama! de tecido fresco e 0,978 mg lignina grama™ de tecido fresco (Tabela 6),
respectivamente, divergindo dos resultados de Heling (2019) que observou média
geral de 5,17 mg de catecol grama* de tecido fresco e 0,3441 mg lignina grama™ de
tecido fresco de folhas de beterraba de mesa, trés dias apds inoculacdo com C.
beticola. O autor também observou que apds aplicacdo dos tratamentos com
leveduras, apenas as plantas tratadas com células de P. pini apresentaram elevacao
nos teores de fendis totais. Entretanto esse aumento néo foi observado no presente
trabalho onde n&do houve diferenca significativa entre os tratamentos ou entre os
tempos utilizados.

Quando se fala em compostos fendlicos, h4 variacdo das metodologias e
grande diversidade dos valores encontrados na literatura. De acordo com Bulbovas et
al. (2005) essa variagdo ocorre por fatores sazonais. Condigdes ambientais extremas,
por exemplo, promovem o aumento de EROs e consequentemente da atividade
antioxidante. Biondo et al. (2014) obtiveram aproximadamente 2,0 mg de &cido gélico
equivalente por grama de peso fresco de folhas de beterraba de mesa coletadas aos
60 dias de experimento. Por outro lado, Ata et al. (2008) obtiveram cerca de 16 mg de
equivalente de catecol grama™ de tecido fresco de compostos fendlicos livres para o
tratamento controle que nédo foi tratado com indutor de resisténcia em plantas de
beterraba acucareira infectadas naturalmente com Uromyces betae.

Valores semelhantes aos de Ata et al. (2008) para fendis totais, entre 15 e 20
mg de acido p-hidroxibenzoico equivalente grama? de tecido fresco de folhas de
beterraba acucareira podem ser encontrados no tratamento controle do trabalho de
Taheri e Tarighi (2011) com plantas com 4 semanas inoculadas com Rhizoctonia
solani.

Em geral, sob condi¢des de estresse, ha declinio das atividades fisioldgicas e

das enzimas antioxidantes somado ao aumento dos produtos quimicos, EROs (ISLAM
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et al., 2020). E o envolvimento das enzimas na eliminagdo de EROs depende de
alguns fatores como espécie, severidade e duragéo do estresse (DACOSTA; HUANG,
2007), esse processo ocorre através da eliminacdo de radicais livres.

Ainda no trabalho de Kakueinezhad et al. (2017) € possivel observar que
dependendo do estagio que a planta se encontra o patdégeno pode reagir
diferentemente. A intensidade dos sintomas, a taxa de doenca (podriddo causada por
Pythium) e a susceptibilidade quando as plantas apresentavam 6 semanas eram
maiores do que quando estas apresentavam 12 semanas. Outros autores também
afirmam que quanto mais velha a planta est4, menor é a severidade de doenca para
doencas causadas por Pythium spp. e Phytophthora spp.

No presente trabalho as plantas foram inoculadas com aproximadamente 8
semanas e 3 dias, portanto, menos probabilidade de alta severidade, embora fosse
perceptivel o aparecimento de manchas foliares em algumas plantas apés o periodo

que as plantas permaneceram em camara Umida.
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6 CONCLUSOES

Os tratamentos com leveduras e silicio ndo promoveram ganhos de rendimento
de raiz ou acucar e ndo reduziram a severidade de doenca. Leveduras e silicato de
calcio também n&o promoveram alteracfes nas enzimas estudadas.

Portanto, novos testes com diferentes doses de silicio e maior nUmero de
aplicacOes de leveduras serdo necessarios para determinar a viabilidade do uso de
silicio e leveduras na protecéo de plantas e ganhos no rendimento de raiz e acucar

provenientes de beterrabas acucareiras no Estado do Parana.
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