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100% dos sintomas em folhas). Legenda: T1 — controle (sem nenhum tratamento); T2
— levedura inoculada junto com o fungo; T3 — levedura inoculada 24 horas apés o
fungo; T4 — inoculacao do fungo; T5 — levedura inoculada 24 horas apos o fungo; T6
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— aplicacédo do fungicida Metiltiofan e inoculacdo do fungo 48 horas depois. Letras
diferentes indicam diferenga significativa a 5% entre os tratamentos pelo teste de
Tukey. A escala de notas esta representada na FigQra

Figura 35. Destaque das folhas de sorgo com sintomas da doenca antracnose foliar,
causada pelo fungo fitopatogéni€o sublineolumA — fonte: EMBRAPA Milho e

Sorgo; B — foto do experimento em casa-de-vegetacdo (UFSCar); C — esquema
ilustrando os niveis de incidéncia da doenca nas folhas de sorgo, e a escala de notas
Utilizada NO EXPEIMENTO........uii e e e e e e e e e e 91..

Figura 36. Altura (cm) e massa seca (mg) da parte aérea das plantas de sorgo no
momento da colheita apos o término do experimento em casa-de-vegetacdo (apos 6
ST = F= 1) RSP 23....

Figura 37. Incidéncia da doenca podriddo abacaxi (%) em toletes de cana-de-acgucar,
variedade RB72454 causada pelo fuAiggaradoxa, apos 30 dias de incubacéo, a
28°C. Legenda: controle — tolete ndo inoculado cbnparadoxa eT. globosa;
levedura — tolete inoculado somente cdm globosa; fungo — tolete inoculado
somente conT. paradoxa; fungo+levedura — tolete inoculado cbnparadoxa¥.
globosa. Letras diferentes indicam diferenca significativa a 5% pelo teste de

Figura 38. Aspectos dos toletes de cana-de-acUcar do experinientd/o do
controle da podriddo abacaxi, causada pelo fungo fitopatog&€niparadoxa, pela
leveduraT. globosa (1S112), apés 30 dias de incubacdo, a 28°C, nos diversos
1= 1= 10 0= 01 (0 1S SRR 96..
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TITULO: AVALIACAO DE LEVEDURAS ISOLADAS DE AREAS
AGRICOLAS COMO AGENTES NO CONTROLE BIOLOGICO DE
FITOPATOGENOS

RESUMO

As leveduras s&o microrganismos importantes em diferentes processos
biotecnoldgicos, sendo amplamente empregadas industrialmente. Apesar de se
apresentarem em grande numero em ambientes naturais, como na superficie de plantas
(folhas, flores e frutos) e na rizosfera, pouco é conhecido sobre sua funcdo nestes
habitats. O controle de fitopatdgenos tem sido estudado como um potencial papel das
leveduras, principalmente inibindo fungos que causam podridées em frutas no periodo
pés-colheita, e controlando doencas de diversas culturas de interesse econémico no
campo, pois sdo Otimas competidoras por nutrientes e espaco. Neste contexto, o
objetivo do presente trabalho foi isolar, avaliar e caracterizar leveduras de areas
agricolas quanto ao controle de fungos fitopatogémicesro ein vivo. Foram isoladas
mais de uma centena tiehagens de leveduras, as quais foram avaliadesalmente
quanto ao antagonismo a trés fungos fitopatogéniCmdletotrichum sublineolum,
Colletotrichum graminicolae Thielaviopsis paradoxa) em testesvitro. Os isolados
com comportamento antagbnico foram identificados através do sequenciamento da
regido ITS do rDNA e pdfingerprinting utilizando-se a técnica de ISSRtér Simple
Sequence Repeatsoram realizados testes de antagonismo em meios de cultura sélidos
(pela avaliagdo do crescimento micelial do fitopatdogeno) e liquidos (pela avaliacdo da
germinacao dos esporos fungicos), além de experimant@g em plantas de sorgo e
toletes de cana-de-acucar, verificando-se o controle das doencas antracnose e podridao
abacaxi, respectivamente. Foram realizadas analises para deteccdo de possiveis
mecanismos de acdo das leveduras, como competicdo por nutrientes; produgcédo de
toxinakiller, compostos volateis, enzimas hidroliticas e sideréforos, além da avaliacao
de possiveis danos causados pela levedura ao micélio fungico. Os resultados obtidos na
selecdo de antagonistas indicaram trés espécies de leveduras com bons resultados
(Torulaspora globosaCandida intermedia &hodotorula mucilaginosa). Nos testes de
antagonismo em meios sélidwsvitro, todas as leveduras selecionadas foram capazes
de controlar os fungos fitopatogénicos, dependendo do tipo de meio de cultura, pH do
meio e temperatura de incubacdo. As leveduras causaram alteracbes morfolégicas nas
hifas dos fungos filamentosos, como vacuolizagdo e granulagdo do micélio, porém néo
houve perda da viabilidade. Os sobrenadantes (extratos livres de células) dos cultivos da
leveduras apresentaram controle significativo da germinacdo dos esporGs de
sublineolum demonstrando que ndo ha necessidade da presenca das células vivas das
leveduras para o antagonismo. Para as trés leveduras, ndo houve estimulo na producao
de compostos antifungicos pela presenca do fitopatdogeno, havendo acumulo destes ao
final de 60 horas de cultivo. Dependendo da levedura, verificou-se a sensibilidade dos
compostos a temperatura ou as variagbes do pH do meio. A levedglabosa
(1S112) apresentou atividaddler contra duas linhagens sensiveis, ndo tendo sido
encontrados relatos anteriores de fenokifier nesta espécie. Testes mostraram que 0s
geneskiller devem ser cromossomais, pois néo foi detectada a presenca de plasmidios
de dsRNA, o que caracteriza maior estabilidade da ativkitele além desta ser maior
em pH 4,5 e temperatura de 25°C. Nao foram obtidos resultados positivos para nenhuma
levedura nos testes de producdo de compostos volateis, enzimas hidroliticas e



sideroforos, sendo que todas foram capazes de competir por nutrientes e assim inibir a
germinacdo dos esporos fungicos. Além da atividallier, a levedural. globosa foi

capaz de produzir acido indol-acético (AIA) e solubilizar fosfatos insollveis e potassio
de rochas, o que contribuiria para a promoc&o do crescimento vegetal. Esta levedura
apresentou resultados significativos de controle da antracnose em sorgo nos
experimentos em casa-de-vegetagcdo, provavelmente devido a melhor eficiéncia na
competicdo por nutrientes. Foi também capaz de controlar a incidéncia da doenca
podriddo abacaxi, causada parparadoxa, em experimentos com toletes de cana-de-
acucar. Conclui-se que a levedufa globosa (linhagem 1S112), por apresentar
resultados significativos no controle dos fitopatégenos estudados, bem como
demonstrar caracteristicas que promovam o crescimento vegetal, constitui-se em uma
levedura com potencial para ser utilizada no controle bioldgico.

Palavras-chave: leveduras killer, Colletotrichum graminicola, Colletotrichum
sublineolum Thielaviopsis paradoxa, Torulaspora globosa
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TITLE: EVALUATION OF YEASTS ISOLATED FROM AGRICULTURAL
AREAS AS AGENTS OF THE BIOLOGICAL CONTROL

ABSTRACT

The yeasts are important microorganisms for different purposes in
biotechnological processes and widely utilized industrially. Although in high numbers
in natural environments, as plant surfaces (leaves, flowers and fruits) and rhizosphere, a
little is known about their functions in the habitats. The control of phytopathogens by
the yeasts has been studied, mainly inhibiting molds which cause fruit rots in the post-
harvesting period, and controlling diseases of economically important cultures in the
field, once they are good competitors for nutrients and space. In this context, the aim
here is the isolation, screening and characterization of yeasts from agricultural areas
regarding their ability to control phytopathogenic maldsitro andin vivo. More than
a hundred of strains were isolated, which were initially screened fointhtro
antagonism against three phytopathogenic mol@oll¢totrichum sublineolum,
Colletotrichum graminicolandThielaviopsis paradoxa). The isolates with antagonistic
behavior were identified by the sequencing of ITS region in the rDNA and by
fingerprinting with the ISSRIijter Simple Sequence Repédechnique. Antagonism
tests in solid media (evaluating the mycelial growth of the phytopathogen) and liquid
media (evaluating the fungal spore germination) were carried out, beasidego
experiments with sorghum and sugar cane to verify the control of anthracnose and
pineapple disease, respectively. Mechanisms of action by yeasts towards the molds were
evaluated as competition for nutrients; production of killer toxin, volatile compounds,
hydrolytic enzymes and siderophores. The damage caused by the yeast in the fungal
hyphae was also approached. The results indicated three yeast species with good results
as antagonists Térulaspora globosa, Candida intermedi@and Rhodotorula
mucilaginosa). All the yeasts exhibited antagonism against the phytopathogenic molds
in solid media, on the dependence of the medium type, medium pH and incubation
temperature. They also caused morphological deformities in the hyphae, as
vacuolization and granulation of the mycelia; however, no loss of viability was verified.
The supernatants (free-of-cell extracts) of yeast cultures showed significant control of
the spore germination i@. sublineolumshowing that living cells are not demanded for
the antagonism. For all the yeasts, there was no stimulation in the production of
antifungal compounds when the mold was cultivated together, with accumulation after
60 hours of cultivation. Depending on the yeast, sensitivity to temperature or to pH
variations were verified for the compounds produced in the supernatant. Th& yeast
globosa (1S112) has showed killer activity against two sensitive strains and no previous
report was found for killer phenotype in this yeast species. The absence of dsRNA
plasmid suggested that the killer genes are cromossomic, which characterizes stability
of the killer activity, higher in pH 4.5 and at 25°C. Not even a yeast produced volatile
antifungal compounds, hydrolytic enzymes and siderophores, but they were all able to
compete for nutrients and so to inhibit the fungal spore germination. Besides the killer
activity, the yeasT. globosa was also capable to produce indole-acetic-acid (IAA) and
to solubilize insoluble phosphates and potassium from rocks, which would contribute to
the promotion of plant growth. This yeast significantly controlled the anthracnose in
sorghum in the greenhouse experiments, probably due to the better efficiency in the
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competition for nutrients. It was also able to control the incidence of the pineapple
disease, caused Qy paradoxa, in sugar cane. It is concluded that the yeagbbosa
(strain 1S112) is a potential organism to be used for the biological control of causative
agents of plant diseases, not only by the good antagonistic profile against the
phytopathogens studied, but also by the characteristics that promote plant growth.

Key words: killer yeasts,Colletotrichum graminicola,Colletotrichum sublineolum
Thielaviopsis paradoxa, Torulaspora globosa.



1. INTRODUCAO

Leveduras sao microrganismos conhecidos por participarem ativamente em diversos
processos biotecnoldgicos importantes. Atualmente, com o grande interesse na producéo e
economia de energia através de tecnologias sustentaveis, a mais conhecida espécie
representante deste grup®accharomyces cerevisiae, € comprovadamente essencial neste
caminho. Outras espécies de leveduras também estdo em estudo e diferentes aplicacfes Sac
apresentadas, sendo o controle biolégico uma das areas mais promissoras. Leveduras como
Candida oleophila podem ser encontradas comercialmente e apresentam 6timos resultados
guando aplicadas no controle de fungos de podriddo pds-colheita, permitindo menores perdas
e desperdicios, além de proporcionar maiores lucros para produtores e comerciantes (DROBY
et al., 1998; GAMAGAE et al., 2004).

O controle biologico de fitopatdgenos fungicos no campo também pode empregar
espécies de leveduras, sendo encontrados trabalhos com resultados positivos e animadores
(ASSIS et al., 1999; MASIH et al., 2000; EL TARABILY, 2004); porém pouco ainda se
conhece sobre a fungcdo e comportamento deste grupo microbiano no ambiente.

Algumas espécies de leveduras podem apresentar a habilidade de produzir compostos
antimicrobianos, como a toxinkiller, que pode causar a morte de outras espécies de
leveduras, fungos filamentosos e bactérias. Além disso, outros mecanismos de acdo foram
observados no controle biolégico de fitopatégenos, como a producédo de enzimas hidroliticas,
producdo de compostos antifingicos volateis, inducao de resisténcia do hospedeiro, producéo
de sideroforos e outros compostos conhecidos como promotores de crescimento vegetal, além
de micoparasitismo (EL-TARABILY e SIVASITHAMPARAM, 2006).

A principal caracteristica descrita na literatura é a habilidade da levedura



em colonizar de forma réapida a superficie de folhas, frutos e flores, atuando por competicao
por espaco e nutriente, principalmente em locais com presenca de acucar, ndo permitindo o
desenvolvimento de outros microrganismos.

O desafio nesta area € a expansao do conhecimento sobre o comportamento da levedura
em areas com cultivo agricola, e a descoberta de como esse grupo microbiano pode auxiliar
no processo de producéo, contribuindo para o equilibrio do ecossistema e minimizando a
aplicacao de produtos toxicos no ambiente, como os fungicidas quimicos, que podem poluir o
solo, lencois fredticos, rios e lagos, além de serem potenciais causadores de doencas e morte

de animais e seres humanos.



2. REVISAO BIBLOGRAFICA

2.1. Gontrole Biolégico

O inicio da producdo de alimentos pelo homem ha mais de 10.000 anos atras, pelo
advento da agricultura, trouxe consigo o surgimento das pragas agricolas, principalmente,
devido ao desequilibrio da diversidade microbiana natural do ecossistema pela pratica da
monocultura. Microrganismos patogénicos tém causado perdas no campo e na pos-colheita,
reduzindo a produtividade, o valor e o periodo de armazenamento dos produtos agricolas
(PUNJA e UTKHEDE, 2003).

Para combater as doencas nas plantas e impedir seu prejuizo, € necessario o uso de
agrotoxicos, 0s quais se apresentam, hoje, muitas vezes, como Unica ferramenta capaz de
exterminar o problema. A aplicacdo destes produtos no campo, porém, causa a poluicdo do
ambiente, podendo contaminar o solo, rios, lagos, lengdis freéticos e, como sdo substancias
venenosas, podem se acumular em animais, causar cancer e mutagbes genéticas em
descendentes (LIMA et al., 2000).

Atualmente, o desafio de produtores e pesquisadores € a substituicdo destes produtos
por controles alternativos, com substancias livres de residuos téxicos ou através da tecnologia
do controle biologico. Cook e Baker (1983) definiram controle biolégico como “a reducédo da
soma de inoculo ou atividades determinantes da doenca provocada por um patdégeno,
realizada por um ou mais organismos que ndo o homem”. De acordo com Lima et al. (2000),

o controle biol6gico tem como premissa basica, manter a densidade populacional das espécies

de pragas, associadas a agricultura, em niveis economicamente e ecologicamente aceitaveis.



No geral, o controle biologico apresenta-se como uma ferramenta para o combate das
doencas no campo e na pos-colheita, em substituicdo ou em conjunto com 0s agroquimicos,
tornando assim a producdo de alimentos mais sustentavel e ecologica. Os testes para 0 uso
dessa tecnologia ainda se concentram nos laboratdrios de pesquisa, no entanto, é possivel
encontrar no mercado biopesticidas, 0s quais oferecem como ingrediente ativo,
microrganismos antagonistas.

O sucesso destes microrganismos, hoje produzidos em larga escala, € o interesse de
varias empresas no desenvolvimento de produtos bioldgicos para o controle de doencas,
principalmente em frutas e vegetais no periodo pés-colheita. Atualmente, quatro
microrganismos antagonistas, duas levedutasdida oleophilae Cryptococcus albidyse
duas linhagens de uma mesma espécie de badésgadomonas syringpestao disponiveis
comercialmente sob o nome de “Aspire” (Ecogen Inc., Langhorn, PA), “YieldPlus” (Anchor
Yeast, Cape Town, South Africa), “BIOSAVE-110" e “BIOSAVE-111" (EcoScience,
Orlando, FL), respectivamente (DROBY et al., 2002).

O numero de biopesticidas para controle biologico esta aumentando, porém representam
somente 1% das vendas de defensivos agricolas nos EUA. Os fungicidas representam
aproximadamente 15% das vendas dos pesticidas (FRAVEL, 2005).

Uma dificuldade comum no uso de fungicidas quimicos € a resisténcia adquirida pelo
patogeno ao produto utilizado (DUFFY et al. 2003). No controle biolégico existe também a
possibilidade de haver mudangas no microrganismo patogénico que levam ao surgimento de
populacdes resistentes, devido as constantes pressfes exercidas pelos agentes de controle n
patogeno alvo. As contribuicdes dos biopesticidas, porém, sdo importantes porque oferecem
modalidades diferentes da acdo em relacdo aos pesticidas quimicos e podem,
consequentemente, ser aplicados na rotagdo com esses produtos para reduzir o
desenvolvimento possivel da resisténcia (FRAVEL, 2005)

Diferentes grupos de microrganismos antagonistas tém sido estudados no controle de
fitopatdogenos, apresentando bons resultados para o desenvolvimento de potenciais
biopesticidas. As rizobactérias sdo microrganismos que vivem naturalmente na rizosfera das
plantas, sendo conhecidas por promover o crescimento vegetal. Os mecanismos utilizados por
esse grupo microbiano no controle biolégico de fitopatégenos sdo competicdo por nutrientes,
producdo de sideréforos e antibidticos (DAVE e DUBE, 2000; SOTTERO et al., 2006;
REDDY et al., 2008)resisténcia induzida do hospedeiro (NANDAKUMAR et, 2001;
RAMAMOORTHY et al., 2001), promo¢do de crescimento através da producdo de



fitormdnios e aumento da disponibilidade de nutrientes na solucdo do solo pela fixacdo de
nitrogénio (ANTOUN et al., 1998; REIS JUNIOR et al., 2004) ou solubilizacdo de fosfatos
insoltveis (CHABOT et al., 1996; SOUCHIE et al., 2007).

Dentre os fungos filamentoso$richoderma se destaca como um agente efetivo no
controle biologico de fitopatdgenos. Os mecanismos de acgdo utilizados por esse fungo
filamentoso séo producédo de enzimas hidroliticas (INNOCENTI et al., 2003), parasitismo,
competicdo por nutrientes e espaco, além de producdo de compostos toxicos volateis ou néo
(MARTINS-CORDER e MELO, 1998).

As leveduras constituem um grupo microbiano com diferentes propriedades, que as
caracterizam como potenciais candidatas ao controle de fungos filamentosos causadores de
doencas em plantas. Leveduras estdo presentes naturalmente na superficie de plantas,
conseguem se reproduzir de forma rapida, e ocupam de forma competitiva os locais de
infeccdo fangica nas plantas (EL-TARABILY e SIVASITHAMPARAM, 2006). Outros
modos de acao antagbnica sédo a producdo de enzimas hidroliticas (JIJAKLI e LEPOIVRE,
1998), producédo de compostos antibioticos (McCCORMACK et al.,, 1994) e tokiliers
(WALKER et al., 1995).

2.2. Leveduras

A importancia das leveduras remonta ao comeco da histéria da humanidade, ou seja,
cerca de 8.000 a.C., através da producdo do pdo, alimento de grande importancia para a
maioria das culturas, além da relevancia na elaboragcéo de outros produtos tais como, alcool
etilico, vinho e cerveja (EL-DASH et al., 1980). No geral, leveduras sdo definidas como
fungos, cujo estado sexual ndo apresenta corpos de frutificacdo e o crescimento vegetativo
ocorre por brotamento ou fissdo. Sao microrganismos predominantemente unicelulares, néo
moveis, sendo a maioria saprobio e alguns parasitas oportunistas (MILLER, 1979;
LACHANCE e STARMER, 1998).

A distribuicdo das leveduras no ambiente é bastante ampla, podendo ser encontrada em
flores, folhas, solo, frutos, ar, lagos, rios, mares, e até em insetos e animais. As leveduras
estdo historicamente associadas a processos fermentativos e substratos que contenham
hexoses (acucares). A habilidade destes microrganismos em assimilar uma larga gama de
compostos organicos, expande a sua capacidade de dispersdo e sobrevivéncia em diferentes
nichos ecoldgicos (PHAFF e STARMER, 1987).



Diferentes fungfes tém sido atribuidas as leveduras encontradas no ambiente, como a
solubilizacdo de fosfatos no solo, com a levedtiaarowia lipolytica auxiliando na nutricao
das plantas (MEDINA et al., 2004); como agentes no biocontrole de patdgenos de pos-
colheita de produtos agricolas (CASTORIA et al.,, 2001; DRUVEFORS et al., 2005); no
controle biolégico de fitopatbgenos de culturas no campo (ASSIS et al., 1999; EL-
TARABILY, 2004), além de produzirem compostos promotores de crescimento vegetal,
como hormonios vegetais e sideroforos (MEDINA et al., 2004; NASSAR et al., 2005).

Apesar de todo o conhecimento sobre algumas fungbes das leveduras no ambiente,
muito ainda ha para ser descoberto, principalmente sobre o seu modo de acdo frente a
ambientes diversos e outros microrganismos. O fato de as leveduras se adaptarem a diferentes
ambientes as torna capazes de produzir diferentes compostos, sendo que muitos deles poden
ser benéficos ao homem e integrar processos biotecnoldgicos importantes.

Saccharomyces cerevisiga mais estudada e utilizada dentre todas as espécies de
leveduras. Seu emprego envolve a industria alimenticia, a producdo de pées e bebidas
alcodlicas (vinho, cachaca e cerveja), e a industria sucroalcooleira. Esta ultima baseia-se na
capacidade desta levedura em consumir 0 aclcar da cana-de-agucar e transforma-lo em alcool
etilico. O Brasil € o maior produtor de &lcool para uso como combustiveis em carros, com
producdo na safra de 2008/2009 de 27,5 milhdes de litros (UNICA, 2009), alternativa aos
combustiveis derivados de petréleo.

Outros processos biotecnolégicos nos quais as leveduras podem ser empregadas sao na
producdo de aromas, com as espédishia fermentans(HUANG et al., 2001) e
Kluyveromyces marxianu§GARAVAGLIA et al.,, 2007); na producdo de carotendides,
utilizando as espéciePhaffia rhodozymae Rhodotorula glutinis (FRENGOVA e
BESHKOVA, 2008), além do emprego de algumas espécies como probidticos e fontes
nutricionais (Saccharomyces boulardiB. cerevisiae) (MARTINS et al., 2005).

2.3. Leveduras no controle biolégico

As leveduras apresentam caracteristicas que as tornam eficientes como agentes no
controle bioldgico de fungos fitopatogénicos. Em geral, leveduras ndo produzem esporos que
possam causar processos alérgicos, ou micotoxinas, potencialmente causadoras de doencas
como ocorrem em fungos filamentosos; também nédo produzem substancias antibiéticas como

espécies bacterianas antagbnicas (DROBY e CHALUTZ, 1994), tornando sua aplicacédo



segura em alimentos para o consumo humano. Outra caracteristica das leveduras é o fato deste
grupo habitar naturalmente a superficie das plantas, apresentando a capacidade de sobreviver
em superficies secas por um longo periodo, além de serem capazes de viver em superficies
com pesticidas (WILSON e  WISNIEWSK]I, 1989; EL-TARABILY e
SIVASITHAMPARAM, 2006).

Outro ponto importante € que a célula da levedura contém grandes quantidades de
vitaminas, minerais e aminoacidos essenciais, verificando-se trabalhos que indicam grandes
beneficios das leveduras como complemento alimentar (HUSSEIN et al., 1996).

O emprego de leveduras no controle biolégico de fungos fitopatogénicos, porém, tem
recebido pouca atencdo em comparacdo com bactérias, actinobactérias e fungos filamentosos
(EL-TARABILY e SIVASITHAMPARAM, 2006). Alguns mecanismos observados em
leveduras como biocontroladores de doencas de folhas e frutos s&o: competicdo por nutrientes
e espaco (FOKKEMA, 1984; DROBY et al., 1989; FILONOW, 1998; JANISIEWICZ et al.,
2000); producao de enzimas que degradam parede celularfeb/Baylucanase e quitinase
(CASTORIA et al., 2001; MASIH e PAUL, 2002; URQUHART e PUNJA, 2002); producéo
de metabdlitos antifungicos (WALKER et al., 1995; MASIH et al.,, 2001; HOFTE et al.,
2004); inducéo de resisténcia em hospedeiro (WILSON et al., 1994; DROBY et al., 2002; EL
GHAOUTH et al., 2003) e micoparasitismo (WISNIEWSKI et al., 1991; ARRAS et al., 1998;

EL GHAOUTH et al., 1998).

2.3.1. Producéao de enzimas hidroliticas

Uma das principais caracteristicas das estruturas fangicas é a presenca de uma camada
rigida, conhecida como parede celular. Essa camada reveste todas as células e apresenta
capacidade de manter a forma e proteger o organismo contra adversidades ambientais
(MADIGAN et al., 2004). A parede celular acomoda todo o aparato celular proporcionando a
ocorréncia plena dos processos vitais para o bom desenvolvimento fungico (PUNJA e
UTKHEDE, 2003; FIALHO, 2005). Entre os infortinios ambientais enfrentados pela parede
celular, um dos mais desafiadores € a pressdo dos microrganismos antagonistas, os quais, en
alguns casos, apresentam mecanismos para romper a parede celular e/ou interromper
processos relacionados a sua sintese (LORITO et al., 1996; LIMA et al., 2000, PUNJA e
UTKHEDE, 2003).



A composicdo da parede celular € de 80 a 90% de carboidratos, entre eles a quitina e a
B-1,3-glucana, além de proteinas e lipidios. Por mssmgpacidade do organismo antagonista
em produzir enzimas como quitinasp-&,3-glucanase torna-o capaz de atuar no controle do
desenvolvimento fungico.

E possivel encontrar na literatura exemplos de leveduras capazes de produzir enzimas
hidroliticas, utilizando esse mecanismo no controle de fungos fitopatogénicos. Trabalhos
envolvendo o controle de patégenos foliares e de frutas indicam que espécieBidumo
anomala,P. membranifaciensgRhodotorula glutinisCryptococcus laurentiiAureobasidium
pullulans Tilletiopsis albescens T. pallescendoram capazes de produzir a enzifna,3-
glucanase contra os fungBstrytis cinerea(JIJAKLI e LEPOIVRE, 1998; MASIH e PAUL,

2002), Sphaerotheca fugilinea (URQUHART et al., 1994; URQUHART e PUNJA, 2002),
Penicillium expansunme Rhizopus stolonife{fCASTORIA et al., 1997, 2001). Jijakli e
Lepoivre (1998) observaram que a levediranomala causou deformagdes na hifa do fungo

B. cinerea, sendo que a mais observada foi lise a e achatamento da ponta das hifas. Masih e
Paul (2002), avaliando a acdo da espétiemembranifaciensobre o fungoB. cinerea,
observaram a producéo da enzifrd,3-glucanase pela levedura, e notaram que a enzima
causou coagulagédo e rompimento citoplasmatico das hifas fungicas.

A producao de quitinases foi observada pela leveflupallulans no controle do fungo
P. expansum(CASTORIA et al.,, 2001); pelas levedurds albescense T. pallescens
(URQUHART e PUNJA, 2002) e, erGandida saitoana, no controle d& cinerea (EL
GHAOUTH et al., 1998).

Chanchaichaovivat et al. (2008), estudando os possiveis modos de aPéchide
guilliermondii (R13) no controle de antracnose em pimenta, causado pelo fungo
Colletotrichum capsici observaram que um dos mecanismos envolvidos no controle foi a
producdo das enzimas quitinase f€l,3-glucanase. Esses autores observaram que O
sinergismo entre 0 mecanismo enzimatico e a competicdo por nutrientes do meio foram
fundamentais para o controle do fitopatégeno estudado.

E possivel observar na literatura exemplos de antagonistas que apresentam diferentes
modos de agdo no controle fungico e seu emprego simultdneo no controle bioldgico. A agéo
de antibidticos e enzimas hidroliticas foi capaz de controlar de forma significativa o
desenvolvimento dos fungésisarium oxysporunlSCHIRMBOCK et al., 1994) B. cinerea
(LORITO et al.,, 1996), o que ndo ocorreu se apenas um dos mecanismos de acdo fosse

empregado.



El-Tarabily (2004) observou que a aplicacéo das leveduras de rizosfera, Candida valida,
Rhodotorula glutinise Trichosporon asahji individualmente ou em combinacgéo, reduziu
significativamente odamping-off (tombamento) das plantulas de beterraba, causado pelo
fungo Rhizoctonia solanisob condi¢cdes de casa-de-vegetacédo. El-Mehalawy et al. (2004),
estudando a aplicacdo d€andida glabrata, Candida maltosa, Candida slooffiag
Rhodotorula rubra érichosporon cutaneupmndividualmente ou em conjunto, observaram a
reducao significativa da incidéncia de doenca no milho causadaepbialosporium maydis
através da producdo de metabdlitos antifiungicos e de degradadores de parede celular, como
quitinase e-1,3-glucanase. Os mesmos autores também observaram a producdo de
metabdlitos antifiUngicos poBaccharomyces unispora €andida steatolytica, as quais
reduziram significativamente a incidéncia do ataque pelo flmgarium oxysporumem

feijao.

2.3.2. Competicéo por espaco e nutrientes

A disponibilidade de nutrientes afeta fortemente o metabolismo secundario de fungos,
incluindo a producéo de micotoxinas, as quais, dentre outras funcdes, protege o fungo contra
microrganismos antagonicos (LUCHESE e HARRIGAN, 1993). As espécies de leveduras que
apresentam caracteristicas antagénicas a fungos fitopatogénicos podem atuar na inibicdo do
desenvolvimento fungico sem reduzir a sua atividade metabolica, nem atuar na degradacédo da
sua parede celular. A competicdo entre os microrganismos por fatores ambientais essenciais,
como nutrientes e espacgo, apresenta-se como um dos mecanismos de controle biologico,
fundamental nos estudos das interagdes levedura-fungo filamentoso (BLEVE et al., 2006).

Fitopatdgenos fungicos necessitam de portas de entrada para o tecido da planta, a fim de
colonizar e causar a doenca. Parasitas obrigatoérios possuem a capacidade de invadir os tecidos
com a penetracdo direta da hifa; parasitas facultativos, porém, na sua maioria saprofitas,
necessitam de aberturas como ferimentos, tecidos em senescéncia, estdmatos ou lenticelas, a:
quais, geralmente sdo ricas em nutrientes, como acucares e aminoacidos. Agentes de controle
biologico devem ser capazes de competir efetivamente com o patégeno por esses locais de
infecgdo, sendo que a falta de nutrientes e espaco pode inibir o desenvolvimento do patdgeno
e prevenir a germinacéo de propagulos e a infec¢cdo (PUNJA e UTKHEDE, 2003).

A interacdo entre a levedur@ryptococcus magnue o fungo fitopatogénico

Colletotrichum gloeosporioidesa superficie de mamao foi avaliada por Capdeville et al.
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(2007). Os autores observaram que a levedura foi capaz de crescer e colonizar a superficie do
fruto de forma muito mais rapida que o patégeno, competindo de forma eficaz por espaco e

provavelmente por nutrientes, impedindo a acao patogénica do fungo.

2.3.3. Producéao de toxina killer

O sistemakiller em leveduras tem sido investigado extensivamente desde sua
descoberta ers. cerevisiagor Makower e Bevan (1963). A partir disso, foi observado que
linhagens de levedurddller atuam através da secrecdo de uma toxina proteica, a qual mata
outras leveduras sensiveis a ela. Essa caractekidiecga foi reportada em varias leveduras,
entre elas, Saccharomyces Candida, Cryptococcus Debaryomyces Hansenula,
Kluyveromyces Pichia, Torulopsis (PHILLISKIRK e YOUNG, 1975; YOUNG, 1982),
Ustilago (KANDEL e KOLTIN, 1978)Rhodotorula,Trichosporon (MORACE et al., 1984),
Hanseniaspora(RADLER et al., 1985),Williopsis, Zygowilliopsis (KAZANTSEVA e
ZIMINA, 1989) e ZygosaccharomycéRADLER et al., 1993).

A caracteristiciller é encontrada em varios géneros de leveduras e as toxinas sao
ativas contra grande variedade de leveduras de diferentes géneros e espécies. Adlerxinas
de leveduras séo classificadas em diferentes tipos de acordo com seu aspecto de letalidade €
de imunidade, como K1, K2, K3, e outros (ROGERS e BEVAN, 1978; YOUNG e YAGIU,
1978; WICKNER, 1979; TIPPER e BOSTIAN, 1984). A frequéncia do fenorkélen em
leveduras parece ser alta em ambientes naturais, sendo que lirkibgeté&m sido isoladas
de frutas, cogumelos, plantas em decomposicéo, solo (STUMM et al., 1977), de processos
fermentativos para a producéo de cerveja, vinho (YOUNG, 1982; SHIMIZU et al., 1985) e de
alcool (CECCATO-ANTONINI et al., 2004, 2005).

Além de controlar o crescimento de outras leveduras, as linhagjéars podem
apresentar comportamento antagénico a outros grupos microbianos, como bactérias e fungos
filamentosos. Varios trabalhos podem ser encontrados na literatura empregando leveduras
killer no controle de bactérias de importancia clinica (IZGU e ALTINBAY, 1997;
FUENTEFRIA et al., 2008) e contaminantes de fermentacdo alcodlica (MENEGHIN et al.,
2009).

Tem sido sugerido que as toxirkier tém grande potencial como agente antifungico
no controle de fitopatdgenos (EL-TARABILY e SIVASITHAMPARAM, 2006). Walker et al.

(1995) observaram que levedutaller apresentam grande potencial de controle de fungos
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filamentosos patogénicos, mostrando-se capazes de inibir fortemente o crescimento micelial
de Heterobasidion annosuniRhizoctonia solaniFusarium equiseti, entre outros. Apesar de
esses estudos terem sido realizadostro, ha uma clara indicacéo do potencial de uso desses
microrganismos como controladores biolégicos de fungos fitopatégenos.

Coelho (2005), avaliando a acdo das leveduiltes Candida guilliermondiie Pichia
ohmeri sobre o fungo fitopatogénid@enicillium expansune na degradacdo da micotoxina
patulina, observou que a acdo da toxikeer foi ineficaz quando purificada e aplicada de
forma isolada, indicando haver agcdo de mecanismos sinérgicos para a total acdo dos agentes
antagonistas. Cabral et al. (2009) realizaram o isolamento de leveduras de frutas e de solo da
Floresta Amazbnica e a avaliacdo dos isolados quanto a producdo de compostos
micocinogénicos (toxiniller) e no controle biolégico do fung@rinipellis perniciosa,
agente causal da vassoura-de-bruxa em cacau. Os resultados indicaram um isolado de
Candida sp. e um isolado deipodascus capitatugomo os mais eficientes no controle

fungico, sendo a primeira observacao de Dipodasomsatividade killer

2.3.4. Inducgao de resisténcia ao hospedeiro

A resisténcia induzida € um fendmeno biolégico complexo que envolve a ativacao de
varios mecanismos, entre eles a hipersensibilidade, barreiras estruturais, aumento de sintese
de fitoalexinas e acumulo de proteinas relacionadas a patogénese (proteinas-RP), como a
hidrolasep-1,3-glucanase (HAMMERSCHMIDT, 1999). A ativacdo sEssmecanismos de
resisténcia apresenta-se como um método alternativo para o controle de fitopatdgenos. De
acordo com Pascholatti e Leite (1995), os mecanismos podem ser bioguimicos e/ou
estruturais, e atuam de forma dinamica e coordenada, permitindo que a planta se defenda do
ataque dos patdgenos.

Os mecanismos de defesa da planta podem ser induzidos por elicitores bidticos, os quais
correspondem a microrganismos (fungos filamentosos, leveduras, bactérias, particulas virais)
e plantas, e moléculas por eles produzidas (oligossacarideos, glicoproteinas, oligopeptideos e
acidos graxos); ou abioticos, 0s quais podem ser compostos organicos ou inorganicos (metais
pesados) e luz ultravioleta (PASCHOLATTI e LEITE, 1995; LEITE et al., 1997).

A enzima peroxidase, conhecida por participar de varios processos fisiologicos, esta
relacionada a oxidacdo de compostos fendlicos e sintese do horménio vegetal etileno, sendo

que a alteracdo na sua atividade no processo de infec¢ao tem sido relacionada a resisténcia da:
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plantas contra o ataque de fungos fitopatogénicos. Roncatto e Pascholatti (1998) avaliaram a
acao da levedur®. cerevisiaeo perfil eletroforético de peroxidase em plantas de milho e
sorgo, e observaram que a suspensao de ceélulas ou mesmo o filtrado da levedura foi capaz de
alterar o padréo de atividade da enzima peroxidase nas plantas. Esse resultado caracteriza ¢
acao da levedura como estimuladora do processo de resisténcia da planta a fitopatégenos que
potencialmente podem vir a causar danos na cultura.

A acéo de microrganismos promotores de crescimento vegetal na inducdo de resisténcia
€ conhecida, porém héa duvidas sobre os mecanismos e elicitores empenhados para engatilhar
o0 inicio do processo de defesa na planta (PUNJA, 2001).

2.3.5. Micoparasitismo

A adeséo das células de leveduras nas hifas e esporos fungicos foi observada em muitos
estudos (CASTORIA et al.,, 1997; ARRAS et al.,, 1998; SPADARO et al.,, 2002). Esse
fendbmeno indica uma grande interacdo entre o patégeno e a levedura antagonista (EL-
TARABILY e SIVASITHAMPARAM, 2006).

Arras et al. (1996) observaram rapida colonizacdo do micélRedeillium digitatum
por Candida famata, com acéo litica e fagocitica da levedura contra a hifa fungica. A forte
ligacdo de células dPichia guilliermondii ao micélio dePenicillium italicum causou a
degradacdo da parede celular da hifa préxima do local onde as células de leveduras se
aderiram (ARRAS et al.,1998). Hifas pertencentes ao flhgonerea apresentaram injurias
severas quando préoximas de célulasCdesaitoana, mostrando degeneracéo citoplasmatica
(EL GHAOUTH et al., 1998).

2.3.6. Producéo de sideréforos e substancias promotoras de crescimento vegetal

Microrganismos que apresentam a habilidade de produzir compostos capazes de
promover o crescimento vegetal (MPCV) apresentam-se como um grupo importante no
contexto do controle biolégico. Esses microrganismos sao capazes de solubilizar fosfatos e
outros minerais e melhorar a disponibilidade de nutrientes para as plantas sendo apontados
como promotores de crescimento e resisténcia vegetal (YEDIDIA et al., 2001).

As principais acfes diretas desses microrganismos nas plantas estdo na producédo de

fitormonios de crescimento e no auxilio a nutricdo da planta (fixacéo biolégica de nitrogénio e
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solubilizagédo de fosfatos e outros nutrientes). Os beneficios indiretos desses microrganismos
consistem no controle biolégico de muitos fitopatégenos (VASSILEV et al., 2006). O acido
indol-acético (AlA) e os compostos sideréforos apresentam-se como os principais metabdlitos
produzidos pelos MPCV.

Sideréforos sdo moléculas de baixo peso molecular, quelante de ions férricos, e
sintetizados por algumas espécies microbianas (WINKELMANN, 1991). A producdo de
compostos sideroforos ajuda o0 microrganismo a competir efetivamente contra outros
organismos pelo ferro disponivel no ambiente. Nessas circunstancias, o microrganismo se
desenvolve de maneira satisfatéria, enquanto limita a disponibilidade de ferro para os seus
competidores, restringindo o desenvolvimento. Essa competicdo € aceita como um
mecanismo de supressdo, o qual pode atingir microrganismos patogénicos. Também é
conhecida a acdo dos compostos sider6foros em solubilizar o ferro presente no solo,
anteriormente indisponivel para as plantas (PRABHU et al., 1996).

Rhodotorula glutinisapresenta a capacidade de produzir compostos sideroforos (acido
rhodotorulico), os quais foram capazes de inibir a germinacéo de esporos e a severidade da
podriddo em macad causada pelo fuigjocinerea(SANSONE et al., 2005). Wang et al.
(2009), isolando leveduras de ambiente marinho, observaram que um isolado identificado
como A. pullulans apresentou alta producdo de compostos sideroforos. Os pesquisadores
avaliaram a acdo desta levedura contra duas bactérias patogénicas meiitas
anguillarume Vibrio parahaemolyticyss quais foram controladas pela levedura.

O fitormbnio auxina, particularmente através do composto regulador de crescimento
vegetal AlA, apresenta envolvimento na interacdo entre o fitopatbgeno e seu hospedeiro.
Varios autores tém propostos mecanismos de acédo de biocontrole do AIA, sendo que duas
hipoteses foram sugeridas: (1) potencial envolvimento do AIA em conjunto com glutationa S-
transferase, relacionado as reagbes de defesa da planta (DROOG, 1997); (2) inibicdo da
germinacao dos esporos e desenvolvimento micelial dos fungos fitopatogénicos (BROWN e
HAMILTON, 1993). Trabalho desenvolvido por Martinez Noel et al. (2001) mostraram que a
adicdo de AIA em folhas de batata cortadas reduziu a severidade da doenca provocada por

Phytophthora infestans
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2.3.7. Producéo de antibioticos

A producdo de compostos antimicrobianos por leveduras tem sido observada em
diversos estudos. McCormack et al. (1994) isolaram leveduras habitantes de filoplano e
observaram qud. pullulans presente neste ambiente, foi capaz de produzir dois compostos
antibioticos, os quais foram isolados e estudados pelos autores.

Choudhury et al. (1994) isolaram dois novos metabdlitos secundarios (acido 4-metil-
7,11-heptadecadinenal e acido 4-metil-7,11-heptadecadiendico) das espemstdike
Sporothrix flocculosa &. rugulosa, com atividade antifingica e antibacteriana. Hajlaoui et al.
(1994) avaliaram a acéo do antibiotico produzidoSidtocculosa na producao de biomassa e
germinacao de esporos dos fun@o<inerea é-usarium oxysporunge observaram controle
significativo no desenvolvimento dos fitopatdgenos.

Urquhart e Punja (2002) purificaram um &cido graxo com atividade antifingica da
yeast-like Tilletiopsis pallescens A aplicacdo deste composto foi capaz de inibir o
desenvolvimento do tubo germinativo e causar o colapso da hifa e do conidio do fitopatégeno
Podosphaera xanthiiA leveduraPseudozyma flocculosa também apresenta a habilidade de
produzir um composto contendo acidos graxos, o qual tem a capacidade de afetar a
permeabilidade da membrana de microrganismos alvo e inibir seu desenvolvimento (AVIS e
BELANGE, 2001).

2.4. Antracnose em milho e em sorgoQolletotrichum graminicola e Colletotrichum

sublineolum)

Colletotrichum graminicola (Cesati) Wilson (Sy@olletotrichum sublineolur®. Henn)
€ 0 agente causal da antracnose do milho e do sorgo. No Brasil, a antrachose é uma das mais
importantes doencas destes cereais, ocorrendo em todas as areas onde as culturas sa
produzidas (CRUZ et al., 1996; PINTO, 2003).

Trabalhos envolvendo isolados @ graminicola oriundos de milho e sorgo tém
demonstrado grande especificidade de hospedeiro, indicando que os isolados que atacam o
milho e sorgo sao distintos, podendo ser consideradome specialesu espécies distintas
(JAMIL e NICHOLSON, 1987). Sherriff et al. (1995) compararam as sequéncias da regiao
ITS do rDNA dos isolados d€. graminicola oriundos de milho e sorgo, e observaram que

entre eles houve uma homologia de apenas 92%, indicando que os isolados pertencem a
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espécies diferentes. Foi proposta a modificacdo do nome da espécie do isolado patogénico a
cultura do sorgo par@. sublineolunP. Henn., Kabat e Bubak (COSTA et al., 2003). Apesar

das espécies apresentarem semelhanca morfologica, € importante considerar que existem
diferencas fisiolégicas quanto ao modo de infec¢cdo, esporulacdo e controle, requerendo
diferentes medidas para o manejo e combate da doenca nos diferentes hospedeiros (COSTA et
al., 2003).

Os fungos podem infectar qualquer parte da planta, sendo mais comuns os ataques as
folhas e colmo. As lesBes sé@o necroticas nas folhas e estreitas e encharcadas nos colmos,
sendo de coloracdo pardo avermelhada (SHURTTLEFF, 1980).

Os fitopatogenos formam acérvulos esféricos ou piriformes de tamanho 8 a 15 um, e
seus conidios sao falciformes, medindo de 23 a 29 um de comprimento por 3,5 a 5 um de
largura (PONTES, 1987). O patégeno sobrevive como saprofita em restos de cultura por até
dez meses (NAYLOR e LEONARD, 1977), porém ha reducdo em sua sobrevivéncia se em
contato com o solo, pois € um fungo pouco eficiente na competicdo com outros
microrganismos do solo (LIPPS, 1985).

Os conidios podem permanecer viaveis por semanas a meses, contanto que 0s mesmos
estejam recobertos por uma matriz mucilaginosa produzida pelo préprio fungo, que o protege
de condi¢cdes ambientais adversas (NICHOLSON e MORAES, 1980). Para a germinacao dos
conidios é necessaria a presenca de agua para a solubilizacdo dessa matriz, que abriga
substancias inibidoras. Além de atuar na sobrevivéncia dos conidios, a matriz mucilaginosa
esta envolvida no processo de patogénese do fungo (BERGSTROM e NICHOLSON, 1983;
PASCHOLATTI et al., 1993; ANDERSON e NICHOLSON, 1996). Sua dispersao no
ambiente se da através de respingos de chuva ou pelo vento (BERGSTROM e NICHOLSON,
1999).

Segundo Pande et al. (1994), o maximo desenvolvimento da doenca foi observado em
temperaturas proximas a 25°C, enquanto temperaturas abaixo de 15°C e acima de 30°C
restringiram seu desenvolvimento. A ocorréncia de chuvas frequentes parece ser o fator
comum nas areas onde a doenca ocorre em maior freqiéncia, sendo que em muitas regides
pode se tornar fator limitante, com reducdo na producdo de grédos de 50% ou mais, em
epidemias mais severas (WARREN, 1986), ou na diminuigdo na qualidade das sementes ou
graos (CASELA, 1992). Um periodo minimo de 24 horas de molhamento foliar € necessério
para o desenvolvimento da doenca, cuja severidade aumenta com o prolongamento desse
periodo (PANDE et al., 1994).
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Um dos métodos de controle mais eficiente e econémico para esta doenca € o0 uso de
variedades geneticamente resistentes, porém tal medida é dificultada pela alta variabilidade
apresentada pelo fungo, a qual determina, muitas vezes, a rapida adaptacdo do patdgeno as
variedades resistentes (CASELA et al, 1998).

Condi¢des ambientais podem interferir na resisténcia do hospedeiro, como a intensidade
de luz, a qual esta diretamente relacionada com o nivel de resisténcia da planta, devido
provavelmente a biossintese de compostos fendlicos, associados a resisténcia, 0s quais Sac
altamente dependentes de luz (SCHALL et al., 1980). A resisténcia pode estar associada ao
estadio fenoldgico da planta, sendo que na fase vegetativa, as plantas encontram-se mais
suscetiveis a colonizacéo fungica, provavelmente devido a maior concentracdo de acucares
(BERGSTROM e NICHOLSON, 1999).

Grande énfase tem sido dada a busca por alternativas que permitam ampliar a
durabilidade da resisténcia do sorgo a antracnose. Estratégias como a utilizacdo de resisténcia
dilatéria, que atua reduzindo a taxa de desenvolvimento da doenca (GUIMARAES et al.,
1998), a identificacdo de dissociacdo de viruléncia na populacdo do patégeno (CASELA et
al., 1998, 2001) e a utilizacdo de misturas de cultivares (GUIMARAES et al., 1998) tém sido
adotadas com esse proposito. Sdo limitadas as informac¢des bésicas, importantes para dar
suporte a essas e também as estratégias alternativas que possibilitem ampliar a durabilidade da
resisténcia genética a antracnose em sorgo.

Alguns trabalhos podem ser encontrados na literatura avaliando o potencial de
microrganismos antagonistas no controle da antracnose. Silva e Pascholatti (1992) avaliaram,
em casa-de-vegetacdo, que a leved8echaromyces cerevisiagpresenta resultados
favoraveis no controle do fungd. graminicola em milho. Piccinin et al. (2005) estudaram a
aplicacdo da levedur®. cerevisiaeem plantas de sorgo para o controle do fu@yo

sublineolurmo campo, obtendo reducéao significativa da doenca.

2.5. Podridao abacaxem cana-de-acucarThielaviopsis paradoxa)

O Brasil € o maior produtor de cana-de-acgucar, com uma producdo na safra 2008/2009
de 569 milhdes de toneladas. A cana-de-agucar é a matéria prima das usinas sucroalcooleiras,
a qual transforma o caldo da cana em acucar e alcool etilico, produtos os quais o Brasil € um

dos maiores produtores e exportadores (UNICA, 2009).
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Atualmente os produtores de cana-de-acUcar estao fazendo o plantio em diversas épocas
do ano, visando escalonar a colheita da cultura e melhorar o aproveitamento do parque de
maquinas, do aparato industrial e dos recursos humanos. Isso tem causado 0 aumento na
incidéncia de pragas e doengas desde antes da emergéncia das plantas do solo (FERREIRA e
al., 2008). O fungd . paradoxa, neste contexto, aparece como um desafio e tem preocupado
pesquisadores e produtores, justamente quando a cana-de-agucar é plantada nos periodos mai
secos do ano (de abril a setembro), sobretudo devido ao crescimento, que € mais lento nesta
época do ano, pois além da diminuicdo da precipitacdo, as temperaturas permanecem abaixo
de 25°C (ALFONSI et al., 1987; CASAGRANDE, 1991).

Esse patdgeno € incapaz de penetrar por seus proprios meios em tecidos integros ou por
aberturas naturais da planta, necessitando de cortes ou ferimentos nesta como porta de entrad:
para a colonizacdo. Na cana-de-acucar isso é particularmente importante, porque o corte das
mudas em toletes para o plantio oferece uma entrada facil ao fungo. Em toletes infectados, o
desenvolvimento de raizes e gemas é retardado ou inibido. Em geral, os brotos morrem antes
de emergirem do solo ou emergem vagarosamente, produzindo plantas fracas que sé&o
dominadas pela competicdo com plantas vizinhas e perdem produtividade (TOKESHI, 2005;
FERREIRA et al., 2008). Devido a cana-de-agUcar ser uma planta semiperene, o plantio
apresenta-se como uma etapa critica da producao, e falhas na linha de cultivo podem gerar
perdas irreparaveis até o0 momento da reforma do canavial, 0 que ocorre a cada 5 ou 6 anos,
dependendo da variedade (FERREIRA et al. 2008).

O fungoThielaviopsis paradoxa (De Seynes) von H6hn (Sgratocystis paradoxa)
habita o solo e € responsavel por causar doencas em diferentes culturas de importancia
econdmicalT. paradoxae o nome dado ao fungo em sua fase imperfeita ou assexual. Na fase
sexual ou perfeita é chamado @mratocystis paradoxgDade) C. Moreau, raramente
encontrado na natureza (FERRARI, 2009).

Em sua fase imperfeita, o fungo produz conidioforos em forma de clava (fialides)
geralmente pigmentados, com 3 a 4 septos, eretos, hialinos, longos e afilados. As fidlides
terminais sdo mais largas proximas a base, onde sdo formados os endoconidios hialinos,
cilindricos, inicialmente em cadeias. Os aleuriosporos formam-se em cadeia, de forma
eliptica, escuros, de tamanhos 3 a 4 vezes maior que os conidios, sendo produzidos no interior
de conidiéforos curtos (FERRARI, 2009).
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Ha relatos de ataques deste patdgeno a palm@hasenix dactylifera) nos Estados
Unidos e Kuwait, cocoGocos nucifera) na Venezuela, e abac&xighas comosji® cana-
de-acucar (Saccharuaificinarum no Brasil (SANCHEZ et al, 2007).

O tolete contaminado inicialmente apresenta uma a&pdor amarelo-pardacenta,
passando a negra, com destruicdo total do tecido parenquimatoso, permanecendo
indestrutiveis os tecidos fibrovasculares. Os toletes atacados ndo germinam, provocando
falhas na lavoura, causando grandes prejuizos. Durante o ataque pode haver exalacdo de odol
tipico, semelhante ao de abacaxi maduro (AGROBYTE, 2009), dai o nome da doenga,
podridao abacaxi.

A estratégia mais largamente utilizada para o manejo de doencas € o0 uso de variedades
de plantas resistentes. Porém, para algumas variedades ou doencas, isso ainda nao €
disponivel ou eficaz e exige outros métodos de controle, dentre 0s quais o mais empregado é a
aplicacdo de fungicidas (MOHANRAJ et al., 2002). Porém o uso de fungicidas quimicos de
maneira descuidada ou indiscriminada pode trazer prejuizos financeiros e ecoldgicos, 0os quais
necessitam de critérios para utilizacdo (FERREIRA et al., 2008). Plantio em época correta,
bom preparo do solo e a colocacao do tolete a profundidade adequada aceleram a germinacgéao
e constituem o melhor controle da doenca (AGROBYTE, 2009).

Poucos sdo os estudos envolvendo o controle biolégico no controle do fungo
fitopatogénico T. paradoxa. Sanchez et al. (2007) avaliaram o emprego da espécie
Trichoderma longibrachiarunmo controle do fungo, causador de podriddo em agave, planta
utilizada para a producdo da bebida alcodlica tequila, no México. Os autores obtiveram
resultados de controle satisfatorios, através da producdo de enzimas hidroliticas pelo fungo
antagonista. Meneghin (2008) observaram que bactérias isoladas da rizosfera da cana-de-
acucar foram capazes de controlar de forma significativa o desenvolvimento doTfungo

paradoxa, tanto em placas de Petri como em toletes de cana-de-agucar.
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3. OBJETIVO

3.1 Objetivo geral

O objetivo geral do trabalho foi avaliar a acado de leveduras isoladas de areas agricolas
(planta e solo) no controle bioldgico de fitopatégenos de cana-de-agucar, milho e sorgo, em
testesin vitro e in vivo, verificando os possiveis mecanismos de acdo envolvidos no

antagonismao.

3.2. Objetivos especificos

- Isolar, selecionar e identificar leveduras da rizosfera, de folhas e colmo de milho e
cana-de-acucar com potencial de aplicacdo como agentes de controle biolégico de fungos
fitopatogénicos;

- Quantificar o potencial antagbnito vitro e avaliar fatores envolvidos no controle
(meios, pH, temperaturas, autoclavagem), em meios de cultura solido e liquido;

- Identificar possiveis mecanismos envolvidos no controle biolégico (producdo de
toxinakiller, enzimas hidroliticas, sideréforos, compostos volateis, competicdo e substancias
promotoras de crescimento vegetal);

- Avaliar in vivo o controle do fung@. sublineolunmem sorgo &. paradoxa em cana-

de-acucar, utilizando o isolado de levedura com melhores resultados de antagonismo.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Isolamento de leveduras

As leveduras foram isoladas da rizosfera, de folhas e colmos de cana-de-acucar
(variedade RB867515) e milho (variedade DKB-390, Dekalb). As amostragens foram
realizadas em areas pertencentes a Universidade Federal de Séo Carlos, campus de Araras-SF
onde essas variedades sdo cultivadas. O municipio de Araras esta localizado entre as
longitudes de 47°15' e 47°30' a Oeste de Greenwich e as latitudes de 22°10' e 22°30", no
sentido Sul; estd localizado a 611 metros de altitude, possui clima quente, chuvas
concentradas no verao e inverno seco; temperatura média maxima de 32 graus € minima de 8
graus Celsius (

A coleta das amostras foi efetuada em trés momentos, sendo duas amostragens
realizadas na cana-de-agUcar (planta com um corte - soca) em dois estagios: no inicio do
desenvolvimento (com cerca de 50 cm de altura) no més de margo de 2007, e no final do
desenvolvimento (momento anterior a colheita), no més de setembro de 2007. A terceira
amostragem foi realizada em éarea com cultivo de milho, no estadio fenolégico R1
(florescimento e polinizagéo), no més de margo de 2008.

Os isolamentos das leveduras da rizosfera, folhas e colmos da cana-de-acUcar e do
milho foram realizados de acordo com Azeredo et al. (1998), usando as técnicas de diluicédo
decimal, utilizando solucéo salina 0,85% para solo, e solucdo estéril de lavagem para colmo e
folhas, com agitacdo a 250 rpm por 30 minutos; o plagueamento foi realizado em triplicata,
utilizando os meios de cultura YEPD, YM e WLN (ver ANEXO 1I).
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As placas foram incubadas a 25°C por um periodo de 3 a 7 dias. As coldnias de
leveduras com morfologia distinta (analise das caracteristicas da col6nia e das células ao
microscopio) foram isoladas e purificadas em placas de Petri, em meio YEPD e, apos
isolamento, as leveduras foram mantidas em tubos com meio de cultura inclinado, a 4°C, para

testes posteriores e identificacao.

4.2. Fungos fitopatogénicos

Os patdgenos selecionados para o trabalho sdo agentes causadores de doencas em can:
de-acucar (podriddo abacaxihielaviopisisparadoxa), sorgo (antracnos€plletotrichum
sublineolun) e milho (antracnose, Colletotrichum graminicola).

O patogeno de cana-de-agucar foi cedido pela Prof? Dr2 Silvana Perissatto Meneghin, do
Laboratério de Microbiologia Agricola e Molecular (LAMAM), pertencente ao Centro de
Ciéncias Agrarias, da Universidade Federal de Sdo Carémepusde Araras, SP. Os
patogenos de milho e sorgo estudados foram cedidos pelo Dr. Carlos Casela, da EMBRAPA
Milho e Sorgo, Sete Lagoas, MG.

Os fungos fitopatogénicos foram mantidos em placas de Petri em meio BDA em

geladeira (4°C) até o momento dos testes.

4.3. Avaliacao das leveduras isoladas quanto ao antagonismo a fungos fitopatogénicos

Todas as leveduras isoladas da cana-de-acucar e do milho foram avaliadas quanto ao
potencial antag6nico aos fungos fitopatogénicos selecionados. O teste foi realizado em placa
de Petri, em meio de cultura BDA, no qual foi colocado de um lado, o fungo filamentoso
(disco de micélio em pleno desenvolvimento de 5 mm de diametro) e no lado oposto, a
levedura (um risco vertical com uma al¢ada retirada de uma cultura nova). Foi considerada
levedura antagonista aquela que impediu o crescimento normal do micélio fungico,
comparado ao controle (placa com fungo filamentoso sem levedura).

Para uma melhor caracterizagao dos antagonistas, foi determinada uma escala de
antagonismo com quatro diferentes niveis: (0) — o fungo filamentoso cresce
independentemente da presenca da levedura; (+) - o fungo filamentoso cresce até o limite da
colonia da levedura e ndo se desenvolve por cima desta; (++) - ha formacdo de halo de

inibicAo e este se mantém por todo o periodo de incubacdo; (+/-) — h& retardo no
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desenvolvimento micelial, mas no fim do periodo de incubacdo, o fungo filamentoso se
desenvolve por cima da levedura.

O objetivo desta avaliacédo € a selecéo e identificacdo de linhagens que, de acordo com
Sharma et al. (2009) devem apresentar as seguintes caracteristicas para serem considerada
potenciais agentes de controle bioldgico: serem geneticamente estaveis; efetivos mesmo em
pequenas concentracfes; ndo fastidiosas em suas necessidades nutricionais; capazes d
sobreviver sob condicbes ambientais adversas; serem habeis no controle de diferentes
fitopatdgenos; resistentes a pesticidas; ndo produzirem compostos toxicos aos seres humanos;
nao patogénicas a planta hospedeira; preparadas de uma forma que possam ser armazenadas

transportadas; e compativeis com outros tratamentos quimicos e fisicos.

4.4. ldentificagcdo das leveduras

Os isolados de leveduras que apresentaram melhores resultados, no processo de selecac
anteriormente descrito, foram identificados através da analise do material genético, utilizando

técnicas de biologia molecular.

4.4.1. Extracdo de DNA

Foi realizada, inicialmente, a extracdo de DNA das leveduras, através da metodologia
descrita por Vancetto et al. (2006). Uma algcada de células de uma colénia nova (2 dias de
crescimento em meio YEPD) foi transferida para tubos com 10 ml de meio de cultura YEPD
liquido. Os tubos foram incubados a 25°C com agitacdo de 160 rpm por um periodo de 18
horas @vernigh). O material foi centrifugado a 3000 rpm por 6 minutos e o sobrenadante foi
descartado. As células foram ressuspensas em 10 ml de agua Milli-Q estéril e 1,5 ml da
suspensao foram transferidos para microtubos. Estes foram centrifugados a 3000 rpm por 6
minutos e o sobrenadante descartado. As células foram ressuspensas em 200 pl de tampéao ds
extracao.

Deu-se inicio a trés ciclos de choque térmico (congelamento e descongelamento)
utilizando nitrogénio liquido (-196°C) e bloco de aquecimento (65°C). Para a
desproteinizacdo do material, adicionou-se 200 ul de clorofane e agitou-se o tubo por 8
minutos. Foram adicionados 200 ul de tampéo TE 1X e o tubo foi agitado por 30 segundos,

sendo apéds, centrifugado a 13000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi recuperado e
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transferido para outro microtubo. O processo de desproteinizacdo com clorofane foi repetido
mais duas vezes. Para completar o processo, foram adicionados 500 pl de CIA, e o tubo foi
agitado por 30 segundos, sendo logo apos, centrifugado a 13000 rpm por 5 minutos. O
sobrenadante foi transferido para outro microtubo e foi adicionado 1 ml de etanol absoluto
gelado. O tubo foi misturado suavemente, sendo em seguida centrifugado a 13000 rpm por 3
minutos. Apos a centrifugacao o tubo foi incubado em freezer (-20°C) por 12 horas. Passado
o periodo de incubacéo, o tubo foi centrifugado a 13000 rpm por 5 minutos, e o sobrenadante
descartado, sendo o material precipitado e ressuspendido em 500 ul de etanol 70% gelado,
para lavagem dpellet O tubo foi centrifugado novamente e o sobrenadante descartado,
sendo opellet seco ao ar por 5 minutos, para a evaporacdo do alcool, sendo em seguida
ressuspendido em 50 pl de tampéo TE 1X, e armazenado em freezer (-20°C).

Para a estimativa da presenca, quantidade e integridade do DNA extraido, 5 pl da
amostra foram submetidos ao processo de eletroforese em gel de agarose a 0,8% (p/v) em
tampéo TBE 1X. O gel foi submetido a uma voltagem de 2,24 volts/cm e corrente de 90 mA,
por 90 minutos (Fonte EPS301 — Amersham Biotechnology). A estimativa de concentracao
do DNA foi realizada comparativamente com a espessura e intensidade das bandas do
marcador molecular de 1 Kb (Invitrogen). O gel foi corado com solugédo de brometo de etideo
0,3 pul/ml, sendo a visualizacdo do gel realizada em transiluminador de luz UV. O gel foi

fotodocumentado em camara fotografica digital Sony CyberShot 5.1 megapixels.

4.4.2. Amplificacdo da regiao ITS do rDNA

A amplificacdo da regiao IT3nternal Transcribed Spacgdo rDNA, incluindo o gene
5.8S, foi realizada através de reacdo de PCR (Reacdo da Polimeralizagdo em Cadeia),
utilizando—se os seguintgzimers: forward - ITS1 (TCCGTAGGTGAACCTGCGG) e
reverse- ITS4 (TCCTCCGCTTATTGATATGC), conforme protocolo de White et al. (1994).
A reacdo ocorreu em um volume de 100 pl, contendo 10 ul do tampéo 10X, 3 ul de cloreto
de magnésio 50 mM, 8 pl de cada ANTP 2,5 mM, 1 ul de wawher 100 uM, 0,25 ul de
Taqg DNA Polimerase (5 U/ul), 100 ng de DNA gendmico e 51,75 ul de agua milli-Q estéril.
O ciclo de amplificacao foi o seguinte: 1 ciclo de 94°C por 1 minuto, seguido de 30 ciclos de
desnaturacéao a 94°C por 1 minuto, anelamento a 55°C por 2 minutos, e extensédo a 72°C por 1
minuto, seguido de 1 ciclo final de extensédo 72°C por 5 minutos. O produto de PCR foi

purificado utilizando o kit comerciaDNA and Gel Band Purification Ki{GE Health Care).
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Para a estimativa da presenca, quantidade e integridade dos amplicons, 5 ul do produto
de amplificacdo foram submetidos ao processo de eletroforese em gel de agarose a 1% (p/v)
em tampao TBE 1X. O gel foi submetido a uma voltagem de 2,24 volts/cm e corrente de 90
mA, por 90 minutos (Fonte EPS301 — Amersham Biotechnology). A estimativa de
concentracdo do DNA foi realizada comparativamente com a espessura e intensidade das
bandas do marcador molecular de 1 Kb (Invitrogen). O gel foi corado com solucédo de
brometo de etideo 0,3 pl/ml, sendo a visualizacao do gel realizada em transiluminador de luz
UV. O gel foi fotodocumentado em camara fotogréfica digital Sony CyberShot 5.1

megapixels.

4.4.3. Sequenciamento da regido ITS do rDNA

A reacdo de sequenciamento foi realizada no Laboratorio de Biotecnologia do Centro de
Citricultura Sylvio Moreira, pertencente ao Instituto Agrondmico de Campinas, em
Cordeirépolis/SP.

A reacao consistiu de 3 pl do produto de PCR purificado, 0,5 ptiaer (ITS1 ou
ITS4), 0,4 ul do kitBig Dye Terminator(Applied Biosystems), 2 ul do tampao SM e agua
Milli-Q estéril para completar 10 pul. O programa constou de 1 ciclo de 96°C por 2 minutos,

25 ciclos de 96°C por 45 segundos, 50°C por 30 segundos, e 60°C por 4 minutos. O produto
foi estocado sob refrigeracao a 4°C. Para a precipitagéo foram utilizados 80 ul de isopropanol
65%, agitando-se suavemente e deixando-se em repouso na bancada por 15 minutos. Apés o
repouso, foi realizada a centrifugacdo a 3000 rpm por 45 minutos, sendo 0 sobrenadante
descartado e deixado para secar ao ar por 1 minuto. Foram adicionados 200 pl de etanol 60%,
e nova centrifugagéo a 3000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e realizou-se
a secagem e lavagem com etanol novamente. Em seguida foi dado um pulso de centrifugacao
e secagem ao ar por 1 hora. Ressuspendeu-se em 10 ul de Hi-Di Formamida, procedendo-se &
desnaturacdo do DNA por incubacédo a 95°C por 5 minutos e imediatamente em seguida, a
solucéo foi colocada em gelo até o0 momento do sequenciamento, realizado em sequenciador
automético ABI3730 (Applied Biosystems). As sequéncias obtidas foram trabalhadas
utilizando-se o programa BioEdit, e comparadas com outras ja conhecidas e disponiveis no
banco de dados GenBank (http://ncbi.nim.nih.gov/blast.cgi), sendo estas submetidas a um

alinhamento através do aplicativo Clustal W 1.4 (Thompson et al., 1994).
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4.4.4. Andlise de diversidade genética utilizando marcador molecular ISSR

Com o objetivo de verificar se as linhagens identificadas como sendo da mesma espécie
eram semelhantes geneticamente, foi realizada técnidangkrprinting conhecida ISSR
(Inter Simple Sequence Repeatd}sta técnica consta de uma reagcdo de PCR, que utiliza
apenas unprimer com sequéncias repetidas, o qual pode se anelar em locais aleatorios no
genoma, resultando em padrdes de amplificacdo especificos para cada linhagem. O protocolo
desta técnica foi baseado nos trabalhos de Silva-Filho et al. (2005) e modificado para
adaptacdes as condi¢bes do laboratorio.

Na extracdo do DNA nuclear, os isolados foram inoculados em 10 ml do meio YEPD
liquido e incubadosvernight(cerca de 18 horas) a 30°C a 160 rpm. As células foram lavadas
com agua estéril e amostras de @rsle cada cultura foram transferidas para microtido
1,5 ml e 5251l de tampéo de lise (0.2 M Tris-HCI; 25 mM EDTA; 19SS 25 mM NaCl,
pH 8) foram adicionados, seguindo-se de incubacéo a 65°C por 30 minutos com agitacdo por
inversdo ocasional. Os tubos foram centrifugados a 13000 rpm por cinco minutos, o
sobrenadante foi coletado e transferido para novo microtubo, onde foi adicionado um volume
da solucdo fenol:cloroférmio (1:1). Nova centrifugacdo foi realizada (13000 rpm por 5
minutos), sendo a fase aquosa coletada e a ela adicionado um volume de cloroformio: alcool
isoamilico (24:1), centrifugando-se por mais uma vez. O sobrenadante foi coletado e dois
volumes de etanol absoluto gelado foram adicionados, permanecendo por duas horas a -20°C
para precipitacdo do DNA.

Apos precipitacdo, o DNA foi coletado por centrifugacéo por igual periodo e rotacéo e
lavado por duas vezes com etanol 70%, seco ao ar por cinco minutos e ressuspendido em 100
ul de tampé&o TE 1X (10 mM Tris-HCI, 1mM EDTA, pH &.estimativa da concentragao de
DNA foi determinada por comparacdo visual de cada amostra com padroes de DNA de
concentracdo conhecida em gel de 1% de agarose em tampao TBE 1X, submetido a uma
voltagem de 2,24 volts/cm e corrente de 90 mA por 3 horas (fonte EPS301 - Amersham
biotech.). O gel foi corado entdo com solucdo de brometo de etideo (|3segdo a
visualizagdo do DNA feita em transiluminador de luz UV As imagens foram
fotodocumentadas em camera digital Sony Cyber Shot 5.1 megapixels.

As amostras de DNA foram amplificadas por PCR utilizando o marcador molecular
ISSR (GTG3 em 25ul de volume final, utilizando-se o termociclador modéene Cycler

(BioRad), de acordo com protocolo a seguir, que utilizou as seguintes concentragdes dos
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reagentes: tampao 1X, BSAdyine serum albumin) 0,025 pg/uL, dNTP 0,5 mpdimer
GTGs (Invitrogen) 0,2 uM, MgGlI3 mM, DNA 2 ng/ul e DNA polimerase 0,05 U/ul.

A amplificacdo foi programada para um ciclo de desnaturacdo de 5 minutos a 94°C
seguido de 40 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 15 segundos, anelamento a 55°C por 45
segundos, extensdo a 72°C por 90 segundos e extenséo final a 72°C por 6 minutos. Os
produtos da amplificacdo foram separados por eletroforese em gel de agarose 1,3%,
submetidos a 7,5 volts/cm por 150 minutos em tampao TBE 0,5 X, corados em brometo de
etideo (0,3 pl/ml), visualizados em transiluminador de luz UV e fotografados em camera
digital Sony Cyber Shot 5.1 megapixels.

4.5. Avaliacédo do antagonismo in vitro em meios de cultura solidos

As leveduras que apresentaram resultado positivo de antagonismo na avaliacdo de
selecdo Torulaspora globosa- 1S112; Candida intermedia - 2S02 éhodotorula
mucilaginosa - 2F32) foram reavaliadas em placa de Petri quanto ao seu potencial no controle
do desenvolvimento dos fitopatdgenos testados. Para tal, foram avaliados diferentes fatores
possivelmente envolvidos no processo antagdnico, como fonte nutricional, pH e temperatura.
Estes experimentos constaram da inoculacdo do fungo (disco de micélio com 0,5 cm de
diametro com crescimento ativo) e uma al¢cada da levedura em locais opostos, como realizado

no processo de avaliacdo e selecao de antagonistas.

4.5.1. Avaliacéo de diferentes meios de cultura no antagonismo in vitro

Neste experimento foi avaliada a influéncia de diferentes meios de cultura no
antagonismo das leveduras em relagédo aos fitopatogemitso. Os meios testados foram:
meio de cultura BDA, YEPD, Solo + Glicose, Extrato de Folha de Cana, Extrato de Folha de
Milho, todos padronizados em pH 6. O experimento foi realizado avaliando-se o0 antagonismo
de trés isolados de leveduras em esquema fatorial 3 X 3 X 5 (3 isolados de levedura X 3
fungos fitopatogénicos X 5 meios de cultura), com cinco repeticbes. As placas foram
incubadas a 25°C, com medi¢ao do diametro do crescimento micelial a cada 4 dias, em um
total de 12 dias de incubac&o. O crescimento micelial dos tratamentos onde a levedura foi
inoculada foi comparado em relagdo ao tratamento controle, no qual havia apenas o fungo

filamentoso.



27

4.5.2. Avaliacao de diferentes valores de pH no antagonismo in vitro

Neste experimento foi avaliada a influéncia de diferentes valores de pH do meio no
antagonisman vitro das leveduras em relacao aos fitopatdégenos. Foi preparado o meio BDA
e este foi ajustado para pH 5, 6, 7 e 8, utilizando-se NaOH 0,5 N ou HCI 1 N. O experimento
foi realizado avaliando-se o antagonismo de trés isolados de levedura em esquema fatorial 3
X 3 X 5 (3 isolados de levedura X 3 fungos fitopatogénicos X 5 valores de pH), com cinco
repeticbes. As placas foram incubadas a 25°C, com medi¢cdo do diametro do crescimento
micelial a cada 4 dias, em um total de 12 dias de incubacdo. O crescimento micelial dos
tratamentos onde a levedura foi inoculada, foi comparado em relagéo ao tratamento controle,

no qual havia apenas o fungo filamentoso.

4.5.3. Avaliacao de diferentes temperaturas de incubag¢do no antagonismo in vitro

Neste experimento foi avaliado o fator temperatura de incubacdo na inibicdo do
crescimento micelial dos fitopatdgenos pelos isolados de levedura tegtadt®,. O meio
de cultura utilizado foi BDA, pH 6, e as temperaturas testadas foram 22, 25, 30 e 35°C. O
experimento foi realizado avaliando-se o antagonismo de trés isolados de leveduras em
esquema fatorial 3 X 3 X 5 (3 isolados de levedura X 3 fungos fitopatogénicos X 5
temperaturas de incubacao), com cinco repeticdes. As placas foram incubadas a 25°C, com
medicdo do diametro do crescimento micelial a cada 4 dias, em um total de 12 dias de
incubacdo. O crescimento micelial dos tratamentos, onde a levedura foi inoculada, foi

comparado em relagdo ao tratamento controle, no qual havia apenas o fungo filamentoso.

4.6. Avaliacdo do antagonismo in vitro em meios de cultura liquidos

A avaliacdo do antagonismo em meio liquido foi realizado segundo Coelho (2005). O
objetivo deste experimento foi avaliar a inibicdo da germinacdo dos esporos fungicos na
presenca dos sobrenadantes do cultivo das leveduras.

Inicialmente foi realizado o preparo do extrato bruto, que seguiu 0 seguinte protocolo:
uma alcada da levedura foi transferida para frascos com 25 ml de meio liquido BD (Batata

Dextrose) e estes incubados a 25°C, a 160 rpm até obtencdo de’ @élulfs/ml. Desta
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suspensao, 100 ul foram utilizados como in6culo para os seguintes tratamentos: 50 ml de
meio BD com a levedura testada; 50 ml de meio BD com a levedura testada e o fungo
fitopatogénico (10esporos/ml do fung6. sublineolunt 50 ml de meio BD tamponado com
a levedura; e 50 ml de meio BD tamponado com a levedura e o furigesfidros/ml do
fungoC. sublineolum Apds 24, 48 e 60 horas a 25°C e 90 rpm, foi realizada a amostragem
de 2 ml dos cultivos, sendo estes filtrados em membrana de porosidade 0,22 pum ou
autoclavados a 120°C, 1 atm por 15 minutos.

Em tubos de cultura foram colocados 1 ml do meio de cultivo filtrado ou autoclavado e
um volume igual de meio BD inoculado com’® Esporos/ml do fung€. sublineolum O
controle (branco) foi obtido com a inoculacdo do meio BD com o fungo e a adicdo de 1 ml de
agua destilada estéril. A avaliacdo foi feita em Camara de Neubauer para contagem do
namero de esporos germinados. Foram utilizadas trés repeticdes, cada uma constituida da
contagem de seis campos da camara de Neubauer para avaliagdo da porcentagem de espora

germinados.
4.7. Avaliagdo dos mecanismos de agao das leveduras isoladas
4.7.1. Deteccéo de atividade killer

As leveduras isoladas e analisadas e selecionadas como antagonistas aos fungos
fitopatogénicos, foram caracterizadas quanto a presenca dokieor de acordo com
metodologia descrita por Ceccato-Antonini et al. (2004), em meio de cultura YEPD + azul de
metileno, tamponado a pH 4,3-4,7. Foram utilizadas as leveduras padrbes sensiveis,
Saccharomyces cerevisiddCYC 1006 eTorulopsis glabrateATCC 15126, preparando-se as
suspensdes das células a 4 Xxd&ulas/ml, apds cultivo por 24 horas a 30°C em meio YEPD.

Da suspensao, foi retirado 0,1 ml, o qual foi espalhado em meio de cultura, e apds secagem,
as leveduras a serem testadas foram inoculadas com palitos estéreis (em pontos), sendo a
seguir as placas incubadas a 30°C, por 3 dias. Os isolados foram considerados
micocinogénicos (produtores de toxikdler) quando produziram um halo de inibicdo de

crescimento e zona azul adjacente, indicando morte celular da levedura sensivel.
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4.7.1.1. Avaliacdo do pH e temperatura na atividade killer

Utilizando o mesmo meio de cultura para a deteccéao da atividade killer (YEPD + azul
de metileno) e mesma metodologia, foi realizada a avaliagdo da influéncia do pH e
temperatura na atividadeller. Os valores de pH testados foram 3,5; 4,5 e 5,5, sendo estes
ajustados no momento do preparo do tampdo do meio de cultura. As temperaturas de
incubacédo analisadas foram 25, 30 e 35°C.

A levedurakiller avaliada foi contrastada com as leveduras sensBagisharomyces
cerevisiaeNCYC 1006 eTorulopsis glabrata ATCC 15126, sendo avaliadas a presenca e
caracteristicas do halo formado, como morte celular ou inibicdo do desenvolvimento da

levedura sensivel.

4.7.1.2. Extracdo do plasmidio dsRNA

A extracao foi realizada de acordo com a metodologia de Goto et al. (1990) modificada
por Soares e Sato (1999). Em 10 ml de meio de cultura YEPD acondicionados em tubos de
cultivo (Falcon) foram inoculadas 2 algadas da levedura, sendo o tubo colocado em agitador
refrigerado por 12 horas, a 25°C e 160 rpm.

As células foram coletadas apos centrifugacdo a 3000 rpm por 5 minutos, e lavadas com
EDTA 50 mM pH 8,0. Foi realizada nova centrifugacdo a 5000 rpm por 10 minutos e as
células incubadas a 60°C por 1 hora em solucdo de lise contendo EDTA 25 mM, Tris-HCI
200 mM pH 8,0, NaCl 25 mM e SDS 1%. A suspensédo de células foi entdo centrifugada a
10000 rpm por 5 minutos e a fase aquosa (sobrenadante) foi tratada duas vezes com um
volume de fenol, fenol cloroférmio (1:1) e cloroférmio, para a extracdo dos plasmidios. A
fase superior foi precipitada com isopropanol (1:1), e o precipitado foi resuspendido em
tampéo TE 1X.

Para a estimativa da presenca dos plasmidios, 10 pl da solucdo foram submetidos ao
processo de eletroforese em gel de agarose a 1% (p/v) em tampdo TBE 1X. O gel foi
submetido a uma voltagem de 7,5 volts/cm e corrente de 70 mA, por 120 minutos (Fonte
EPS301 — Amersham Biotechnology). O gel foi corado com solu¢édo de brometo de etideo 0,3
ul/ml, sendo a visualizacdo do gel realizada em transiluminador de luz UV. O gel foi

fotodocumentado em camara fotografica digital Sony CyberShot 5.1 megapixels.
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4.7.2. Roducéo de compostos antifungicos volateis

Para a verificagdo da producdo de compostos antifungicos volateis pelos isolados de
leveduras testados, foi avaliado o crescimento dos fungos fitopatogénicos inoculados
conjuntamente com os isolados de leveduras, porém utilizando placas com divisdo, a qual
impede que exsudatos nao volateis produzidos pela levedura tenham contato com o fungo
através do meio de cultura. A mesma quantidade de meio de cultura BDA foi vertida em cada
um dos lados da placa, sendo inoculada uma algada da levedura de um lado e um disco de 5
mm de didmetro com micélio fungico em crescimento ativo do outro. Apdés 10 dias de
incubacdo a 30°C foi realizada a avaliacdo que constou da medida do diametro micelial do
fungo fitopatogénico frente a levedura, comparada a placa com apenas a presenca do fungo

filamentoso (sem a inoculagéo da levedura).

4.7.3. Producao de enzimas hidroliticas

Este experimento foi realizado para avaliar a producdo e liberagdo de enzimas
hidroliticas por trés isolados de leveduras (1S112, 2S02 e 2F32), seguindo-se o procedimento
utilizado por Fialho (2005). Os isolados foram transferidos através de uma alca de inoculacao
para 2,5 ml de meio YEPD liquido e incubados a 32°C por 12 horas. Ap0s esse periodo, 1 ml
da suspenséo foi transferido para erlenmeyer de 125 ml contendo 50 ml de meio YEPD e
YEPD modificado (com preparado de parede celular do fungo filamentoso testado a 1% em
substituicdo a glicose). O cultivo foi realizado em triplicata a 32°C sob agitacédo a 90 rpm.
Nos tempos de 12, 24, 36, 48 e 60 horas de incubac&o, uma amostra de 2 ml foi retirada e
centrifugada a 10000 rpm por 10 minutos a 5°C. O sobrenadante foi recuperado e utilizado

para andlise das atividades dé&,B-glucanase e quitinase.

4.7.3.1. Peparado de parede celular (PPC)

Para a producdo do preparado de parede celular, 4 discos de micélio do fungo testado
foram colocados em erlenmeyers contendo 100 ml de meio batata-dextrose (BD). O cultivo
foi realizado a 25°C com agitacdo de 150 rpm, por 10 dias. O micélio fungico obtido foi

coletado por filtracdo a vacuo e lavado vérias vezes com agua destilada. O material foi
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homogeneizado em 100 ml de agua destilada e centrifugado a 5000 g por 10 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o excesso de agua retirado. O miceélio foi entdo macerado em
almofariz com nitrogénio liquido. O produto da maceracéao foi adicionado a 100 ml de agua
destilada e submetido a 3 ciclos de centrifugacéo e ressuspenséo. O sedimento foi submetido a
incubacdo a 55°C por 12 horas para secagem, constituindo o preparado de parede celular
(PPC).

4.7.3.2. Determinacdo da atividade enziméaticd :33glucanase

Para a avaliacdo da producaopedk, 3-glucanase foi utilizada a técnica de quantiicac
colorimétrica de glicose liberada do substrato laminarina, através da dosagem de acgUcares
redutores. A reacao foi realizada com 50 pl de tampé&o acetato de sédio 0,1 M, pH 5,0; 200 pl
da amostra de cultivo e 250 pl de laminarina (4 mg/ml). A mistura da reacéo foi incubada a
37°C por 1 hora. Apés esse periodo, a reacao foi paralisada através da adicao de 250 pl do
reagente ADNS a 250 pl da reacao, determinando-se o teor de acUcares redutores liberados. A
determinacdo de acUcares redutores foi realizada segundo o método utilizado por Miller
(1959). Para a realizacdo do procedimento, a mistura da reacdo e o reagente ADNS foi
aquecida em agua fervente por 5 minutos e resfriados em gelo até a temperatura de 25°C. A
solucéo foi diluida com 2,5 ml de agua destilada, homogeneizada e foi determinada a 540 nm,
em espectrofotbmetro BioMate3 (Thermo Electron Corporation), contra o branco, contendo
tampéao em substituicdo ao meio de cultivo.

As leituras de absorbéancia foram plotadas em curva padrdo para glicose e a atividade
enzimatica expressa em U/ml, no qual uma unidade de atividade (U) foi definida como 1 pg

de acucar redutor liberado (glicose) da laminarina por minuto nas condi¢des de ensaio.

4.7.3.3. Determinacao da atividade enzimatica — quitinase

A avaliacdo da producao de quitinase foi realizada através da técnica da liberacédo de N-
acetil glucosamina (NAG), a partir do substrato glicol quitina. Para a realizacdo da analise,
100 pl da amostra de cultivo foram misturados com 200 pl de tampéo Mcllvaine e 100 pl de
glicol quitina 0,01% (p/v) neste mesmo tampao. Apos incubacdo por 15 minutos a 37°C, a
reacao foi interrompida através da adicdo de 250 pl do reagente ADNS a 250 ul da mistura de

reacdo, determinando-se o teor de agucares redutores liberados, de acordo com Miller (1959).
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Para a realizacdo do procedimento, a mistura da reacao e o reagente ADNS foram aquecidos
em agua fervente por 5 minutos e resfriados em gelo até a temperatura de 25°C. A solucéo foi
diluida com 2,5 ml de agua destilada, homogeneizada e foi determinada a 540 nm, em
espectrofotometro BioMate3 (Thermo Electron Corporation), contra o branco, contendo
tampé&o em substituicdo ao meio de cultivo. A atividade enzimatica foi expressa em U/ml, no
qual uma unidade de atividade (U) foi definida como 1 pg de agucar redutor liberado (n-acetil

glucosamina) enzimaticamente da glicol quitina por minuto nas condi¢cdes de ensaio.

4.7.4. Producéo de sideroforos

Para a deteccdo da producdo de sideréforos pelas leveduras antagonistas, foi
utilizada metodologia de Milagres et al. (1999). O meio de cultura utilizado foi CAS (cromo
azurol S) azul agar, preparado de acordo com Schwyn e NeflE8®ig). Apesar de indicar a
producdo de sideroforos através da mudanca de cor, muitos microrganismos ndo conseguem
se desenvolver nesse meio de cultura, por isso, apés a solidificacdo, metade do meio na placa
foi retirado e substituido pelo meio de cultura extrato de malte 2% (EM), no qual a levedura
se desenvolve bem. A levedura foi inoculada apenas no meio EM e a placa foi incubada a
25°C por 10 dias no escuro. Foi analisado o crescimento da levedura e se houve a mudanca da
cor do meio de azul para avermelhado ou amarelo, indicativos de producdo de sideroforos.
Como controle positivo, foi utilizado o fungsspergillus nige(CCT 4355), conhecido por
produzir sideréforos do tipo catecol, que modifica a cor do meio CAS de azul para vermelho.

4.7.5. Competicdo por nutrientes

Para a deteccéo da competicdo de nutrientes entre o fungo fitopatogénico e a levedura
antagonista, foi realizado um experimento no qual, diferentes concentracdes de glicose foram
adicionadas em meio caldo de batata, a seguir: 0,5; 1; 1,5; 2 e 2,5 %.

O experimento foi realizado em tubos de ensaio, em triplicata. O indculo consistiu da
adicdo aos tubos de 100 pl de uma suspenséo’despros/ml do fung€. sublineolume
100 pl de uma suspensdo dé télulas/ml da levedura testada. Foram avaliadas as trés
linhagens de leveduras que apresentaram melhores resultados de antaganigobmga -
1S112,C. intermedia - 2502 BRh. mucilaginosa - 2F32), sendo os tubos incubados a 25°C
por 16 horas, em triplicata.
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A andlise do experimento constou da avaliacdo da porcentagem de esporos germinados,

conforme procedimento descrito no item 4.6.

4.7.6. Observagdo microscoépica da hifa dos fungos fitopatogénicos da zona de antagonismo

Com o objetivo de observar possiveis danos causados pelas leveduras selecionadas ao
micélio fangico, foi realizada a observacdo microscoépica das hifas do fungo filaméntoso
sublineolumem microscoépio oOptico. Para isto, discos de 5 mm de diametro de diferentes
locais da placa de Petri com antagonismo,éstaréximo, na por¢cdo mediana e longe do halo
de antagonismo, foram retirados, e com a ajuda de uma lamina, foram cortados
longitudinalmente para a retirada do excesso de meio de cultura e obtencéo de finas camadas
com micélio para montagem das laminas para observacdo. Para fins de comparacdo, foi
montada uma lamina de uma placa de Petri com micélio em crescimento ativo. As hifas foram

observadas, fotografadas e comparadas quanto a morfologia, de acordo com cada tratamento.

4.7.7. Avaliagédo do crescimento micelial do fungo retirado da zona de antagonismo

A partir da observacao do halo de inibicdo entre os isolados de levedura antagdnicos e
os fungos fitopatogénicos estudados, foi realizado um experimento para quantificar o
crescimento micelial do fungo retirado da zona de antagonismo (micélio localizado adjacente
do halo de inibicdo de crescimento fangico), com o intuito de verificar se as hifas estavam
viaveis. Com o objetivo de comparacao do crescimento micelial, foram realizadas retiradas de
micélio fungico (disco de 5 mm de diametro) de placas apresentando antagonismo, de trés
diferentes locais: no halo de inibicdo, na regido mediana (proxima ao halo de inibi¢cdo) e, para
fins de comparacéo, do micélio longe da levedura (onde o micélio ndo esté sofrendo a acéo
inibitéria da levedura). Para os fung@s graminicolae C. sublineolum o tempo de
incubacao foi de 12 dias, e para o fuAgoparadoxa o tempo de incubacédo foi de 3 dias,
periodo que cada fungo leva para crescer em toda a extensdo da placa de Petri (9 cm
diametro). O experimento foi realizado em triplicata e a avaliacdo constou da medida do
diametro do crescimento micelial do fungo a cada 4 dias para os fGngoaminicolae C.

sublineolume a cada 24 horas para o fungo T. paradoxa.
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4.8. Caracterizacdo dos isolados de leveduras como promotores de crescimento vegetal

Com o objetivo de avaliar o potencial das leveduras avaliadas quanto a promocéao direta
e indireta de crescimento vegetal, foram realizados trés testes, sendo eles, a capacidade dos
isolados em produzir acido indol-acético, solubilizacdo de fosfatos insoltveis e solubilizacéo

de p6-de-rocha potassica.

4.8.1. Producao de acido indol-acético (AIA)

As leveduras isoladas e estudadas quanto ao seu potencial como agente no controle
bioldgico de fitopatdogenos, foram avaliadas também quanto a sua capacidade de smtetizar
vitro acido indol-acético (AlA). A técnica qualitativa utilizada foi baseada no trabalho de Bric
et al. (1991). As leveduras foram cultivadas em placas de Petri, em trés diferentes meios de
cultura: BDA, TSA 10% (Triptic Soy Agar) e YEPD, todos suplementados com triptofano
5mM (100 pl/ml) e cobertas com uma membrana de nitrocelulose ou papel filtro. As placas
foram incubadas durante 42 horas a 28°C. Apés esse periodo, as membranas foram
removidas, tratadas com 10 ml do reagente de Salkowski por 10 minutos. A presenca de um

halo rosa a violeta indicou a producao de AlA pelas leveduras.

4.8.2. Solubilizacédo de fosfatos insolaveis

Para avaliar o potencial das leveduras analisadas quanto a solubilizacdo de fosfatos
insoluveis, foi utilizada a metodologia baseada no trabalho de Freitas et al. (1997). O meio de
cultura utilizado foi BDA suplementado com 5 g/l de extrato de levedura. Separadamente, no
momento de verter o meio nas placas, foi realizada a adicdo de uma solucdo composta de
KoHPO, 10% (50 ml/l) e CaGl10% (10 ml/l), ambas esterilizadas por filtragdo em membrana
de porosidade 0,22 um. As leveduras foram inoculadas na placa, que apresentou um meio
com caracteristica de opacidade. As culturas foram incubadas por 48 horas a 28°C. ApoOs esse
periodo foi observada a formacédo de um halo translicido proximo a colénia da levedura, o

qual indica que esta é capaz de solubilizar o fosfato insoltvel presente no meio.
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4.8.3. Salbilizacdo de rochas potassicas

Foi avaliada a capacidade da levedlrglobosa (1S112) em solubilizar p6-de-rocha e
liberar potassio soluvéh vitro. O pé-de-rocha utilizado nos ensaios foi a ultramafica alcalina
proveniente de Lages, em Santa Catarina, Brasil. O percentual de potassio presente neste pé
de rocha é de 2,73 %, conforme Sobral et al. (2006), apresentando granulometria entre 0,002 e
0,05 mm.

Para a producédo do inéculo, tubos com meio liquido GYMP foram inoculados com uma
alcada da levedura e incubados a 30°C e 160 rpm por 48 horas, até obtencdo de 10
células/ml. Para a realizacdo do ensaio, foram considerados os seguintes tratamentos: 1 —
ultraméfica alcalina + meio; 2 - levedura + meio; e 3 — ultramafica alcalina + levedura + meio.

O ensaio foi realizado em frascos erlenmeyers de 500 ml contendo 200 ml de meio de cultura
para solubilizacdo, conforme trabalho de Vassileva et al. (2000), sendo adicionados a ele 0,8 g
de p6 de rocha autoclavado (nos tratamentos 1 e 3). O pH foi ajustado para 5,3 com HCI 0,1
N. Para o indculo, 2,0 ml da suspenséo de célulaséllas/ml foram adicionados ao meio

de cultura (tratamentos 2 e 3). O ensaio foi realizado em triplicata, a 30°C e 160 rpm por 15
dias, com amostragem a cada 3 dias.

Foram analisadas a concentracdo de potassio soluvel por fotometria de emissédo de
chama; o pH, em pH-metro digital; e a acidez titulavel, por titulacdo das amostras até pH 7
com NaOH 0,05M.

4.9. Experimentos in vivo

4.9.1. Avaliacédo do controle biologico de Colletotrichsuablineolumem sorgo pela levedura
T. globosa(1S112).

A partir dos resultados obtidos nos ensaiositro de antagonismo, foram realizados
experimentos em casa-de-vegetacdo pertencente a Universidade Federal de Sao Carlos,
campus de Araras/SP, para avaliacdo do potencial de uso das leveduras como agentes no

controle dos fitopatdogenos estudados.
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Para a avaliagdo do controle @esublineolum causador de antracnose em sorgo, pelo
isolado T. globosa (1S112), foi utilizada a variedade de sorgo BR 009, suscepiBel a
graminicola, cedida pela EMBRAPA Milho e Sorgo, Sete Lagoas, MG. Apos 30 dias da data
do plantio foi realizada a inoculacéo de 10 ml da suspenséao microbiana, nas concentracdes de
10> esporos/ml do fung€. sublineolume de 18 células de levedura/ml. A inoculacéo foi
realizada utilizando-se borrifadores diretamente nas folhas.

Os tratamentos constaram da testemunha (T1) sem nenhum tipo de in6culo, levedura
aplicada junto com o fungo filamentoso (T2), levedura aplicada 24 horas ap0és a inocula¢do do
fungo filamentoso (T3), inoculagéo do fungo filamentoso (T4), levedura aplicada 24 horas
antes do fungo filamentoso (T5) e o tratamento quimico com fungicida sistémico Metiltiofan
(90g/100L), aplicado 2 dias antes da inoculacdo do fungo (T6).

Uma semana apoés a inoculagéo iniciou-se a avaliacdo da severidade da doenca sendo
atribuidas notas de 0 a 10 indicando de 0 = auséncia de lesdes foliares até 10 = lesdes em
100% da superficie foliar (ver Figura 35). Essas avaliacbes foram realizadas durante 6
semanas, quando as plantas foram coletadas para avaliacdo de altura e massa seca da par
aérea.

Para avaliagéo de altura, as plantas foram colhidas cortando a planta na altura da sua
base (logo acima do solo) e colocando-a em horizontal uma superficie plana. Foi realizada a
medida utilizando-se uma trena comum. A massa seca da parte aérea foi avaliada utilizando as
mesmas plantas colhidas para a analise de altura. As plantas foram colocadas em sacos de
papel e secas a 150°C para secagem, até peso constante. Apés esse periodo a massa foi aferic

em balanca semi-analitica.

4.9.2. Avaliacdo do controle do desenvolvimento de Thielavig@sedoxaem toletes de
cana-de-agucar pela levedura @lobosa(1S112)

Para avaliacdo do controle do fungjo paradoxa em toletes de cana-de-acucar pela
levedura antagonisftB. globosa (linhagem 1S112), foram utilizados toletes de cana-de-acucar
da variedade RB867515, a mesma da qual foi realizado o isolamento da levedura antagonista.
Os toletes empregados apresentavam 3 gemas (aproximadamente 50 cm); estes foram lavados
para retirada da sujeira aparente, e em seguida imersos em solucdo de hipoclorito de sodio
0,2% por 30 minutos. ApdOs esse periodo, os toletes foram lavados varias vezes em agua

destilada estéril para retirada do excesso de cloro, e colocados para secar ao ar por 3 horas.
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Os tratamentos empregados foram toletes nao inoculados (T1), toletes inoculados com o
fungo patogénico (T2), toletes inoculados com a levedura antagonista (T3) e toletes
inoculados com o fungo fitopatogénico e a levedura juntos (T4). Foram utilizados cinco
toletes para cada tratamento.

Para a inoculacdo da levedura foram preparados 6 litros de suspensdo ®com 10
células/ml, nas quais foram mergulhados os toletes e ali deixados por 3 horas. A inoculacéao
do fungo foi realizada aplicando-se 2 ml de uma suspensdo deespdros/ml nas
extremidades do tolete, com a ajuda de uma pipeta, de forma lenta, até que o tolete absorvesse
a suspensao com 0S esporos.

Apo6s a inoculacédo da levedura e/ou fungo nos toletes, estes foram colocados em sacos
plasticos pretos, juntamente com um chumaco de algoddo embebido de agua destilada
esterilizada. Os sacos foram fechados com barbante e incubados a temperatura de 28°C por 30
dias. A andlise constou do corte longitudinal do tolete e medida da infec¢do causada pelo
fungo no interior dos vasos condutores do tolete. O célculo de porcentagem de controle foi
realizado através da medida de tecido afetado pelo fungo, em centimetros, em relacdo a

medida total de tecido vegetal inoculado, também em centimetros.
4.10. Andlises estatisticas

Os dados obtidos nos experimentos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA)
e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significAncia. As analises foram
realizadas utilizando o software STATISTICA versdo 6.0, sendo que os resultados estio
tabulados nos Anexos lll, IV, V, VI e VII.

Para a andlise dos dados obtidos no experinientivo da avaliagdo do controle Ge
sublineolumem plantas de sorgo (item 4.9.1), foi utilizado o modelo GQdngral Lineal
Mode) seguido da andlise de variancia (ANOVA) e comparacdo das meédias pelo teste de

Tukey a 5% de significancia, utilizando o software S&g&ijstical Analysis System
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Isolamento de leveduras

Foram isoladas 317 leveduras da cana-de-acucar e milho, sendo que 16 foram obtidas da
rizosfera, 78 do colmo e 223 das folhas. Dentre os isolamentos da rizosfera, a amostra retirada
do milho forneceu o maior nimero de leveduras, o mesmo ocorrendo para o colmo; das folhas
de cana-de-acucar, porém, foi isolado o maior numero de leveduras dentre todas as amostras.
No geral, a melhor fonte de leveduras foi a folha, seguida do colmo e por ultimo a rizosfera
(Quadro 1 e Figura 1).

Este resultado sugere que no solo a populacéo de leveduras € menor em relagdo a outros
grupos microbianos, principalmente bactérias e fungos filamentosos, fato ja descrito na
literatura (EL-TARABILY e SIVASITHAMPARAM, 2006). As superficies de plantas e
frutos sdo consideradas os ambientes mais propicios para o desenvolvimento de leveduras,
devido a maior concentracdo de acucares (FIALHO, 2004), permitindo que se desenvolvam
de forma répida, utilizando-se de todos os nutrientes e espaco (SHARMA et al., 2009).

O resultado apresentado neste trabalho é semelhante ao que foi encontrado por Azeredo
et al. (1998), os quais isolaram leveduras de plantas de cana-de-agucar, sendo 103 linhagens
da folha, 73 do colmo e 54 da rizosfera. Apesar dos autores apresentarem uma propor¢cao de
isolados similar a este trabalho, eles conseguiram maior niumero de isolados do solo da
rizosfera, quando comparado com os resultados aqui observados. O uso de diferentes meios

de cultura e antibidticos pode interferir no nimero de individuos e espécies isoladas,
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além das caracteristicas quimicas e fisicas da amostra analisada, o que pode explicar os

resultados distintos quanto ao isolamento.

Quadro 1. Dados dos isolamentos de leveduras da cana-de-agucar e milho.

Isolamento Total de isolados Locais de isolamento

3 isolados da rizosfera
46 11 isolados do colmo
32 isolados da folha

1° isolamento
cana-de-acucar

4 isolados da rizosfera
139 27 isolados do colmo
108 isolados da folha

9 isolados da rizosfera
132 40 isolados do colmo
83 isolados da folha

2° isolamento
cana-de-acucar

3° isolamento
milho

Rizosfera (109 Colmo (107 Folha (10°)

Figura 1. Aspecto das placas do segundo isolamento de microrganismos de cana-de-acuUcar,
ondepodem ser observados os diferentes grupos microbianos, a partir da rizosfera, colmo e
folha (valor entre parénteses refere-se a diluicdo da amostra).

O isolamento de microrganismos do ambiente tem sido empregado por muitos
pesquisadores com o0 objetivo de encontrar espécies antagdnicas a bactérias e fungos
filamentosos. Leveduras antagonistas foram isoladas por McCormack et al. (1994) do
filoplano de trigo e macgd, sendo obtidas espécies capazes de produzir compostos
antibacterianos que controlaram o desenvolvimento Pdeudomonas fluorescens
Staphylococcus aureusChand-Goyal e Spotts (1996) isolaram leveduras saprofitas dos
génerosCryptococcuse Rhodotorula da superficie de péras e avaliaram sua capacidade de
controlar os fungos causadores de podridao, Monilinia fructicola e Penicillium expansum
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Bagas de uvas e solo de rizosfera de videiras foram as fontes para o isolamento de
microrganismos para o controle Be cinerea por Rabosto et al. (2006), que detectaram um
isolado do géner®acillus com grande potencial antagonico. Bleve et al. (2006) isolaram
leveduras epifitas da superficie de bagas de uvas com o intuito de avaliar os isolados contra os
fungos filamentosoAspergillus carbonariuse A. niger; os autores observaram que seis
isolados pertencentes a cinco espécies foram capazes de controlar os fungos patogénicos,
indicando que a microbiota natural das uvas € uma fonte de potenciais antagonistas.

Os dados obtidos neste trabalho aliados aos estudos realizados por outros autores supra
citados, como podera ser visto em seguida, confirmam a idéia de que o ambiente, natural e/ou
agricola, € a uma excelente fonte de microrganismos com potencial antagénico para aplicacao

no controle biolégico de agentes causadores de patologias.

5.2. Avaliacao das leveduras isoladas quanto ao antagonismo a fungos fitopatogénicos

Todas as leveduras isoladas foram testadas quanto a capacidade antagdnica aos fungos
fitopatogénicosC. graminicola,C. sublineolume T. paradoxa, cujos resultados podem ser
observados na Tabela 1. Utilizou-se uma escala de antagonismo, de acordo com o grau de
acao da levedura e comportamento do fungo (Figura 2).

Na Tabela 1 estédo relacionados os isolados que apresentaram algum tipo de inibicdo do
desenvolvimento micelial de algum dos fungos fitopatogénicos. Do total de leveduras
avaliadas (317), somente 9 (2,84 %) apresentaram resultados indicativos de antagonismo
(1S110, 1S111, 1S112, 2S01, 2502, 2S03, 2S04, 2F32 e 2F58). Estas leveduras (destacada:s
na Tabela 1 em negrito e grifadas) foram selecionadas para identificacdo e avaliagdo como
potenciais agentes de controle biolégico.

Todos os isolados selecionados foram obtidos de cana-de-agucar, sendo 3 da rizosfera
do primeiro isolamento, 4 também da rizosfera do segundo isolamento, e 2 da superficie da
folha no segundo isolamento. Este resultado indica que, apesar da folha ser a maior fonte de

leveduras, o solo apresentou-se como o habitat do maior nimero de antagonistas.
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Tabela 1. Avaliacdo dos isolados de leveduras no controle do crescimento dos fungos
fitopatogénicos C. graminicola, C. sublineoleni. paradoxa.
Fungos fitopatogénicos

Isolados — -
C. graminicola C. sublineolum T. paradoxa
1C94 +/- +/- 0
1C107 + + 0
1C117 + + 0
1F100 +- +- 0
1F102 +- +- 0
1F121 +- +- 0
1F91 +- +- 0
1F99 +- +- 0
1S110 ++ ++ +
1S111 ++ ++ +
1S112 ++ ++ +
2C124 +/- +/- 0
2C125 +- +- 0
2F27 +- +- 0
2F32 + + +/-
2F58 ++ ++ +
2501 ++ ++ +
2502 ++ ++ +/-
2503 ++ ++ +/-
2S04 ++ ++ +
3C108 +- +- 0
3C66 +- +- 0
3C67 +/- +/- 0
3C81 +/- +/- 0
3C82 +/- +/- 0
3C84 +/- +/- 0
3F133 +- +- 0
3F154 +- +- 0
3F155 +- +- 0
3F157 +- +- 0
3F173 +- +- 0
3F174 +- +- 0
3F175 +- +- 0
3F25 +- +- 0
3549 +/- +/- 0

Os sinais (0, +, ++, +/-) referem-se a escala de antagonismo, conforme Figura 2.
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Figura 2. Escala de antagonismo da levedura contra o fungo filamentoso, em meio BDA. A-
sem nenhum controle, o fungo cresce por cima da levedura (0); B- o fungo filamentoso cresce
até o limite da col6nia da levedura, mas nao por cima desta (+); C — ha a formacéo do halo de
inibicdo e este se mantém por todo o periodo de incubagdo (++); D — h& o retardo no
desenvolvimento micelial, mas no fim do periodo de incubacdo o fungo filamentoso se
desenvolve por cima da levedura (+/-).

Isto pode estar relacionado ao fato do solo ser um ambiente extremamente complexo e
com alta biodiversidade microbiana, sendo que somente 0sS microrganismos que apresentam
mecanismos antagonicos de defesa e competicdo conseguem se adaptar e sobreviver nest:
ecossistema.

O baixo numero de leveduras antagonistas obtidas nos isolamentos é comum, fato
também descrito por muitos pesquisadores. Bleve et al. (2006) isolaram 144 leveduras de
uvas e obtiveram resultados favoraveis no controle dos fukgmrbonariuse A. nigercom
apenas 6 isolados. Chanchaichaovivat et al. (2007) isolaram 225 leveduras da superficie de
frutas e vegetais e apenas 4 isolados apresentaram bons resultados de controle do fungo
Colletotrichum capsicem pimenta. Cabral et al. (2009) avaliaram 155 isolados de leveduras
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de diferentes solos (Floresta Amazo6nica, Mata Atlantica e solos organicos), sendo 15 isolados
micocinogénicos (com atividadkiller), dos quais apenas 2 apresentaram comportamento
antagonico ao fungMoniliophtora perniciosa. Wang et al. (2009) isolaram leveduras epifitas
(463 isolados) da superficie de folhas e flores de varias espécies de plantas de diferentes
locais da China, selecionando apenas 8 com comportamento antagdnico aMdadigviaax

avenae causadora de mancha aquosa em meléo.

5.3. Identificacéo das leveduras

Atualmente, com o desenvolvimento das técnicas de biologia molecular, a identificacdo
de microrganismos pode ser realizada de forma rapida e mais eficiente, sem a necessidade de
uso dos métodos classicos que utilizam padrdes de assimilagdo de compostos de carbono e
nitrogénio, além de testes fisiolégicos e morfolégicos, os quais sao laboriosos, demorados e
muitas vezes ndo conclusivos. A identificacdo de leveduras através do seqienciamento da
regido ITS (Internal Transcribed Spackdo DNA ribossomal tem-se apresentado como uma
tecnologia muito aplicada e eficiente (WHITE et al. 1994; DROBY et al., 1999;
CHANCHAICHAOVIVAT et al., 2007). O DNA ribossomal apresenta regides conservadas e
repetitivas de aproximadamente 11 kb, dentro das quais esta localizada a regido ITS,
composta pelas sequéncias ITS1 e ITS2, incluindo a regido denominada 5,8S (Figura 3).

Os isolados selecionados nos testes iniciais de antagonismo foram submetidos a
extragdo do DNA gendmico, seguido de PCR da regido ITS do rDNA, purificacdo e
sequenciamento dos fragmentos amplificados. Na Figura 4 é apresentado o gel de agarose

com o produto de PCR das linhagens de leveduras, utilizando-se os prigdre ITS-4.
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Figura 3. Esquema do DNA ribossomal de eucariontes, apresentando em detalhes a regiao
ITS (Internal Transcribed Space)y< localizacdo dogrimers(ITS1 e ITS4) utilizados para a
identificacdo das leveduras (baseado em esquema encontrado em www.phytid.org/Images/rna.

ip9).

M 1S110 1S111 1S112 2S01 2S02 2S03 2S04 2F58 M 2F32

- 1000 bp —p

1000 bp —p

e o o-

500bp —

500 bp — P

-
100 bp —»

100 bp —»

Figura 4. Gel de agarose (1%) dos produtos de PCR das linhagens de leveduras selecionadas.
M — marcador de peso molecular 100 bp.

Os resultados mostraram que as linhagens 1S110, 1S111,1S112, 2S01, 2S04, 2F58
apresentaram regido ITS do rDNA por volta de 850 bp; 2S02 e 2S03 aproximadamente 400
bp, e a linhagem 2F32, ao redor de 600 bp. A partir dos amplicons foi realizado o
sequenciamento, demonstrando que os isolados 1S110, 1S111, 1S112, 2S01, 2S04 e 2F58
pertencem a espécitorulaspora globosa, os isolados 2S02 e 2S04 a esp&nelida

intermedia, e o isolado 2F32 a espécie Rhodotorula mucilaginosa.
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A identificacdo de leveduras através da amplificacdo e sequenciamento da regido ITS do
rDNA é empregada em diversos estudos. Droby et al. (1999) realizaram o isolamento de
leveduras da superficie de uvas e estas foram identificadas através da amplificacdo da regiao
ITS e sequenciamento dos amplicons resultantes. Para comprovar a identidade da levedura
Pichia membranifaciendMasih et al (2001) utilizaram a amplificagdo completa da regido ITS
do rDNA e o sequenciamento deste fragmento, sendo a sequéncia comparada a outras do
banco de dados GenBank. Bleve et al. (2006) realizaram o isolamento de leveduras da
superficie de uvas e utilizaram a analise de polimorfismos da regido ITS através da digestédo
dos amplicons por enzimas de restricdo para agrupar os isolados, seguindo-se o
sequenciamento desta regiao.

Os isolados 1S110, 1S111 e 1S112 (isolados da rizosfera no 1° isolamento)
provavelmente constituem uma mesma linhagem devido ao fato de terem sido isolados da
mesma amostra, 0 mesmo ocorrendo para os isolados 2S01 e 2S04 (rizosfera no 2°
isolamento), sendo que o isolado 2F58 foi obtido no 2° isolamento, das folhas de cana-de-
acucar. O fato, porém, da mesma espécie ter sido isolada em diferentes épocas (1° e 2°
isolamento) e de diferentes locais (rizosfera e folha da cana-de-aglcar) pode sugerir que
globosa é frequente no ambiente. Estudos mais aprofundados de ecologia, porém, devem ser
realizados para confirmacgéo desta observacao.

Como o resultado do sequenciamento apresentou os isolados 1S110, 1S111, 1S112,
2S01, 2504 e 2F58 como pertencentes a mesma espégiebsa), foi utilizada a técnica de
fingerprinting ISSR, que emprega um marcador molecular de microssatélite para distinguir
diferentes linhagens dentro da mesma espécie, através de padrbes de bandas de DNA,
resultantes da amplificacdo de regides repetitivas no genoma. Neste trabalho foi utilizado o
primer GTG, de acordo com Silva-Filho et al. (2005), cujos resultados podem ser observados
naFigura 5.
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Figura 5. Gel de agarose (1,3%) dos produtos de PCR utilizando ISSRRraoer GTGs das
linhagens pertencentes a espéktigglobosa. (M1) — marcador de peso molecular 100 bp,
(M2) — marcador de peso molecular 1Kb. O esquema a direita € uma representacdo grafica
das bandas de DNA.

Os resultados do ISSR mostraram que as linhagens pertencentes aesgitiesa
apresentam o mesmo perfil de bandas, ou seja, similaridade genética. Desta forma, foi
utilizada somente uma linhagem para os testes posteriores, a de codigo 1S112. Além desta,
outras duas leveduras foram também selecionadas, a RR32(icilaginosa) e a 2S0£.(
intermedia), pelos resultados apresentados nos testes de antagonismo.

Na Figura 6 € apresentado um dendrograma que ilustra o grau de similaridade genética
dos isolados de leveduras identificados a outras espécies e géneros. E possivel observar que ¢
linhagem 1S112 apresenta grande similaridade com a linhagéngtidosa; o isolado 2502
com C. intermedia, e o isolado 2F32 com Rh. mucilaginosa. No Anexo Il pode-se consultar as
sequéncias obtidas dos trés isolados, os relatorios e os resultados do alinhamento com a
linhagem que apresentou maior porcentagem de identidade dentro do banco de dados do
GenBank (BLAST/NCBI).
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— Candida intermedia

— Candida fructus

— Candida flosculorum

[Candida lusitaniae
Clavispora lusitaniae

Rhodotorula mucilaginosa

Sporobolomyces alborubescens

Rhodotorula glutinis

Saccharomyces cerevisiae

Kluyveromyces yarrowil

Torulaspora globosa

— Torulaspora sp.

= — Jygosaccharomyces microellips

Torulaspora delbrueckil

Candida colliculosa

Torulaspora pretoriensis

Torulaspora franciscae

Figura 6. Dendrograma apresentando o grau de similaridade genBlissghboor Joining

tree) dos isolados de leveduras selecionados (destacados em vermelho), com outras espécies €
géneros constantes do banco de dados do GenBank, com base nas sequéncias de nucleotidec
da regido ITS do rDNA, utilizando o alinhamento multiplo de sequéncias Clustal W
(http://align.genome.jp — Kioto University Bioinformatics Center).

As caracteristicas morfologicas das leveduras selecionadas como potenciais agentes no
controle de fitopatégenos estao apresentadas na Figura 7 e 8.
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Rh. mucilaginosg2F32) C. intermedia(2S02) T. globosa1S112)

Figura 7. Aspecto das colbnias (acima) em meio YM e das células (abaixo) dos isolados de
leveduras selecionados como antagonistas (aumento de 400 X, para as fotos das células).

Segundo Barnett et al. (1990), a leveduRh. mucilaginosa (sub-divisao
Basidiomycota) é encontrada no ar, solo, lagos, oceanos e produtos lacteos, podendo
colonizar plantas, seres humanos e outros mamiferos. As col6nias apresentam-se cremosas oL
pigmentadas (r6seas ou avermelhadas), mucosas, sem reproducdo sexuada e capacidads
fermentativa. A espéci€. intermedia (sub-divisdo Ascomycota) ja foi isolada de solo, uvas,
cerveja e de seres humanos, e se caracteriza pela presenca de pseudohifas e auséncia d
reproducdo sexuada. Apresenta perfil fermentativo e pertence a um género muito

7

diversificado e numeroso em termos de espécie. A levedurglobosa é também
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representante da sub-divisdo Ascomycota, apresenta ascos persistentes, com 1 ou 2 esporos
redondos e tubo de conjugacao, conforme Figura 8. Apresenta perfil fermentativo, tendo sido

isolada de solo de varios paises.

Figura 8. Caracteristicas da levedufaglobosa (1S112) em meio YM. Legenda: TC — tubo
de conjugacao; AS — asco com dois ascOsporos.

5.4. Avaliagéo do antagonismo in vitro em meios de cultura solidos

Os resultados das analises estatisticas encontram-se no anexo lll.

5.4.1. Efeito de diferentes meios de cultura no antagonismo in vitro

O principal objetivo deste trabalho foi a andlise das leveduras isoladas quanto ao
potencial emprego no controle biolégico de fitopatégenos. A avaliacdo do antagamismo
vitro consistiu na primeira etapa do processo, que teve por finalidade detectar o controle e
guantifica-lo, para, a partir disso, considerar possiveis causas e fatores envolvidos.

Durante a selecdo, as leveduras foram avaliadas, e os isolados que apresentaram
resultado positivo no controle foram escolhidos para a proxima fase, que investigou alguns
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fatores que podem interferir no antagonismo da levedura contra o fungo filamentoso.
Inicialmente verificou-se a acédo de diferentes meios de cultura na inibicdo, sendo utilizados
os meios BDA, YEPD, extrato de folha de cana, extrato de folha de milho e meio com solo.

Os resultados indicaram que para o fudgasublineolumos isolados de levedurds
globosa (1S112)C. intermedia (2S02) Bh. mucilaginosa (2F32) foram capazes de controla-
lo de forma significativa, sendo que globosa foi a que apresentou melhor resultado no
controle, diferindo significativamente dos outros isolados. Dentre os meios de cultura
avaliados, BDA e extrato de folha de milho proporcionaram as maiores taxas de inibicéo,
seguidos dos meios extrato de folha de cana e meio com solo. O meio YEPD apresentou as
menores taxas de inibicdo, sendo que neste ndo houve crescimento satisfatorio do fungo
filamentoso mesmo em cultura pura, sem a presenca da levedura.

Para o fungdC. graminicola, as leveduras globosa(1S112),C. intermedia (2S02) e
Rh. mucilaginosa (2F32) foram igualmente capazes de inibir o crescimento micelial. Dentre
0Ss meios de cultura utilizados o meio extrato de folha de milho apresentou os melhores
resultados de na inibicdo do desenvolvimento fungico (Figura 10). Os meios de cultura BDA,
meio com solo e extrato de folha de cana nao diferiram entre si. Também neste caso, o fungo
filamentoso ndo foi capaz de se desenvolver plenamente no meio YEPD, mesmo na placa
controle, sem a levedura.

O fungoT. paradoxa, por sua vez, foi controlado de forma significativa pelos isolados
de leveduras, sendo que o melhor controle foi obtido pela lev8dugéobosa(1S112),
seguido pel&. intermedia (2S02) Bh. mucilaginosd2F32). Os meios de cultura utilizados
apresentaram diferencas, sendo que o meio extrato de solo apresentou melhores resultados nc
controle, nao diferindo significativamente dos meios BDA e YEPD, porém foram superiores
aos meios de cultura extrato de cana e extrato de milho (Figura 11).

Diferentes meios de cultura fornecem variadas fontes nutricionais, e através de suas
caracteristicas quimicas e fisicas, podem indicar o ambiente favoravel de acao da levedura no
controle biolégico. Meios derivados de extratos foliares foram utilizados devido ao fato de a
superficie das folhas ser o ambiente de origem do isdwdanucilaginosa (2F32) e dos
fungos fitopatogénico€. sublineolunme C. graminicola. Com o mesmo objetivo foi utilizado
0 meio de cultura extrato de solo, sendo que da rizosfera da cana-de-agucar foram isoladas as
levedurasT. globosa (1S112) €. intermedia (2S02), além do fungo fitopatogénito

paradoxa.



70

>

60

50

INIBICAO (%)

a 4 & 12

TEMPO DE INCUBAGAO {DIAS)

70

o)

60

50

a0

30

INIBICAO{%)

20

10

0 4 8 12

TEMPO DE INCUBACAO {DIAS)

70

G0

@]

50

40

INIBICAO {%)

TEMPO DE INCUBAGAQ {DIAS)

INIBICAO {%)

INIBICAO (%)

70 4
00 -
50 4
40 4

30 4

i

Rh. mucilaginosa

c

51

C.intermedia T.glohosa

LEVEDURAS

YCPD

BDA

CXTRATODE  [XTRATO DC
FOLHADE FOLHA DL
CANA MILHO

MEIOS DE CULTURA

MEIO COM
5010

Figura 9. Inibicdo do crescimento micelial do fungo C. sublineoham as leveduras (A) - T.
globosa, (B) -C. intermedia e (C) Rh. mucilaginosa, em diferentes meios de cultura,
(" BDA, ™ YEPD, * Extrato de folha de can ——Extrato de folha de milhc;*Meio

com solo), a 25°C, pH 6. Letras diferentes indicam diferenca significativa a 5% pelo teste de

Tukey.
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com solo), a 25°C, pH 6. Letras diferentes indicam diferenca significativa a 5% pelo teste de
Tukey.
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Helbig (2002) avaliando a habilidade da leved@rgptococcus albidugm controlar
Botrytis cinerea em morango, utilizou meio de cultura constituido da polpa da fruta e agua
destilada. Reyes et al. (2004) estudaram a acao de leveduras isoladas da superficie de abacax
no controle deT. paradoxa (linhagem causadora de podriddo em abacaxi) e para iSso
utilizaram meio de cultura a partir do suco da fruta e agua destilada. Suco de pimenta foi o
meio de cultura utilizado para a avaliacdo do controle bioloégicGalletotrichum capsigi
causador de antracnose em pimenta, pela leveddPa guilliermondii
(CHANCHAICHAOVIVAT et al., 2008).

Apesar dos testes realizados com os extratos foliares e de solo, o0 meio de cultura BDA
(Batata Dextrose Agar) foi, no geral, o que apresentou melhores resultados no
desenvolvimento, tanto das leveduras como dos fungos filamentosos; este meio de cultura é
utilizado como padréo para isolamento, cultivo e manutencao de fungos, tendo sido utilizado
em diversos trabalhos (CALVO et al, 2003; ZHANG et al, 2004
CHANCHAICHAOVIVAT et al., 2007, 2008; LASSOIS et al., 2008). O meio de cultura
YEPD, considerado um meio completo para o cultivo de leveduras, ndo apresentou resultados
satisfatérios no desenvolvimento dos fungos fitopatogénicos. Nao foi encontrado na literatura
referéncias sobre o uso deste meio no cultivo de fungos filamentosos, sendo que

provavelmente, o excesso ou a falta de algum nutriente pode ter causado este resultado.

5.4.2. Efeito de diferentes valores de pH no antagonismo in vitro

Outro fator avaliado quanto a sua influéncia no antagonismo dos isolados de levedura
aos fungos fitopatdégenos foi o pH do meio de cultivo. O comportamento da levedura e a acéo
de diferentes compostos, potencialmente produzidos pelas leveduras no controle, podem
sofrer a influéncia deste fator. Os resultados obtidos podem ser observados nas Figuras 12, 13
e 14.
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Os resultados indicaram que para o fur@o sublineolum as leveduras testadas
apresentaram antagonismo, impedindo seu crescimento, sendo gjobosa apresentou-se
mais efetiva, diferindo significativamente das demais leveduras. Os valores de pH 5 e 6
apresentaram os melhores resultados no controle (Figura 12). Resultado semelhante foi
observado com o fung€. graminicola, indicando que a levedufa globosa é a mais
eficiente no controle, e os menores valores de pH foram os mais adequados no processo de
antagonismo (Figura 13). A levedurfa globosa foi a Unica capaz de controlar de forma
significativa o crescimento micelial do fungd. paradoxa. Os valores de pH nao
influenciaram de forma significativa o controle deste fungo (Figura 14).

O fato dos menores valores de pH apresentarem os melhores resultados de controle
pode estar relacionado aos mecanismos utilizados pelas leveduras contra os fungos
fitopatogénicos. A atividade da toxikdler, por exemplo, € maximizada em pH entre 4 e 5
(WOODS E BEVAN, 1968; MIDDELBEEK et al., 1979). O potencial redox de compostos
sideroforos também pode ser influenciado pelo pH, sendo que o valor ideal é 4,5 (BENITE et
al., 2002). Resultado diferente, porém, foi obtido por Narisawa et al. (2005), que avaliaram o
efeito do pH do solo no controle do fungo fitopatogérit@smodiophora brassicagelo
fungo endofiticoHeteroconium chaetospira, e observaram que os menores valores de pH
aumentavam a incidéncia da doenca em beterraba. O metabolismo fungico, no geral, tende a
ser mais tolerante a ambientes acidos, apresentando 6timo de desenvolvimento em pH 5
(MADIGAN et al., 2004).

5.4.3. Avaliacéo de diferentes temperaturas de incubagéo no antagonismo in vitro

Outro fator avaliado no antagonismo das leveduras aos fungos fitopatdogenos foi a
temperatura de incubacédo. Este fator pode estar envolvido no metabolismo das leveduras
quanto a producdo de compostos antifungicos e até mesmo influenciar possiveis mecanismos

de defesa do fungo. Os resultados observados estdo apresentados nas Figuras 15, 16 e 17.
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Os resultados obtidos para o fun@o sublineolummostraram que as levedurds
globosa(1S112),C. intermedia (2S02) Bh. mucilaginosa (2F32) foram capazes de controlar
o fungo de forma significativa, sendo que a temperatura de 25°C foi a melhor para a inibicéo,
seguida de 30, 22°C. A temperatura de 35°C proporcionou a menor taxa de inibicao (Figura
15). Para o fungeC. graminicola,a leveduraT. globosa (1S112) apresentou os melhores
resultados de controle, diferindo dos outros isolados. As temperaturas de 25, 30 e 35°C foram
as que apresentaram as melhores taxas de inibicdo, néo diferindo significativamente entre si
(Figura 16).

Para o fungo fitopatogénic®. paradoxa, o controle foi significativamente maior
quando utilizada a leveduiia globosa(1S112), seguida dos isolad@s intermedia (2S02) e
Rh. mucilaginosq2F32), que néao diferiram entre si. A temperatura de 22°C apresentou-se
como a melhor, ndo sendo significativamente superior a temperatura de 35°C, que por sua vez
nao diferiu de 25°C (Figura 17).

Para o desenvolvimento da antracnose em sorgo, temperaturas proximas a 25°C séo
mais favoraveis, enquanto abaixo de 15°C e acima de 30°C acabam por restringir seu
desenvolvimento, segundo Pande et al. (1994). Isto deve estar relacionado as temperaturas
Otimas para o crescimento do fungo, e para as leveduras aqui estudadas, estas parecem se
também as condicBes ideais de temperatura, o que favorece o controle bioldgico. E importante
citar que a temperatura de 35°C, assim como o meio de cultura YEPD, n&o permitiu que o
fungo filamentoso se desenvolvesse plenamente, impedindo seu crescimento até mesmo na
placa controle (sem a presenca da levedura).

Chanchaichaovivat et al. (2007) avaliaram o efeito da temperatura de estocagem da
pimenta no controle biolégico do fund®. capsicipor leveduras; os autores testaram as
temperaturas de 18, 23, 28 e 33°C e observaram que o melhor controle foi obtido na menor
temperatura (18°C), sendo que o controle foi diminuindo proporcionalmente ao aumento da
temperatura de incubacdo. O aumento da temperatura pode ocasionar a diminuicéo da acéo de
compostos antifUngicos, como toxinas protéicas (toxki&es), enzimas hidroliticas, entre
outros. O controle do fungBenicillium expansunpor leveduras saprofitas foi estudado por
Chand-Goyal e Spotts (1996), que observaram serem as maiores temperaturas testadas as mai
favoraveis ao desenvolvimento fangico, prejudicando a agdo antagbnica da levedura. Soares e
Sato (2000) relataram que a faixa de temperatura 22 a 25°C foi a melhor para a producéo da

toxina killer por S. cerevisiae.
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5.5. Avaliacdo do antagonismo in vitro em meios de cultura liquidos

Com o objetivo de avaliar a acdo de diferentes fatores sobre a capacidade antagonica
das leveduras testadas, foi realizado um experimento em meio de cultura liquido, no qual se
analisou os sobrenadantes dos cultivos puros e mistos (com o fitopatégeno) das leveduras, em
meio tamponado ou ndo tamponado, apos filtracdo ou autoclavagem dos sobrenadantes, sendc
as amostragens realizadas durante trés dias consecutivos a cada 24 horas de cultivo. Neste
experimento foi avaliado se o controle do crescimento do fitopatégeno pode ser obtido sem a
presenca das células vivas da levedura.

Inicialmente foi feita uma analise estatistica com os dados obtidos com as trés leveduras
em todos os tratamentos, sendo os efeitos principais representados na Figura 18. As trés
leveduras apresentaram antagonismo aos fungos utilizando-se os extratos (sobrenadantes)
livres de células, indicando ndo haver necessidade da presenca das células vivas para o
controle, ou seja, a competicdo por espago e nutrientes pode ser um dos mecanismos de
antagonismo, mas nao € o unico.

O melhor controle foi realizado pela leveddraglobosa (linhagem 1S112), seguida
pela levedureC. intermedia (2S02), que néo diferiu do isolado anterior e da lev&dura
mucilaginosa (2F32). A autoclavagem do sobrenadante de cultivo interferiu
significativamente no controle do fungo filamentoso, sendo que o sobrenadante filtrado
apresentou um controle significativamente maior da germinacdo dos esporos flngicos,
sugerindo a acdo de compostos termolabeis no controle do fungo filamentoso. Resultado
diferente foi obtido por Zhao et al. (2008), na avaliacdo da acd® deilliermondii no
controle deRhizopus nigricaneem tomate, observando que o sobrenadante do cultivo da
levedura filtrado ou autoclavado né&o inibiu o desenvolvimento do fungo filamentoso,
sugerindo que para o controle é necessaria a acado das células vivas da levedura, sendo G
mecanismo de competicdo o responsavel pelo antagonismo.

O cultivo da levedura sem a presenca do fungo filamentoso (cultivo puro) resultou em
um sobrenadante mais efetivo no controle da germinacao flngica, sendo significativamente
superior ao tratamento no qual o sobrenadante obtido foi de um cultivo misto. Esse resultado
também foi obtido por Coelho (2005), que avaliou o sobrenadante do cultivo da levedura e do
cultivo misto levedura-fungo filamentoso no controle da germina¢&b dgpansumo autor
observou que o sobrenadante, obtido exclusivamente com cultivo da levedura, apresentou

melhor resultado no controle. Levy (2003) ndo observou diferencas nas atividades para ambos
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0s sobrenadantes, confirmando que a produgédo de substancias antagoOnicas pelas leveduras
testadas ndo é estimulada pela presenca do fungo teste. Coelho (2005) sugeriu que o
sobrenadante do cultivo da interacéo levedura-fungo filamentoso poderia conter produtos do
metabolismo do fungo teste, que dificultavam a atuacdo da substancia antagbnica sobre a
germinagao dos esporos.
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globosa (1S112)C. intermedia (2502) &h. mucilaginosa (2F32) sobre a germinacao de
esporos. Letras diferentes indicam diferenca significativa a 5% pelo teste de Tukey.

Os melhores resultados de controle foram alcangcados com os sobrenadantes obtidos
apos 60 horas de cultivo com a levedura, seguido de 48 e 24 horas. Janisiewicz et al. (2000)
avaliaram a acao de leveduras do géeneobasidiunspp. e observaram que apos 24 horas

de incubacao foi possivel obter o controle de 98% na germinacgéo de esperexp@nsum
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Coelho (2005) observou o melhor resultado de controle de germinacdo dos esporos com 0
sobrenadante do cultivo da leved@andida guilliermondiiapds 72 horas de cultivo. Para a
leveduraPichia ohmerj porém, o sobrenadante que apresentou o melhor resultado foi o de 48
horas de cultivo, sendo este periodo, provavelmente, aquele em que a levedura produz o
composto antifungico, neste caso, a toxina killer

O meio de cultura tamponado apresentou melhores resultados de controle em relacéo ao
meio ndo tamponado, indicando que a manutencdo do pH do meio favoreceu a inibicdo da
germinacdo dos esporos. Este fato pode estar relacionado a estabilidade dos compostos
antifngicos produzidos pelas leveduras.

Para melhor discussdo dos resultados, foram realizadas as analises estatisticas
separadamente, para cada levedura estudada, com o objetivo de avaliar a influéncias dos
diferentes fatores no comportamento antagbnico em cada um dos isolados testados. Os
resultados das analises estatisticas estdo dispostos no Anexo IV.

Para a levedurd. globosa (1S112), o controle da germinacdo dos esporos do fungo
filamentoso parece ser feito através da producdo de substancias termolabeis, j4 que o
sobrenadante filtrado dos cultivos da levedura, independente do fungo ter sido cultivado junto
com a levedura ou do tamponamento do meio, foi 0 que apresentou melhores resultados de
antagonismo. Estes compostos termolabeis parecem ter se acumulado ao longo do tempo de
cultivo, pois o sobrenadante de 60 horas de cultivo foi significativamente mais eficiente no
controle (Figura 19).

Através da analise dos dados da leved@raintermedia (2S02), verificou-se que
compostos sensiveis a variacdo do pH do meio, produzidos na auséncia do fitopatdogeno e
num periodo de 48 a 60 horas, foram provavelmente os responsaveis pelo controle (Figura
20). Os resultados obtidos para a leved®a mucilaginosa (2F32) indicam que houve
producdo de compostos termolabeis, sensiveis a variagdo do pH, ndo estimulada pela presencge
do fitopatdgeno e que se acumularam ao longo do tempo, conforme Figura 21.

Os resultados deste experimento mostraram que as trés leveduras produzem compostos
extracelulares que sao inibidores da germinacdo de esporos do fungo fitopaBgeno
sublineolum e que ndo h& necessidade da presenca das células vivas para o controle
biolégico. Além disso, a producdo destes compostos ndo é estimulada pelo fitopatdogeno e é
dependente da temperatura e do pH do meio, dependendo da levedura. Nesta situacdo, poden
estar enquadradas substancias como enzimas e prdidierasendo estas analisadas mais a

frente.
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cultivo da levedura sem o fungo; B — meio de cultivo BDA; BT — meio de cultivo BDA
tamponado; A — sobrenadante autoclavado; F — sobrenadante filtrado. Letras diferentes
indicam diferenca significativa a 5% pelo teste de Tukey.
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5.6. Avaliagdo dos mecanismos de agéo das leveduras selecionadas

5.6.1. Aividade killer

Foram testados todos os isolados de leveduras que apresentaram resultados positivos no
controle dos fungos fitopatogénicos, conforme Tabela 1, quanto a atividade killer

Somente os isolados 1S110, 1S111, 1S112, 2S01, 2S04 e 2F58, todos pertencentes a
espécieT. globosa, mostraram resultado positivo, isto é, halo azul ao redor da colbnia
indicando a morte celular da levedura sensivel (Figura 22).

Figura 22. Atividadekiller da linhagem 1S112 de globosa, mostrando o halo azul (morte
celular da levedura sensiv@l cerevisiadNCYC 1006) em YEPD-azul de metileno, a 25°C,
pH 4,5.

Destaca-se o fato de que ndo h& na literatura trabalhos que relatam a espécie
Torulaspora globos@omo uma levedurkiller. Esse dado importante indica que nem todas
as espécies micocinogénicas sdo conhecidas, e que os fatores envolvidos na expressao de
caracteristica nesta levedura devem ser explorados com maiores detalhes.

Leveduraskiller sdo apontadas na literatura como potenciais agentes de controle
biolégico de fungos fitopatogénicos. Walker et al. (1995) foram pioneiros em constatar a
susceptibilidade de fitopatdgenos as leveduras micocinogénicas, ampliando as perspectivas de
aplicacao deste grupo de leveduras. Weiler e Schimitt (2003) obtiveram resultados positivos
no controle dd-usarium oxysporuncom a levedur&iller Zygosaccharomyces bailiPichia
membranifaciensatravés da acdo da sua toxkilker, foi capaz de inibir o desenvolvimento
de Botrytis cinerea (SANTOS et al.,, 2004). Coelho (2005), em seu estudo do controle de
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Penicillium expansurem maca, observou que as leved@asdida guilliermondiie Pichia
ohmeri ambas killerforam capazes de controlar o fungo em testes in vitro.

A leveduraT. globosa (1S112) estudada neste trabalho apresenta-se como mais um
exemplo da aplicacdo do mecanisikiber no controle biolégico de fungos filamentosos.

Entre as indicagbes desta acdo estda o fato da linhagem 1S112 apresentar os melhores
resultados de controle dentre as outras leved@amtermedia - 2502 Bh. mucilaginosa -

2F32) que ndo apresentam essa caracteristica. Outro ponto importante é o resultado obtido no
antagonismo em meio liquido, no qual o sobrenadante autoclavado inibiu menos a germinacao
dos conidios d€. sublineolumindicando ser um composto protéico envolvido no controle,
como por exemplo, a toxinkller. Nos experimentos de antagonismo em meio de cultura
sélido, os valores de pH 5 e 6 mostraram os melhores resultados, sendo que a kiiieidade
apresenta melhor atividade sob condi¢es acidas (pH 3 a 6) com melhores resultados em pH 4
a 5 (WOODS e BEVAN, 1968; MIDDELBEEK et al., 1979). A temperatura que
proporcionou maior controle dos fungos fitopatogénicos foi 25°C, sendo que é de 22 a 25°C a
melhor faixa de temperatura para a atividddker, de acordo com Golubev (1998).
Temperaturas superiores a 30°C podem inativar a acéo das toxinas killer

Os resultados obtidos indicam ser, portanto, a ativitdlde um dos mecanismos de
controle utilizados pela levedufa globosa no controle dos fungos fitopatogénicos, porém a
acao sinérgica de outros mecanismos ndo pode ser descartada, uma vez que 0s resultados
indicam que houve o controle em todas as condi¢des estudadas, até mesmo naquelas que nac
sdo as mais adequadas para a atividade micocinogénica da levedura, embora em menor
extenséo.

A Tabela 2 apresenta os resultados da avaliagcdo da acdo do pH e da temperatura na
atividadekiller deT. globosa (1S112). Dentre os valores de pH estudados, o pH 4,5 foi o que
apresentou melhores resultados, indicando ser a condicdo mais favoravel para a atividade. A
temperatura de 25°C também se mostrou como a melhor para a levedura expressar essa
caracteristica. As leveduras sensiveis avaliadas também mostraram diferentes
comportamentos em confronto com a leveddiltar T. globosa; para a estirpe sensivelSde
cerevisiaglNCYC 1006) houve a formacao de halo azul ao redor da levkilaraindicando
morte da levedura sensivel, sendo que para a estirpe sensiweliitgsis glabrata (ATCC
15126) houve a formacao de um halo de inibicdo de crescimento celular ao redor da levedura

killer. Essa caracteristica pode indicar diferentes modos de acédo da toxina em diferentes
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espécies de leveduras, podendo resultar na morte ou na inibicdo do crescimento do

microrganismo sensivel.

Tabela 2. Efeito da temperatura e do pH do meio de cultura YEPD-azul de metileno
tamponado sobre a atividall#ler de T. globosa (1S112). H = halo de inibigdo; ZA = zona
azul (morte celular).

Linhagem sensivel

Temperatura  pH S. cerevisiae T. glabrata
(NCYC 1006) (ATCC 15126)
25°C 3,5 H/IZA H
45 ZA H
55 - -
30°C 45 ZA -
35°C 4.5 - -

Apesar da presenca da caracteridtiter na levedurd. globosa (1S112) apresentar-se
como um ponto positivo como mecanismo de controle biolégico de fitopatdbgenos, é
importante saber se a expressdo desta proteina ocorre a partir de genes presentes no:s
Cromossomos, ou se € expressa por plasmidios virais de dsRNA, o que ocorre em algumas
leveduraskiller (como S. cerevisiagpor exemplo). Neste caso a atividddier pode ser
perdida através de processo de cura (a¢do da temperatura ou actidione), 0 que ndo garantiria &
estabilidade genética da caracteristica. Os resultados para a deteccdo de plasmidios dsRNA
estdo dispostos na Figura 23, onde observa-se que a levedgiabosa (1S112) nao
apresenta o plasmidio viral, indicando que os gkilless estdo presentes no cromossomo, 0
que garante maior estabilidade desta caracteristica. Para fins de comparacéo, a Figura 23 traz
também os resultados para linhagen&ldgveromyces marxianyauséncia de dsRNA), e de

S. cerevisiadpresenca de 1 ou 2 plasmidios, L e M).
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Figura 23. Gel de agarose (1,3%) dos produtos da extracdo dos plasmidios dsRNA. Legenda:
1- T. globosa (1S112); 2 Kluyveromyces marxianyCCA 510); 3 —S. cerevisiadCCA
118); 4 -S. cerevisia¢CCA 015).

5.5.2. Producgéo de compostos antifungicos volateis

Outro mecanismo de acdo estudado foi a producdo de compostos volateis antifingicos
pelas leveduras. Para este teste, placas com divisdo foram utilizadas, no intuito de que as
células ou substancias extracelulares ndo-volateis da levedura ndo entrassem em contato com
0 micélio dos fungos fitopatogénicos testados. Os resultados obtidos mostraram que né&o
houve diferenca no crescimento micelial entre os tratamentos com a inoculacdo da levedura e
o controle (placa somente com o fungo) (Figura 24), indicando que a levedura néo realiza o
controle dos fungos filamentosos através de producao de substancias volateis.

A leveduraRh. mucilaginosa (2F32) também foi avaliada neste experimento, e apesar
de néo estar representada na Figura 24, o resultado foi semelhante ao das outras leveduras

isto é, ndo controlou os fungos fitopatogénicos através de compostos volateis.
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C. graminicola C. sublineolum T. paradoxa

controle

T. globosa

C. intermedia

Figura 24. Avaliacdo da producdo de compostos antifungicos volateis pelos isolados de
leveduras contra os fungos fitopatogéni€osublineolumC. graminicola €T. paradoxa, em
meio BDA, a 25°C, apos 7 dias de incubacao.

E possivel encontrar na literatura trabalhos com resultados positivos na producéo de
volateis por leveduras no controle de fitopatégenos fangicos. Bruce et al. (2003) observaram
que no cultivo em meio triptona de sof&, cerevisiadoi capaz de inibir cerca de 75% o
crescimento de fungos causadores de podridées em madeiraSctamaphoma pithyophila.

Os mesmos autores afirmaram que esta produgéao pode ser fortemente influenciada pelo meio
de cultivo, sendo que em meio pobre nutricionalmente, o controle obtido foi muito baixo ou
nulo. Os principais produtos volateis produzidos por S. cerevVwiam 2-pentanona, dimetil-

sulfeto e trimetil-sulfeto.

Fialho (2004), estudando o controle biol6gico do fu@gognardia citricarpa, agente
causal da pinta preta em citros pela leveduireerevisiacobservou controle do fitopatégeno
de até 83%, através da producao de compostos volateis. O autor atribuiu o controle do fungo a
producao de didxido de carbono pela levedura, que consome o acucar presente no meio de
cultura e, através da respiracdo, pode produzir uma atmosfera, na placa de Petri, com 8 a 12%
de CQ, a qual pode inibir o crescimento micelial de fungos c&hzopus stolonifere
Alternaria alternata (CIA, 2005).
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Resultados anteriores mostraram que o controle do fitopatbgeno pelas leveduras
estudadas pode se dar pela producéo de compostos antifungicos, porém nao volateis, como o

presente experimento demonstrou.

5.6.3. Producgéo de enzimas hidroliticas

Dentre os microrganismos antagonistas com potencial de aplicacdo no controle
biolégico de fitopatbgenos, algumas espécies se destacam pela capacidade de produzir
enzimas hidroliticas, as quais podem atuar na degradacdo da parede celular do fungo
filamentoso, causando danos a suas hifas e prejudicando seu desenvolvimento. Neste estudo,
foi avaliada a capacidade das levedufagylobosa(1S112),C. intermedia (2S02) &h.
mucilaginosa (2F32) em produzir as enzinfa$,3-glucanase e quitinase. Os resultados
obtidos, porém, indicaram que esses isolados ndo apresentam a capacidade de produzir essas

enzimas, nao sendo detectada nenhuma atividade enzimatica nas condi¢des avaliadas.

5.6.4. Producédo de sideréforos

Algumas espécies de microrganismos apresentam a capacidade de, além de competir
por espaco e nutriente, produzir agentes quelantes com alta afinidade por ions ferro, chamados
sideréforos. A partir de observagBes nas placas (Figura 25), foi possivel notar que os trés
isolados de leveduras ndo apresentaram a capacidade de producdo de sideréforos, pois nac
causaram a mudanca de coloracdo do meio Cromo Azurol S, como ocorreu para a linhagem
de A. niger utilizada como controle positivo, a qual modificou a coloracdo do meio de azul
para vermelho. A producado de sideroforos, portanto, ndo se apresenta como o mecanismo de
controle utilizado pelas leveduras no controle dos fungos fitopatégenos estudados.

E possivel encontrar na literatura trabalhos que apresentam a leRedunacilaginosa
como produtora de &cido rodotorulico, um sideroforo do tipo hidroxamato, sob condicbes de
falta de ferro no meio (ANDERSEN et al., 2003). Os resultados obtidos neste trabalho,
porém, mostram que esta linhagem néo foi capaz de produzir esta substancia sob as condi¢des
avaliadas. As possiveis razdes para este resultado podem estar na metodologia utilizada para &
deteccdo, ou na linhagem, que pode apresentar essa caracteristica e ndo expressa-la de form

significativa.
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Controlfe posi_tivo Controle negativo
Aspergillus niger sem indculo

T. globosa (1S112) C. intermedia (2S02)

Rh. mucilaginosa (2F32)

Figura 25. Avaliacdo da producéo de sideréforos pelos isolados de levedura e pela linhagem
de A. niger (CCT 4355), em meio extrato de malte 2%/CAS, a 25°C, ap6s 7 dias de
incubacéao.
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Os compostos sideroforos apresentam grande capacidade de retirar o ferro presente no
ambiente, levando o microrganismo a competicdo, quando a disponibilidade do elemento € o
fator limitante. Linhagens dBhodotorula glutinisda mesma forma queh. mucilaginosa,
apresentam a capacidade de produzir acido rodotorulico, e por meio deste mecanismo, a
levedura foi capaz de controlar o fungo filamentBs@xpansumcausador de podriddao em
macads no pos-colheita (CALVENTE et al.,, 1999). Wang et al. (2009) isolou leveduras de
ambientes marinhos e observou que a levedurgullulansfoi capaz de produzir altas
concentragdes de sideréforo, o qual atuou no controle de bactérias causadoras de doencas en

animais marinhos.

5.6.5. Competicdo por nutrientes

Uma da formas utilizadas pelas leveduras no controle do desenvolvimento de fungos
fitopatogénicos € a competicdo por espaco e nutrientes. Para avaliar se os isolados de
leveduras sdo bons competidores por nutrientes e dessa forma inibir o desenvolvimento
fungico, foi realizado este experimento, no qual foram testadas cinco concentracdes de glicose
(0,5; 1; 1,5; 2 e 2,5%) no cultivo misto de células de leveduras e esporos doCfungo
sublineolum avaliando-se a porcentagem de germinacao dos esporos fungicos. Os resultados
das andlises estatisticas estdo dispostos no Anexo V.

Os resultados mostraram que os isolados de leveduras apresentaram controle
significativo da germinacao dos esporos em todas as concentragdes de glicose (Figura 26). As
menores taxas de germinacdo dos esporo€.dsublineolumforam obtidas nas menores
concentracdes de glicose do meio de cultura, indicando o mecanismo de competicdo de
nutrientes como responsavel pelo controle. Os resultados também mostraram que a
germinacgao dos esporos do fungo néo foi influenciada pela concentragao de glicose do meio,
no cultivo puro do fitopatégeno (controle), apesar dos conidios necessitarem de energia
externa para germinacao, conforme descrito por Piccinin et al (2005). Na verdade, houve
diferenca significativa entre a concentracdo de 2,5% de glicose e as demais, com excecdo de
2%, sugerindo um efeito benéfico da maior disponibilidade de carbono para a germinacao dos
esporos. Porém, a concentracdo de 2% ndo diferiu estatisticamente das concentracdes
inferiores quanto ao parametro avaliado. A despeito desta consideracdo, ocorreu um nitido

efeito controlador da levedura sobre a germinacéo dos esporos.
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Chanchaichaovivat et al. (2008), avaliaram possiveis mecanismos de agéo da levedura
P. guilliermondii no controle da doenca antracnose em pimenta causada pelo Gungo
capsici Os autores observaram que o aumento das concentracbes de acuUcar reduziu a
supressdo da germinacdo do esporo fungico, sugerindo que a levedura compete pelos
nutrientes do meio com o fungo, inibindo seu desenvolvimento. Saravanakumar et al. (2008),
estudando uma nova linhagem btetschnikowia pulcherrima no controle dos fungos
fitopatégenosBotrytis cinereaPenicillium expansune Alternaria alternata, causadores de
doencas em macgds, observaram que a levedura foi capaz de controlar o fungo através da
competi¢cao por ferro do meio, indicando ser a deplegéo por ferro o mecanismo de controle
dos fungos testados.
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Figura 26. Germinacéo de esporos (%) do fur@osublineolum(CS) em cultivos puro e
mistos com as levedurds globosa (TG)C. intermedia (Cl) éRh. mucilaginosa (RM), em

meio caldo de batata, com diferentes concentracées de glicose, a 25°C, pH 6,5. Letras
diferentes indicam diferenca significativa a 5% pelo teste de Tukey.



78

Para o fitopatdogen€. sublineolumo mecanismo de competicdo de nutrientes deveria
ser mesmo relevante para o controle pela levedura, visto que este fungo é pouco eficiente na
competicdo com outros microrganismos do solo, causando redugdo na sua sobrevivéncia

quando em contato com o solo (LIPPS, 1985).

5.6.6. Observacao microscoépica da hifa dos fungos fitopatogénicos da zona de antagonismo

A partir dos resultados de antagonismo apresentados no item 5.2 para as trés leveduras
selecionadas, foi realizada a analise microscépica das hifas do fungo fitopatogénico para
observacdo de algum tipo de deformacdo causada pela levedura antagdnica. As hifas
apresentaram morfologias distintas quando comparadas as do tratamento controle (micélio
retirado de local longe da levedura), indicando possiveis modificagbes causadas pelas
leveduras (Figuras 27, 28 e 29).

Observando-se as hifas do fungosublineolunretiradas proximas a zona de inibicéo
causada pela leveduiia globosa (1S112), foi possivel notar que aquelas localizadas mais
préximas as células de leveduras mostraram-se murchas como se tivessem perdido o contetdo
celular, com aparéncia de fita, dobradas e emaranhadas (Figura 27 — C); nas hifas localizadas
na regido mediana, proxima ao halo de inibicdo, foi observada a formacdo de bolhas ou
granulagao da hifa, como pode ser comprovado na Figura 27 - B.

Anormalidades também foram notadas nas hifas do fuigsublineolumquando
proximas da zona de antagonismo com a levedurantermedia (2S02). Este fungo
apresentou hifas com crescimento comprometido, retorcidas, indicando um desenvolvimento
deficiente, além da presenca de hifas granuladas (Figura 28 — B e C ), se comparadas a regiao
mais afastada da zona de antagonismo, onde as hifas mostraram-se normais (Figura 28 — A).

O aspecto da hifa retirada do fungo inibido pela leve&iramucilaginosa (2F32) foi
de inchaco e formacéo de bolhas (granulacdo) naquelas retiradas da regido mediana, proxima
ao halo de inibicdo (Figura 29 — C) e de perda do conteudo celular nas hifas da zona de

inibicdo (proxima as células de leveduras), apresentada na Figura 29 — C.
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Figura 27. Detalhes da morfologia das hifas do furi@osublineolumvistas em microscopio
optico, retiradas da placa onde o fungo foi inoculado junto com a levEdgi@bosa (1S112)
(aumento 400X, fotos das hifas). Legenda: A — hifa longe da zona de antagonismo; B — hifa
proxima a colbnia da levedura; C — hifa da zona de antagonismo.
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Figura 28. Detalhes da morfologia das hifas do furigosublineolumvistas em microscépio
Optico, retiradas da placa onde o fungo foi inoculado junto com a levE€duraermedia
(2S02) (aumento 400X, fotos das hifas). A — hifa longe da zona de antagonismo; B — hifa
proxima a colbnia da levedura; C — hifa da zona de antagonismo.
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Figura 29. Detalhes da morfologia das hifas do fur@@osublineolumvistas em microscépio
optico, retiradas da placa onde o fungo foi inoculado junto com a levRturaucilaginosa
(2F32) (aumento 400X, fotos das hifas). A — hifa longe da zona de antagonismo; B — hifa
proxima a colbnia da levedura; C — hifa da zona de antagonismo.
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Ferreira et al. (1991), avaliando a acadaeillus subtilisno controle do fung&utypa
lata em uvas, observaram diferencas na morfologia da hifa, com afinamento das pontas e
formacgao de bolhas no decorrer de toda a extensao da hifa. Chaurasia et al. (2005) estudaram
o0 antagonismo d8acillus subtilisa Fusarium oxysporune observaram anormalidades no
desenvolvimento das hifas, com a lise da parede celular, vacuolizacdo e granulacdo. Em
ambos os trabalhos, creditou-se as irregularidades na morfologia da hifa a acdo de substancias
antibiéticas produzidas pela bactéria, porém ndo foram descritas quais seriam estas
substancias, nem mesmo seu modo de acéo.

Apesar de, provavelmente, as leveduras avaliadas apresentarem diferentes mecanismos
de ac&o na inibicdo do desenvolvimento dos fungos fitopatogénicos, o aspecto das hifas nos
locais de controle apresentam semelhancas, como a granulagdo, que pode ser observado en
todos os casos. Possivelmente a acdo de compostos que atuam na parede celular das hifas
pertubando o equilibrio osmdtico, seja a razéo para a inibicdo do desenvolvimento do fungo
filamentoso. Para o fungo controlado pela levedurglobosa (1S112), estas alteracdes na
morfologia das hifas podem ser devido a toXiiller. Nao se conhece a natureza da toxina
killer deT. globosa, nem seu modo de acdo, porém os componentes da parede celular sdo os
locais primarios de reconhecimento das toxinas. Estas reconhecem diferentes receptores da
parede celular, ligando-se a eles preliminarmente, antes dos receptores da membrana
plasmatica (GOODAY, 1995). Masih et al. (2000) estudaram a acao da lefPecumamala
isolada da superficie de macgés, no controle do fhgonerea, e observou deformacfes na
hifa fungica, quando em contato com as células da levedura, como coagulacdo e
extravasamento do conteudo citoplasmatico. Os autores sugeriram que o resultado observado
ocorreu devido a producéo de enzimas hidroliticas, principalmeh& ucanase.

Os resultados obtidos neste trabalho, no entanto, comprovam que o mecanismo de
controle se da pela producdo de substancias antifingicas, sejam elas do tipkiltexioa

outras ainda desconhecidas.
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5.6.7. Avaliacdo do crescimento micelial do fungo fitopatégeno retirado da zona de

antagonismo

As hifas retiradas da zona de antagonismo, embora estivessem deformadas, néo
perderam a viabilidade, pois cresceram na mesma velocidade que as hifas retiradas de locais
longe da levedura. Os resultados obtidos podem ser visualizados na Figura 30.

As alteracdes morfologicas, em nivel de parede celular, discutidas no item anterior,
podem ter sido provocadas pelos compostos antifingicos produzidos pelas leveduras, mas nao
em concentragdo suficiente para causar lise e extravasamento do conteudo celular. Se esta
situacao ocorrein vivo, no entanto, pode-se supor que estas modificagcdes na parede celular

dificultariam a penetracdo do fitopatdgeno no hospedeiro, por causar enfraquecimento das

hifas.
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Figura 30. Avaliagcéo do crescimento micelial dos fungassublineolumC. graminicola €T.
paradoxa, cujas hifas foram retiradas de diferentes locais da placa onde foram cultivados com
as levedurad. globosa(1S112),C. intermedia (2S02) Bh. mucilaginosg2F32). Legenda:

A — hifa longe da zona de antagonismo; B — hifa proxima a colénia da levedura; C — hifa da
zona de antagonismo.
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5.7. Caracterizacdo das leveduras como promotoras de crescimento vegetal

5.7.1. Roducao de acido indol-acético (AIA)

Para a deteccdo da producdo de acido indol-acético (AlA) pelos isolados de leveduras,
foi utilizada a técnica descrita por Bric et al. (1991), porém algumas variacfes na constituicao
do meio de cultura e membranas foram feitas. Essa adequacdo foi necessaria devido as
técnicas normalmente utilizadas na deteccao de AlA terem sido propostas para bactérias, que
apresentam diferentes necessidades nutricionais. Os resultados aqui obtidos mostram que a
levedura T. globosa (1S112) tem a capacidade de producdo de AIA em meio BDA
suplementado com triptofano, tornando o papel de filtro ou membrana de nitrocelulose,
avermelhados depois de pipetado sobre eles o reagente de Salkowski (Figura 31).

Ha varios relatos da acdo do fitorménio AIA no controle bioldgico de fitopatégenos.
Brown e Hamilton (1993) observaram que a acdo do AIA sobre esporos fungicos de
diferentes patdgenos inibiu a germinacdo e o crescimento micelial de forma significativa.
Droog (1997) afirmou que a atuagdo do AlA no controle de fitopatdgenos esta relacionada a
inducao de resisténcia da planta hospedeira. Yu et al. (2008) avaliaram a acao da@vedura
laurentii e do AIA (20 pg/ml) no controle d8. cinereacausador da podriddo em macgas, e
observaram que a levedura sozinha néo foi capaz de controlar o fungo, sendo que em conjunto
com o AlA a inibigdo do crescimento fangico foi 50% maior.

Os dados obtidos neste trabalho indicam Guglobosa (linhagem 1S112) é capaz de
produzir AlA, sendo, portanto uma levedura com potencial de agente de controle bioldgico e
promotora de crescimento vegetal. Além da producdo de téKlea e a competicdo por
nutrientes e espaco, a linhagem 1S112, produzindo o fitormdnio AlA, pode contribuir para a
inibicdo do desenvolvimento fangico (diretamente ou pela promoc¢éo do crescimento vegetal),

mostrando que diferentes mecanismos podem estar envolvidos no antagonismo.
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Figura 31. Membrana de nitrocelulose e papel de filtro indicando, através da coloracao
avermelhada (setas), a producéo de AlA pela levedugbobosa (1S112). Legenda: meios de
cultura (LB — Luria Bertani; TSA Fryptic SoyAgar; BDA e YEPD); 2F32 — linhagem de

Rh. mucilaginosa; 2S02 — linhagem de C. intermedia; 1S112 — linhagem de T. globosa.
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5.7.2. Solubilizagéo de fosfatos insoluveis

Este experimento objetivou a avaliacdo da capacidade de solubilizacdo de fosfatos
insollveis pelas leveduras testadas. A levedurayjlobosa (1S112) apresentou um halo
translicido ao redor da colénia indicando ser um microrganismo solubilizador de fosfato. O
mesmo nao foi observado para as levedGrastermedia (2S02) Bh. mucilaginosa (2F32),

Figura 32.

T. globosa (15112) C. intermedia (2S02) Rh. mucilaginosa (2F32)

Figura 32. Avaliacdo da solubilizacdo de fosfato insoluvel pelas levedurago, em meio
PDYA, a 25°C, apos 3 dias de cultivo.

A solubilizacdo de fosfatos e outros minerais no solo geralmente ocorre através da
producdo de acidos organicos, que podem vir acompanhados da producdo de outros
metabdlitos que apresentam a capacidade de controlar o desenvolvimento de fitopatégenos de
solo. Estudo#n vitro mostram o potencial destes organismos em simultaneamente solubilizar
minerais e sintetizar compostos que suprimem patdogenos como sideroforos, fitormonios e
enzimas liticas (VASSILEV et al., 2006). E possivel observar esse comportamento em
bactérias, comd®seudomonasp. (CATTELAN et al., 1999) 8acillus sp. (DEY et al.,

2004), além de fungos filamentosos cofiechoderma harzianun{ALTOMARE et al.,

1999), Penicillium variabile (FENICE et al., 2000), e fungos micorrizicos arbusculares
(JOHANSSON et al., 2004). Vora e Shelat (1998) isolaram uma linhagdmglebosana

india, e apds processo de selecdo de microrganismos solubilizadores de fosfato, observaram
gue essa espécie apresentou 6timos resultados, sendo o Unico microrganismo capaz de
solubilizar fosfato tricalcico devido a sua habilidade em produzir acido acético.

Esta caracteristica — solubilizacdo de fosfatos insollUveis — é de grande importancia para
a sustentabilidade do ambiente, pois os fosfatos naturais (insoliveis), que se dissolvem

lentamente na solugcdo do solo, apresentam menor eficiéncia que os fosfatos sollUveis ou
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industrializados em curto prazo, porém, em longo prazo, seu efeito residual é geralmente
maior (KORNDORFER et al., 1999).

5.7.3. Solubilizag&o de rochas potéassicas

Além do fésforo, o potassio (K) é um nutriente essencial no desenvolvimento das
plantas, e, por isso, é de extrema importancia para a produtividade das principais culturas. E
muito utilizado na agricultura brasileira, porém sua producéo nacional representa apenas 10%
de todo o potassio utilizado (MORAES, 2005). Com o intuito de reduzir os impactos
negativos na balanca comercial, no que se refere ao uso de adubos quimicos e visando maior
sustentabilidade ambiental e agron6mica, algumas tentativas tém sido feitas para se utilizar
rochas diretamente no solo. Entretanto, o longo tempo necessério para alteracdo dos minerais
contidos nas rochas e disponibilizacdo de elementos importantes para a nutricdo de plantas,
pode inviabilizar esta alternativa.

A partir do resultado demonstrando que a levedurglobosa (1S112) apresenta a
capacidade de solubilizacdo de fosfatos insoluveis, houve o interesse em se avaliar a
capacidade deste isolado em solubilizar o potassio a partir de po6-de-rocha ultraméafica
alcalina, uma vez que ha poucos trabalhos de biossolubilizagdo de potassio por
microrganismos, especialmente leveduras.

Os resultados (tabelas estatisticas constantes no Anexo VI) mostraram que a levedura
apresentou solubilizacéo significativa do po-de-rocha com liberagédo de potassio (Figura 33).
Houve aumento da acidez titulavel e diminuicdo do pH nos tratamentos onde a levedura foi
inoculada, indicando producédo de acidos, o qual deve ser o provavel mecanismo de
solubilizagdo da rocha. Vora e Shelat (1998) ja haviam verificado este mecanismo para a
solubilizag&o de fosfato tricalcico, mostrando também aumento significativo na produtividade
das culturas inoculadas se comparadas as ndo-inoculadas, testando diferentes culturas no

campo.
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Trabalhos anteriores empregando o mesmo p6 de rocha, na mesma escala (200 mL de
meio em frascos de 500 ml) e condicbes de cultivo, porém utilizando o fungo filamentoso
Aspergillus niger apresentaram resultados inferiores de potassio soluvel liberado (Avansini
et al., 2008). Com a levedura, houve a solubilizacdo de mais de 1/dmiapos 15 dias de
incubacgao, enquanto o fungo A. niger necessitou de 30 dias para alcangcar o mesmo resultado.

Esta levedura pode oferecer grande potencial para aplicacbes biotecnoldgicas,
principalmente na producdo de acidos organicos e solubilizacdo de rochas para producéao de
biofertilizantes. O fato de esta levedura ser encontrada na rizosfera da cana-de-agucar
apresenta-se como um fator positivo, sendo que a aplicacdo de pds de rocha em solos
agricolas depende grandemente da presenca destes microrganismos para transformar os
nutrientes insollveis em formas disponiveis para absorcdo das plantas, auxiliando na sua
nutricdo e desenvolvimento. Desta forma, a levedura pode contribuir para a promog¢éo do
crescimento vegetal, e desta forma auxiliar indiretamente no controle biol6gico de

fitopatogenos.

5.8. Experimentos in vivo

5.8.1. Avaliacao do controle biologico de Colletotrichum sublineanmsorgo pelo isolado

de levedura T. globosd S112).

Apoés a observacéaa vitro do controle do crescimento micelial do fungo fitopatogénico
C. sublineolumcausador da antracnose em sorgo, pela levadglabosa (1S112), realizou-
se um experimento in vivo, em casa-de-vegetacao, para avaliacdo do controle bioldgico, sendo
gue os resultados se encontram na Figura 34.

O tratamento T6, no qual foi aplicado o controle quimico com o fungicida Metiltiofan,
apresentou os melhores resultados na inibicdo da doenca. Os tratamentos T3 e T5, com a
aplicacdo da levedura 24 horas antes ou apds a inoculacdo do fungo, respectivamente,
apresentaram controle da doenga, nao diferindo significativamente do tratamento controle
(T1) sem nenhum tipo de inoculacdo, sendo, porém, estatisticamente diferente do tratamento

T4, no qual foi inoculado somente o fungo, apds 6 semanas de cultivo do sorgo.
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Figura 34. Avaliacdo do desenvolvimento da antracnose em sorgo, em casa-de-vegetacao,
por um periodo de 6 semanas, utilizando-se uma escala de 0 a 10 (0 a 100% dos sintomas em
folhas). Legenda: T1 — controle (sem nenhum tratamento); T2 — levedura inoculada junto com

o fungo; T3 — levedura inoculada 24 horas apés o fungo; T4 — inoculacdo do fungo; T5 —
levedura inoculada 24 horas apos o fungo; T6 — aplicacdo do fungicida Metiltiofan e
inoculagéo do fungo 48 horas depois. Letras diferentes indicam diferencga significativa a 5%
entre os tratamentos pelo teste de Tukey. A escala de notas esta representada na Figura 35.

A inoculacao da levedura antes ou apdés o fungo apresentou-se como a melhor forma de
introducdo da levedura na planta, gracas provavelmente a capacidade da levedura em
reproduzir e dominar o ambiente foliar de forma mais rapida, se comparado ao fungo
fitopatogénico. Esse fato pode revelar um grande potencial de colonizagéo das folhas por
parte da levedura, se estabelecendo antes do fungo. Outros mecanismos possivelmente
utilizados podem ser a producédo de algum tipo de substéncia antagénica ou favorecimento das
defesas naturais da planta (induc&o de resisténcia). No tratamento T5, embora inoculada num
momento posterior & inoculagdo do fungo, a levedura pode apresentar rdpido e eficiente
crescimento, sendo capaz de colonizar a folha num tempo menor que o fungo diminuindo a
infeccdo e colonizacédo sobre as células do hospedeiro (sorgo). Dessa forma, provavelmente,
ocorreu uma diminuicdo do progresso da doenca. Os sintomas de antracnose nas folhas de
sorgo e um esquema ilustrando os niveis de incidéncia da doenca, com a escala de notas

utilizada no experimento, estao dispostos na Figura 35.
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Figura 35. Destaque das folhas de sorgo com sintomas da doenca antracnose foliar, causada
pelo fungo fitopatogénic@. sublineolumA — fonte: EMBRAPA Milho e Sorgo; B — foto do
experimento em casa-de-vegetacdo (UFSCar); C — esquema ilustrando os niveis de incidéncia
da doenca nas folhas de sorgo, e a escala de notas utilizada no experimento.

O tratamento T2, porém, no qual a levedura e o fungo foram inoculados ao mesmo
tempo, ndo diferiu significativamente do tratamento T4 (inoculado somente com o fungo).
Esse resultado deve-se, provavelmente a algum tipo de erro no momento da aplicacdo do
inoculo (esporos fungicos e células de leveduras). A levedura foi borrifada primeiramente, e o
fungo aplicado em cima, sendo que este pode ter “lavado” parte das células, ocorrendo uma
diminuicao do inoculo final da levedura. Este fato, porém, ndo coloca em divida a capacidade
da levedura em inibir o desenvolvimento do fungo filamentoso e o estabelecimento da

doenca, devido os resultados obtidos pelos tratamentos T3 e T5.
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Piccinin et al. (2005) realizaram estudo semelhante no contralz sigblineolumem
sorgo, porém utilizando como levedura antagonica a especerevisia¢fermento bioldgico
Fleischmann). Os autores observaram que a aplicacéo da levedura uma Unica vez nas plantas
(24 horas antes ou ap6és a inoculacéo do fungo) néo foi capaz de controlar o fungo em campo,
nao apresentando diferenca significativa com o tratamento somente com a inoculagédo do
fungo; porém a inoculacdo semanal da levedura apresentou 6timos resultados no controle do
fungo, semelhantes aos observados no tratamento com aplicagcdo de fungicida (tratamento
quimico).

De acordo com Windels e Lindow (1985) e Tokeshi (1991) citados por Piccinin et al.
(2005), as espécies fangicas @elletotrichum necessitam de fonte de energia externa ao
conidio para germinarem, sendo que a competi¢cdo por nutrientes com a levedura apresenta-se
dispendiosa uma vez que esta é eficiente competidora por acucar do filoplano.

Nao foi possivel observar diferencgas significativas em altura e massa seca da parte aérea
entre os tratamentos (Figura 36), 0 que indicaria que a levddugiobosa, apesar de
controlar o desenvolvimento da doenca, ndo promoveu o crescimento vegetal.

Os experimentos vitro demonstraram a capacidade deste isolado na producédo de AIA
e solubilizagéo de P e K, no entanto, a aplicacdo nas plantas foi realizada por borrifadores nas
folhas, ndo atingindo o solo e a rizosfera, locais onde a levedura poderia expressar

caracteristicas de promocéao de crescimento.
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Figura 36. Altura (cm) e massa seca (mg) da parte aérea das plantas de sorgo no momento da
colheita apos o término do experimento em casa-de-vegetacao (apds 6 semanas).

N&o h& na literatura dados sofireglobosa no controle de doencgas, porém algumas
empresas como as indianas Agriland Biotech Limited e Sundaram Overseas Operation,
comercializam biofertilizantes que apresentam em sua composi¢cdo alguns microrganismos,
entre eles a leveduia globosa, a qual sdo dadas as funcdes de solubilizadora de fosfatos de
rocha e produtora de compostos promotores de crescimento vegetal. No entanto ndo ha
comprovacgdo cientifica, fazendo-se necessario que esta espécie de levedura seja mais
profundamente estudada para que suas qualidades, principalmente no controle fungico,
possam ser exploradas e contribuir para a sustentabilidade da producéo agricola brasileira.
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5.8.2. Avaliacdo do controle do desenvolvimento de Thielaviopsis parahoxaletes de

cana-de-acucar pela levedura T. globosa

Foi também realizado um experimerito vivo para avaliar a acdo da leveddra
globosa no controle do fungo fitopatogéni€o paradoxa na podridao de toletes de cana.
Utilizou-se a variedade RB867515, desenvolvida pela Universidade Federal de Vigosa, que
apresenta, entre outras caracteristicas agronémicas, alta velocidade de crescimento, porte alto,
habito de crescimento ereto, alta densidade de colmo, de cor verde arroxeado e de facil
despalha. E uma variedade de maturacdo média, suscetivel a podriddo abacaxi e estrias
vermelhas, e intermediaria a podriddo de Fusafidoffmann, 2008).

Os resultados indicaram que a levedura tem a capacidade de controlar o
desenvolvimento dd. paradoxa de forma significativa em relagdo ao tratamento sem a
inoculagéo da levedura (Figuras 37 e 38). A incidéncia da doenca foi verificada pela extenséo
das lesbes escuras no colmo, comparativamente ao tamanho do tolete.

Embora tenha ocorrido a contaminacdo do tolete de cana-de-acucar peloTfungo
paradoxa no tratamento controle (sem indculo), verificou-se o efeito marcante da |évedura
globosa no controle da doenca, pois no tratamento onde somente a levedura foi inoculada, a
incidéncia da doenca foi muito baixa, ou seja, significativamente diferente dos demais
tratamentos.

Esse fungo fitopatogénico coloniza a planta através de ferimentos no colmo da cana,
sendo um fungo habitante do solo (GAROFALO e McMILLAN, 2004). Durante o processo
de plantio sdo realizados tratamentos quimicos (fungicidas) e térmicos dos toletes de cana-de-
acucar para a inibicdo do crescimento do fitopatdogeno. A partir dos resultados obtidos neste
trabalho poderia se recomendar a imersédo dos toletes em suspensao da Tevgdbosa,
garantindo-se assim a inibicdo da colonizacao e desenvolvimento do fungo fitopatogénico.
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Figura 37. Incidéncia da doenca podriddo abacaxi (%) em toletes de cana-de-acucar,
variedade RB72454 causada pelo furigoparadoxa, apos 30 dias de incubacado, a 28°C.
Legenda: controle — tolete ndo inoculado cbnparadoxa €r. globosa; levedura — tolete
inoculado somente comi. globosa; fungo — tolete inoculado somente cbnparadoxa;
fungo+levedura — tolete inoculado com paradoxa¥®. globosa. Letras diferentes indicam
diferenca significativa a 5% pelo teste de Tukey.
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Figura 38. Aspectos dos toletes de cana-de-agUcar do experinrenigo do controle da
podriddo abacaxi, causada pelo fufiggaradoxapela levedurd. globosa (1S112), apés 30
dias de incubagéao, a 28°C, nos diversos tratamentos.
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6. CONCLUSOES

- As leveduras 1S112, 2S02 e 2F32, identificadas cbngbobosa, C. intermediaRkh.
mucilaginosa, respectivamente, isoladas da rizosfera e folhas da cana-de-acgucar, apresentaram
capacidade de controlar o desenvolvimento dos fungos fitopatog&hicgminicola, C.

sublineolume T. paradoxa em testes in vitro;

- 0s mecanismos de acao utilizados pela levetugiobosa(1S112) sao a producao de

toxina killere a competicdo por nutrientes do meio;

- as levedura€. intermedia (2S02) Bh. mucilaginosa (2F32) apresentam a capacidade
de controlar os fungos filamentosos através de competicdo por nutrientes do meio e producéo

de compostos antifungicos, sendo estes nao identificados nos estudos aqui realizados;

- a levedurd. globosa1S112), além de controlar os fitopatégenos, apresenta potencial
como promotora de crescimento vegetal, com capacidade de producao de AlA e solubilizacao

de fosfatos e potassios insoluveis;

- 0s resultados significativos obtidos nos experimeimosivo com a levedurar.
globosa (1S112) no controle da antracnose em sorgo e da podriddo abacaxi em cana-de-
acucar, indicam que esta linhagem constitui-se em uma levedura com potencial para ser
utilizada no controle biolégico, sendo necessarias analises mais aprofundadas dos compostos
antifingicos por ela produzidos, para isolamento, purificacdo e caracterizacdo das

substancias.
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ANEXO |

Meios e solucdes utilizados nos cultivos e ensaios

Todos os meios de cultura e solugdes utilizados foram, quando necessario, autoclavados

por 120°C e 1 atm por 20 minutos.

Agarose 0,8% - 0,8 g de agarose dissolvido em 100 ml de agua milli-Q. Para dissolucao total

da agarose, esta sofreu aguecimento em microondas.

CIA - cloroférmio e alcool isoamilico (24:1).

Clorofane - fenol, cloroférmio e alcool isoamilico (25:24:1).

Etanol 60% - 60 ml de etanol absoluto misturado a 40 ml de agua destilada.

Etanol 70% - 70 ml de etanol absoluto misturado & 30 ml de agua milli-Q. A solucéo foi

mantida em freezer (-20°C).

Isopropanol 65% - 65 ml de isopropanol puro misturado a 35 ml de agua destilada.

Lugol - iodo 0,33 % (p/v) e iodeto de potassio 0,66 %, dissolvidos em agua destilada.

Meio de cultura Acetato — 0,4 % de acetato de sédio, 1,5 % de agar, dissolvidos em agua

destilada e pH ajustado para 6,5.

Meio de cultura Batata Dextrose (BD) — foi preparado da mesma forma que o meio caldo de

batata, porém com o acréscimo de 20 g de glicose para cada 1000 ml de meio.

Meio de cultura Caldo de Batata— para o preparo de 1000 ml de meio, 1 kg de batata foi
cozido com volume de agua destilada inicial de 1000 ml. Apds as batatas cozinharem até
quase desmanchar, estas foram descartadas e a agua restante (caldo de cozimento) foi

completada para 1000 ml.
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Meio de cultura Corn Meal Agar (CMA) — 1,7 g do meioCorn Meal Agar (Difco)

dissolvidos em 80 ml de agua destilada aquecida, completando-se o volume para 100 ml.

Meio de cultura Cromo Azurol S (CAS) —60,5 mg de Cromo Azurol S (CAS) dissolvido
em 50 ml de agua destilada, e misturada a 10 ml de solucdo de ferrop6iH&CE HCI 10
mM). Sob agitacdo essa solucao foi adicionada lentamente a 72,9 g de HDTMA dissolvido

em 40 g de agua.

Meio de cultura BDA — 39 g do meio BDA (Himedia®) foram dissolvidos em 1000 ml de

agua destilada.

Meio de cultura GYMP - 2% glicose, 0,5% extrato de levedura, 1% extrato de malte e 0,2%

fosfato de potassio, dissolvidos em agua destilada.

Meio de cultura Luria Bertani (LB) — 10 g/L de triptona; 5 g/L de NaCl; 5 g/L de extrato de

levedura; 20 g/L de Agar, dissolvidos em agua destilada.

Meio de cultura PDYA (para solubilizacao) -80 g/L de glicose; 0,7 g/L de Mg%.O?HZO;

0,1dL de extrato de levedura, dissolvidos em agua destilada.

Meio de cultura WLN - 80 g do meio WL Nutrient (Acumedia®) dissolvidos em 1 litro de
meio. Adicionou-se 0,01% ampicilina e 0,01% acido nalidixico.

Meio de cultura YEPD - 1% extrato de levedura; 2% peptona; 2% glicose, 2% agar, 0,01%

ampicilina e 0,01% &cido nalidixico, dissolvidos em agua destilada.

Meio de cultura YM - 0,3% extrato de levedura; 0,3% extrato de malte; 0,5% peptona; 1%

glicose; 2% agar; 0,01% ampicilina e 0,01% acido nalidixico, dissolvidos em agua destilada.

Meio de cultura Tryptic Soy Agar (TSA) — meio comercial TSA 40 g dissolvidos em 1 litro

de agua destilada.
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Meio de cultura Extrato de Folha de Cana (EC) —10 g de folha de cana-de-acucar triturada

e 20 g de glicose misturados e dissolvidos em 1 litro de agua destilada.

Meio de cultura Extrato de Folha de Milho (EM) -10 g de folha de milho triturada e 20 g

de glicose misturados e dissolvidos em 1 litro de 4gua destilada.

Meio de cultura Extrato de Malte 2 % - 20 g de extrato de malte dissolvido em 1litro de

agua destilada.

Meio de cultura Solo + Glicose (SG) —10 g de solo e 20 g de glicose misturados e

dissolvidos em 1 litro de agua destilada.

Meio de cultura Gorodkowa — 0,1 % de glicose, 1% de peptona, 0,5 % de cloreto de sddio,

2 % de agar, dissolvidos em agua destilada.

Meio de cultura Yeast Carbon Base -11,7 g de Yeast Carbon Base (YCB) (Difco)
dissolvidos em 100 ml de &gua destilada. Esterilizado por filtracdo em membrana de 0,22 um

de porosidade.

Meio de cultura Yeast Nitrogen Base —6,7 g de Yeast Nitrogen Base (YNB) (Difco)
dissolvidos em 100 ml de 4gua destilada. Esterilizado por filtracdo em membrana de 0,22 pm

de porosidade.

Meio de cultura YM — 0,3 % de extrato de malte, 0,3 % de extrato de levedura, 0,5% de

peptona, 1 % de glicose, 2 % de agar, dissolvidos em agua destilada.

Reagente ADNS (acido 3,5-dinitrosalicilico) Pesar 4,0 g de hidroxido de sédio e dissolver

em 50 mL de agua destilada. Pesar 2,5 g de DNS e adicionar a solucdo de NaOH recém

preparada. Pesar 75,0 g de tartarato duplo de sédio e potassio e dissolver, sob agitacdo
constante, em 125 mL de agua destilada. Adicionar a solu¢cdo de DNS a solugéo de tartarato,

sob aquecimento, até dissolver completamente.
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Reagente de Salkowski — 2 ml de FeCl 0,5 M, 98 ml de &cido perclérico 35 %. A solucdo de
FeCl 0,5 M deve ser armazenada em frasco escuro.

Solucéo de brometo de etideo — 30 ul de brometo de etideo misturado a 100 ml de tampéao
TBE 1X.

Solucéo de safranina — 0,5 g de safranina dissolvido em 100 ml de agua destilada.

Solucéo de verde-malaquita 5% 5 g de corante verde-malaquita dissolvidos em 100 ml de

agua destilada.

Solucéo estéril de lavagem 0,85% NaCl, 0,1% Tween 40, dissolvidos em agua destilada.
Solucgéo salina 0,85% 0,85% de NacCl, dissolvidos em de agua destilada.

Tampao Acetato de Sodio 0,1 M pH 5,0 348 ml da solucédo de acido acético 0,2 M com

352 ml da solugéo de acetato de sédio 0,2 M, misturados com agua destilada até completar o

volume para 1 litro.

Tampao de extracdo - Triton 100X 2%, SDS 1%, NaCl 100 mM, Tris-HCI 10 mM pH 8,
EDTA 1 mM pH 8, dissolvidos em &gua milli-Q.

Tampao Mcllvaine - acido citrico 50 mM, fosfato de sédio 100 mM, ajustando-se o pH para
6,0.

Tampao SM -2,5 ul de cloreto de magnésio 2 M, 200 ul de Tris-HCI 1 M pH 9, dissolvidos

em agua milliQ estéril para volume final de 1 ml.

Tampao TBE 10X —108 g de Tris base e 55 g de acido bérico em 400 ml de EDTA 0,5 M pH
8. O volume foi completado para 1000 ml com agua milli-Q.

Tampao TE 1X- 10 mM EDTA, 100 mM Tris-HCI, dissolvidos em agua milli-Q.
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RESULTADO DO BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) DOS ISOLADOS
DE LEVEDURAS SELECIONADOS PARA OS TESTES DE ANTAGONISMO

ISOLADO 1S112 -Query ID -Icl|21647

Accession | Description | Max score | Total score ‘ Query coverage |_E value | Max ide
AY046184.1 Torulaspora alobosa internal transcribed spacer 1, partial sequence 348 345 100% 7e-93 5%
A1223074.1 Taorulaspora alobasa 5.85 aene and ITS1 and 1TS2 (strain CBS 764" 348 348 100% Fe-93 95%
F1873436.1 Tarulaspara sp. EN11509 internal transcribed spacer 1, partial sequ 338 335 100% Se-39 97
AB304160.1 Torulaspara sp. NBRC 103204 genes for 183 rRNA, ITS1, 5.8 rRN! 335 335 100% Se-89 97 %
AB304159.1 Torulaspara sp, NBRC 103203 genes for 183 rRMA, ITS1, 5.8 rRMN/ 335 335 100% Se-89 97 %
AR304158.1 Taorulaspara sp, NBRC 103202 genes for 185 rRMA, ITS1, 5,85 rRMN/ 335 339 100% Se-89 9%
AB304157.1 Torulaspora sp, NBRC 103201 genes for 185 rRMA, ITS1, 5,85 rRM/ 335 335 100% Se-89 9%
AB304156.1 Torulaspora sp, NBRC 103200 genes for 183 rRMA, ITS1, 5,83 rRM/ 335 335 100% Se-89 9%
AB304155.1 Torulaspora sp, NBRC 103199 genes for 183 rRMA, ITS1, 5,83 rRM¢ 331 331 9% Fe-Gd 9%
AB304154.1 Torulaspora sp, NBRC 103198 qenes for 183 rRMA, ITS1, 5,83 rRM/ 331 331 98% Fe-8a 9%
AB304155.1 Torulaspora sp. MBRC 11062 genes for 185 rRNA, ITS1, 5.85 rRNA, 331 331 8% Te-GE RS
AB304152.1 Torulaspora sp, NBRC 11061 qenes for 185 rRNA, ITS1, 5.85 rRNA, 331 33 95% Te-G8 9%
F1338525.1 Torulaspora sp, #Z-464 185 ribosomal RNA qene, partial sequence; 36 316 100% 2e-33 96%
AT046155.1 Kluyveramyces africanus internal transcribed spacer 1, partial sequ 316 316 100% 2e-83 6%
Fla88524.1 Torulaspora sp, AS 2,3768 183 ribosornal RNA aene, partial sequen 33 313 98% 2e-52 6%
F1491947.1 Torulaspora delbrueckii isolate 278 185 ribosormal RMNA gene, partia 313 313 A% 2e-82 6%
FM177675.1 Uncultured compost funqus 185 rRMA gene (partial), ITS1, 5.835 rRE 313 313 8% 2e-G2 96%
AB46937E.1 Torulaspora delbrueckii qenes for 5.85 rRNA, ITS1, partial sequeno 313 313 A% 2e-82 6%
EU738699.1 Torulaspora delbrueckii isolate MKZ324 185 ribosomal RMA gene, pi 315 313 98% 2e-32 6%
Fli55222.1 Torulaspora franciscae strain NRRL T-6686 185 ribosomal RNA gene 315 313 98% 2e-52 6%
FJ155205.1 Torulaspora sp, $G5508 185 ribosornal RMA aene, partial sequence 315 313 98% 2e-52 6%
EFS68083.1 Tarulaspora delbrueckii strain WM 821 185 ribosamal RMA qene, pa k] 313 98% 2e-32 96%
ELSEE308.1 Tarulaspara delbrueckii isolate P-TO-32 internal transcribed spacer : 33 313 8% 2e-32 6%
AVTIE1ZE1 Saccharomyoete sp, ibra62é internal transcribed spacer 1, partial s 33 313 08% 2e-32 6%
AV736127.1 Saccharomyoete sp. ibra527 internal transcribed spacer 1, partial s 313 313 98% 2e-G2 6%
AYD46186.1 Taorulaspora pretoriensis internal transcribed spacer 1, partial seque 313 313 9% 2e-82 6%
AYD46187.1 Torulaspora delbrueckii internal transcribed spacer 1, partial sequer 313 313 9% Ze-G2 6%

gb|AY046184.1]- Torul aspora globosa internal transcribed spacer 1,
partial sequence; 5.8S ribosomal RNA gene, conplete sequence; and

internal transcribed spacer 2, partial sequence
Lengt h=729

Score = 348 bits (188), Expect (e-value)= 7e-93
Identities = 192/194 (98%, Gaps = 0/194 (0%
St rand=Pl us/ Pl us

CTAGTCAAAAACCGATTTCGT TTTAGAAATTAAAAAATATTCAAAACT TTCAACAACGCGA

LOCEEEEEE e P et et e e e il
CTAGTCAAAAACCAAT TTCGT TTTAGAAATTAAAAAATAT TCAAAACT TTCAACAACGGA

TCTCTTGGI TCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCA

R AR AR AR R RN REEA RN
TCTCTTGGT TCTCGCAT CGAT GAAGAACGCAGCGAAAT GCGATACGTAATGTGAATTGCA

GAATTCCGT GAATCATCGAAT CTTTGAACGCACAT TGCGCCCCTTGGTAT TCCAGGGEGEGEC

RN AR AR AN AR RN RN RRERRNR AR
GAATTCCGT GAAT CATCGAAT CTTTGAACGCACAT TGCGCCCCT TGGTAT TCCAGGGGGC

GITGCCTGITTGAGC 197

AR
ATGCCTGTTTGAGC 464

63

330

123

390

183

450

H_
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Accession | Description | ™Max score | Total score |  Query coverage | _E value | Max ident
EF568011.1 Candida intermedia strain WM 11 185 ribosomnal RNA gene, partial 558 558 100% S5e-156 9%
EF122222.1 Candida intermedia strain zhuan202 1 18% ribosomal RMNA aene, pa 58 558 100% Se-156 99%
AYE00575.1 Candida interrmedia 183 ribosornal RMA aene, partial sequence: inte 55s 553 100% Se-156 Q9%
EF060776.1 Saccharomycetales sp. LM475 185 ribosomal RNA gene, partial seq 497 497 100% 1e-137 95%
EF060775.1 Saccharomyoetales sp, LM473 185 ribosomal RNA gene, partial seq 497 497 100% le-137 95%
DQAE037.1  Candida intermedia strain YAOLla 185 ribosomal RNA qene, partial s 497 497 100% 1e-137 95%
DQA57830.1 Candida interredia strain vlx-11 183 ribosornal RNA gene, partial s 492 492 100% Se-136 95%
FM177681.1 Uncultured compost funqus 163 rRMNA gene (partial), ITS1, 5.85 rRE 490 430 5% 2e-135 95%
DoA65263.1 Candida interrmedia strain HM7.3 185 ribosormnal RMA gene, partial s 451 481 100% 1e-132 -ELN
Do6d6683.1 Candida intermedia internal transcribed spacer 1, partial sequence; 481 451 99% le-132 5%
FI515166.1 Candida intermedia strain 5417 185 ribosomal RNA aene, partial se 479 479 99% 4e-132 4%
EF0&0590.1 Saccharomycetales sp, LM260 185 ribosomal RNA gene, partial seq 479 479 100% de-132 o049
EFS65862.1 Candida sp. 14 internal transcribed spacer 1, partial sequence: 5.8¢ 457 457 8% 2e-125 ELE
AF218965.1 Candida intermedia strain ATCC 14439T 5.85 ribosomal RMA gene, 392 392 69% Se-106 99%
EU4586151.1 Uncultured fungus clone H-Ti-57 5.85 ribosomal RNA qene, partial s 350 350 63% 3e-93 Q8%
EU486108.1 Uncultured fungus clone D-D-160c2 5,83 ribosomal RMA gene, part 350 350 63% 3e-93 95%
EF137918.1 Candida flosculorum strain JL13 internal transcribed spacer 1, parti: 331 33 7% 1e-87 B9%
Fl623624.1 Candida dosseyi strain ATCC MYA-4359 185 ribosomal RMA qene, £ 327 327 100% le-86 B6%
EUi00744.1 Candida akabanensis strain CBS 5039 internal transcribed spacer 1 32z 3z2 100% Te-85 85%
Fl623625.1 Candida blattag strain ATCC MYA-4360 165 ribosomnal RNA qene, p. 316 316 8% 3e-83 8%
F1873594.1 Candida sp, GASMOZ internal transcribed spacer 1, partial sequence 311 311 3% le-81 B5%
F1a73592.1 Candida sp, GAIMOE internal transcribed spacer 1, partial sequence 311 311 3% le-81 83%
F1273590.1 Candida sp. GAZMO3 internal transcribed spacer 1, partial sequence 311 311 3% le-81 B5%
F1873407.1 Candida sp, EN1510 internal transcribed spacer 1, partial sequence 309 309 60% Se-81 96 %
F1§73595.1 Candida sp. GA7MOL internal transcribed spacer 1, partial sequence 300 300 59% 3e-78 ELE
AT450921.1 Candida asparaaqi 185 ribosomal RMA gene, partial sequence; interr 298 293 B0%: 1e-77 5%
EF060724.1 Saccharomyoetales sp, LM412 185 ribosomal RNA gene, partial seq 296 296 30% 4e-77 B5%
AB4E0227.1 Clavispora lusitaniae genes for ITS1, 5,65 rRNA, ITSZ, 285 rRNA, p 291 291 81% 2e-75 88%
EFS68047.1 Clavispora lusitaniae strain WM 02 466 185 ribosomal RMA gene, p: 291 291 1% 2e-75 BE5%
EFS68024.1 Clavispora lusitaniae strain WM 18 185 ribosornal RNA qene, partial 291 291 1% Ze-75 BE%
EUS6E923.1 Clavispora lusitaniae isolate CNRMA 200501223 185 ribosomal RMA 291 291 0% Ze-75 91%:
EF568011.1 - Candida internmedia strain WM 811 18S ribosonmal RNA gene,

partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA
gene, and internal transcribed spacer 2, conplete sequence; and 28S

ri bosomal RNA gene, partial sequence
Lengt h=356

Score = 558 bits (302), Expect (e-value) = 5e-156
Identities = 307/309 (99%, Gaps = 1/309 (0%
St rand=PI us/ Pl us

TTATTACATTGT TTTTGAAGCAAACTTACTAATATATTATTTTTCAATTTCTTTTAAAAA

LECEEEE TR e e e e e e e e e et |
TTATTACACTGT TTTTGAAGCAAACTTACTAATATATTATTTTTCAATTTCTTTTAAAAA

TCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGT TCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAATTGC

R AR R AN RN AR RAAARNAARNNEEY
TCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGT TCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAATTGEC

GATACGTATCATGACTTGCAGACGT GAATCATCAATCTTTGAACGCACATTGCGCCTTGA

AR AN N AN RN
GATACGT ATCATGACT TGCAGACGT GAATCATCAATCT TTGAACGCACATTGCGCCTTGA

GGTATTCCTCAAGGCATGCCTGI TTGAGCGT CGGCTCCCT TCAAACCCCCGGEGITTGGTG

R A AR AR AR AR RAARRARNAEEANY
GGTATTCCTCAAGGCATGCCT GT T TGAGCGT CGGCTCCCT TCAAACCCCCGGGT TTGGTG

TTGCCTTCCGAAATATCACAGT TGTCGCAATACGT TACTTCAACTTTATTCTTTCGCCCT

LECEEEEE e e e e e e e e e |
TTGCCTTCOGAAATAT CACAGT TGTCGCAATACGT TACTTCAACTTTATTCTTTCGCCCT

CAAATGCAG 309

AR
CAAAT- CAG 324

60

76

120

136

180

196

240

256

300

316
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ISOLADO 2F32 - Query ID - Icl|10131

Accession ‘ Description ‘ Max score | Total score | Query coverage | E value ‘ Max ident
FM875856.1 Uncultured funqus 1TS1, 5.65 rRNA qene and ITSZ reqion, clane f18 593 593 100% Ze-166 96 %
FME75844.1 Uncultured fungus ITS1, 5.65 rRNA gene and ITSZ reaion, clone f6 593 593 100%: Ze-166 A6
FMa75840.1 Uncultured fungus ITS1, 5.85 rRNA gene and ITSZ reqion, clone 2 533 5o3 100% 2e-166 D6
FI515212.1 Rhodaotorula mucilaginosa strain UN131 18% ribosomal RMNA gene, p. 533 5o3 100% 2e-166 6% h
F1515192.1 Rhodotorula mucilaginosa strain SN27 185 ribosomal RNA aene, pal 593 593 100% Ze-166 6%
ELE71493.1 Rhodatorula rucilaginosa isolate 522834 internal transcribed space 593 593 100% 2e-166 6%
EU871492.1 Rhodotorula mucilaginosa isolate 22830 internal transcribed space 533 5o3 100% 2e-166 6%
EU871491.1 Rhodotorula mucilaginosa isolate 322523 internal transcribed space 593 593 100% Ze-166 6%
EUS71490.1 Rhodatorula rucilaginosa isolate S22827 internal transcribed space 593 593 100%: Ze-166 A6
EU149812.1 Rhodotorula mucilaginosa strain CBS 10752 185 ribosornal RNA ger 533 5o3 100% 2e-166 D6
EUF81664.1 Rhodatorula mucilaginosa isalate A7 185 ribnsomal RNA qene, parti 593 593 100% Ze-166 96 %
EF174511.1 Rhodatorula rucilaginosa strain CRUB 1055 185 ribosomal RNA ger 593 593 100%: Ze-166 A6
EF174507.1 Rhodotorula mucilaginosa strain CRUB 0029 185 ribosomal RNA ger 593 593 100% 2e-166 Q5%
AMI01909.1 Uncultured basidiomyeete ITS region including 185 rRNA gene, ITS: 533 5o3 100% 2e-166 6%
EU177580.1 Rhodotorula mucilaginosa strain 30 183 ribosomal RNA gene, partis 593 593 100% Ze-166 6%
EU177577.1 Rhodatorula rucilaginosa strain W 185 ribosornal RMA gene, part 593 593 100% 2e-166 6%
EF449517.1 Rhodaotorula mucilaginosa 185 ribosomal RMA gene, partial sequenc 533 5o3 100% 2e-166 6%
EF190221.1 Rhodatorula mucilaginosa strain WCS53-2 165 ribosamal RMA qene, 593 593 100% Ze-166 96 %
EF192223.1 Rhodotarula mucilaginosa strain gaoyanlwei2 185 ribosornal RNA g 593 593 100%: Ze-166 A6
EF0&0745.1 Sporidiobolales sp, LM439 185 ribosomal RMA gene, partial sequenc 533 5o3 100% 2e-166 D6
EFO0&0732.1 Snoridinholales sp. LM423 185 ribosomal RMA aene, partial sequenc 593 593 100% Ze-166 96 %
EF060730.1 sporidiobolales sp. LM420 183 ribosomal RNA gene, partial sequenc 593 593 100% Ze-166 6%
EFD60723.1 Sporidiobolales sp, LM411 185 ribosormal RMNA qene, partial sequenc 593 593 100% 2e-166 6%
EF0&0603.1 Sporidiobolales sp. LM274 18% ribosomal RMA gene, partial sequenc 533 5o3 100% 2e-166 6%
EF060S57 .1 sporidiobolales sp. LM256 185 ribosomal RNA aene, partial sequenc 593 593 100% Ze-166 6%
DO681372.2 Rhodatorula rucilaginosa strain L10-2 185 ribasomal RMA gene, pa 593 593 100% 2e-166 6%
DOES1365.2 Rhodotorula mucilaginosa strain HN4.1 185 ribosomal RMNA gene, pz 593 5o3 100% 2e-166 D6
DO402533.1 Rhodotarula mucilaginosa 185 ribosornal RMA gene, partial sequenc 593 593 100% Ze-166 6%
AFdd4614 .1 Rhodatorula rucilaginosa strain ¥ 17501 185 ribosomal RMA qene, 593 593 100%: Ze-166 A6
AFd44613 .1 Rhodaotorula rucilaginosa strain ¥ 17500 185 ribosomal RMA gene, 533 5o3 100% 2e-166 D6

gb|FJ515212.1| - Rhodotorul a nucil agi nosa strain UN131 18S ribosonal RNA
gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosonal
RNA gene, and internal transcribed spacer 2, conplete sequence; and
28S ri bosomal RNA gene, partial sequence

Lengt h=617

Score = 593 bits (321), Expect (e-value) = 2e-166
Identities = 355/369 (96%, Gaps = 12/369 (3%
St rand=Pl us/ M nus

CTCTTCACACTCNCT TAAGAAAGAGGAGGGT CTCGACAGTCATTCATGACACTCACACAG 60

R A RN R A A AN AN T
CTCTTCA- A- TC- ATTAAGAAAGAGGAGGGT - T- GA- AGT- ATTCATGACACTCA- A- A= 327

CCCGGCATGCTCCAGCGGAATACCAT GGAGCGCAAGGT GCGTTCAAAGATTCGATGATTC 120

R AR R AR AR RN R RN
- CAGGCATGCTCCA- CGGAAT ACCATGGAGCGCAAGGT GCGT TCAAAGATTCGATGATTC 269

ACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCCCTGCGT TCTTCATCGATGCGAGA 180

RN AR R AR AR AR AR AN
ACTGAATTCTGCAATTCACATTACT TATCGCATTTCGCTGCGT TCTTCATCGATGCGAGA 209

GCCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGT TTTATTTTGT TATAAAATTTAATACATTCATAGACT 240

LLCTEEEEE TRt e e e e et e |
GCCAAGAGATCCGT TGTTGAAAGT TTTATTTTGT TATAAAATTTAATACATTCATAGACT 149

TTGTGT TTATAAGT GAATAGGAGI TCGCTCTCTTGCGAGAGT TACTATCCCAAACAAGTG 300

R AR AN AN
TTGTGTTTATAAGT GAATAGGAGT TCGCTCTCTTGCGAGAGT TACTATCCCAAACAAGTG 89

CACAGGGT TAGAAAGT GAGAGT TCGGACT CCAAGT TAAGT TGGACGT CCTATATTCACTA 360

AR AR AR AN AR NRERARENENAAA
CACAGGGT TAGAAAGT GAGAGT TCGGACT CCAAGT TAAGT TGGACGTCCTATATTCACTA 29

ATGATCCTT 369

MR
ATGATCCTT 20
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5.4. Avaliagdo do antagonismo in vitro em meios de cultura sélidos

5.4.1. Efeito de diferentes meios de cultura no antagonismo in vitro

C. sublineolumX leveduras X meios de cultura

Efeito SQ GL| QM E p

Leveduras 309,81 2 154,90 25,64 0,000000
Meios 1199,26| 4 299,81 49,68 0,000000
Leveduras*Meios| 360,20 8 45,02 7,45 0,000001
Residuo 362,46| 60| 6,04

leveduras| meios Inibic&o

2502 YEPD 22,01489  *x**

2F32 YEPD 23,1250() xxxk| Awxx

2F32 SOLO 27,91544 [P [

1S112 YEPD 28,91028 s

2502 CANA 29,21889 Xk | Kk

2F32 BDA 29,33333 [P [—

1S112 SOLO 30,72040 kAN xRk | Kk

2502 SOLO 30,9473% IkkK| kkkk | kkkk

2F32 CANA 31,08228 Kkkk | kkkk | kkkk

1S112 CANA 32,24246 Ihkk | Kkkk | kkkk | kkkk

2502 BDA 33,33333 Kkkk || kkkk | kkkk | *kkk

2502 MILHO | 34,44444 Fhkk | kkkk | ko

1S112 MILHO | 36,00000 rrkk | kkkk

2F32 MILHO | 36,66667 Fhkx

1S112 BDA 42,66667 ok

C. sublineolunX leveduras

leveduras| inibicdo

2F32 29,62472  ****

2502 29,9917§  ****

18112 34,10796 ok

C. sublineolunX meios

meios inibicdo

YEPD 24,68369 ek
SOLO 29,8610Q ****

CANA | 30,84788| *+*+*

BDA 35,11111 Hokkek

MILHO | 35,70370 Hokkek
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C. graminicola X leveduras X meios de culltura

Efeito SQ [GL] oM F p
Leveduras 16,82 2 8,41 1,07 0,349702
Meios 924,57| 4 231,14 29,39 0,000000
Leveduras*meio§ 642,06 8 80,26 10,,0 0,000000
residuo 471,89| 60| 7,86

leveduras| meios inibicdo

2F32 YEPD 22,46183 rrxx

2502 YEPD 27’78424 *kkk|  kkkk

15112 | CANA | 2852000 **| wo=

1S112 | MILHO| 29,24000

1S112 YEPD 30,12000 kkk|  kkkk

1S112 SOLO 30,72000 xkA| | kkkk | kkkk

2502 MILHO | 32,08295 Kk | dkxk | kkkk

2F32 SOLO 32,69151 dkkk|  kkkk | kkkk | kkkk

2502 SOLO 33,12083 kkk|  kkkk | kkkk | kokkk

2502 CANA 33,75741 Kkkk || kkkk | kkkk [xkkx

2F32 BDA 35,33333 Fhkk | Kkkk | kkkk [rkkk
2502 BDA 36,66667 dkkk | kkkk | kkkk
2F32 MILHO | 36,80062 Fkkk | kkk [ kkkk
2F32 CANA | 38,38914 Fhkk | kkkk
1S112 BDA 41,3200(0 Kk

C. graminicola X leveduras

leveduras| inibicdo

18112 31,9840(

K*kkk

2502 32,68247

*kkk

2F32 33,13529

*kkk

C. graminicola X meios de cultura

meios inibicdo

YEPD 26,78869

K*kkk

SOLO 32,17745

*kkk

MILHO | 32,70786

*kkk

CANA | 33,55552

*kkk

BDA 37,77333

*kkk
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T. paradoxa X levedura X meios de cultura

Efeito SQ GL QM F p
Leveduras 2754,959 2 1377,480 192,3784 0,000000
Meios 176,731 4 44,183 6,1705 0,000316
Leveduras*meiod 1568,866 8 196,108 27,3884  0,000000
residuo 429,616 60 | 7,160

leveduras| meios inibicdo

2F32 CANA 1,77778 il

2F32 BDA 2,22222 |

2F32 MILHO | 2,66667 Fkxk

2502 BDA 3,11111 Hkxk

2502 SOLO 3,33333| o

2502 MILHO | 3,77778 foieleiol Meleielel

2F32 SOLO 6,00000 |  *Hwx| A

2502 CANA 6,22222 Tk | dkkk

1S112 YEPD 7,27493 Fhkk | dkkk

2F32 YEPD 9,40699 ool Il

2502 YEPD 14,0767 FRIk| - kkk

1S112 MILHO | 14,88889 ioioteioll Bl

1S112 CANA 18,22222 Fhkk | dkkk
1S112 BDA 24,0000(0 Fhkk | dkkk
1S112 SOLO 25,77778 ol

T. paradoxa X leveduras

leveduras| inibicdo

2F32 4,41473 | rex

2502 6,10423 | *++*

1S112 18,03276 Hokkk

T. paradoxa X meios

meios

inibicdo

MILHO | 7,11111

*kkk

CANA | 8,74074

*kkk

K*kkk

BDA 9,77778

*kkk

K*kkk *kkk

YEPD 10,25287

K*kkk *kkk

SOLO

11,70370Q

K*kkk
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5.4.2. Efeito de diferentes valores de pH no antagonismo in vitro

C. sublineolum X levedura X pH

Efeitos SQ GL| QM F p

Leveduras 24,16 2 12,08 551 0,006983
pH 213,69| 3 71,23 32,51 0,000000
Leveduras*pH| 89,58 6 14,98 6,84 0,000029
residuo 105,18 48| 2,19

leveduras| pH | inibicdo

2F32 pH8| 33,0800( Forkk
2502 pH8| 33,7400( FrAK| L kkkk
2F32 pH7| 36,22000Q **** pdk | kkek
2502 pH7| 36,68000Q **** Hhkx
1S112 pH7| 36,9000Q **** il

1S112 pH8| 37,5600(  **** ax**

2502 pH6| 37,5800Q  ****| xxk*

2F32 pHS5| 37,8000Q  *+**| dkkk | dkkx

18112 PHGB| 38,0200()  xr**| wkik | ik

2502 pH5| 40,2200( ool Il

2F32 pH6| 40,6600( Frkk| L kkkk

1S112 pH5| 40,88000 i

C. sublineolunX leveduras

leveduras| inibicdo

2F32 36,9400Q  ****

2502 37,0550Q ****

1S112 38,3400( ek

C. sublineolunX pH

pH | inibicdo

pH8 | 34,79333 i

pH7 | 36,60000 il

pH6 | 38,75333 ***

pH5 | 39,63333] ****




C. graminicola X leveduras X pH

Efeitos SQ GL| QM F p
Leveduras 55,91 2 2795 9,65 0,000299
pH 363,77| 3 121,26 41,88 0,000000
Leveduras*pH| 167,02 6 27,84 9,61 0,000001
residuo 138,99 48 2,90

leveduras| pH | inibicdo

2F32 pH8| 32,6400( ok

2F32 pH7| 33,7400( il Il

2502 pH8| 35,0800( il Ikl il
2502 pH7| 35,3000( il Il il
1S112 pH7| 36,44000 FRkK| | dekkk |k
1S112 pH5| 38,6800( **** il il
2502 pH6| 39,3400( **** ok
1S112 pH8| 40,6600( ****

2F32 pH5| 40,8600( ****

2F32 pH6| 41,1000Q ****

2502 pH5| 41,3200Q ****

1S112 pHB| 41,7600 ****

C. graminicola X leveduras

leveduras| inibicdo

2F32 37,0850Q ****

2502 37,7600Q ***=*

1S112 39,3850( Fokokk

C. graminicola X pH

pH | inibicdo

pH7 | 35,16000 ***

pH8 | 36,12667] ****

pH5 | 40,28667

*kkk

pH6 | 40,73333

*kkk
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T.paradoxa X leveduras X pH

Efeitos SQ GL| QM F p
Leveduras 4248,300 2124,150 1087,588 0,000000
pH 13,581 3 4,527 2,318 0,087326
Leveduras*pH| 27,161 4,527 2,318 0,047985
residuo 93,748 48 1,953

leveduras| pH | inibicdo

2502 pH5| 0,00000| ****

2502 pH6| 0,00000| ****

2502 pH7| 0,00000 Fokokk

2502 pH8| 0,00000 Fokokk

2F32 pH5| 0,00000 | ****

2F32 pH6| 0,00000 | ****

2F32 pH7| 0,00000 | ****

2F32 pH8| 0,00000 Fokkk

1S112 pH7| 15,94000 il

1S112 pH8| 17,06000 il Il

1S112 pH6| 18,86000 il I

1S112 pH5| 19,54000

T. paradoxa X leveduras

leveduras| inibicdo

2F32 0,00000 | ****

2502 0,00000 | ****

1S112 17,8500( Fokokk

T.paradoxa X pH

pH | inibicdo

pH7 | 5,313333 ***

pH8 | 5,686667 ****

pHG6 | 6,286667 ****

pH5 | 6,513333
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5.4.3. Avaliacéo de diferentes temperaturas de incubag&o no antagonismo in vitro

C. sublineolunX leveduras X temperaturas

Efeitos SQ GL | QM F p

Leveduras 99,93 2 49,97 4,217 0,020543
temperaturas 3487,73| 3 1162,58 98,130 0,000000
Leveduras*temperaturas 267,95 6 44,66 3,769 0,008734
residuo 568,67 48 11,85

leveduras| temperaturdgs inibicao

2502 35°C 19,60000 e

1S112 35°C 22,24000 xR Ak

2F32 35°C 25,1200 Y p——

2F32 22°C 29,0200 T R,
2502 30°C 34,62000  **** Sk
2502 22°C 35,12000 —
1S112 22°C 37,0800p xxrH  wwxx

1S112 30°C 30,5400  *xxH  doewx

2F32 30°C 39,9800 Thkk|  Kkkk

2502 25°C 41,10000  #xxx|  dwxx

2F32 25°C 43,5400( Fkkk

1S112 25°C 44,18000 e

C. sublineolunX leveduras

levedura| inibicdo

2502 32,6100Q ****

2F32 | 34,41500 | e

18112 35,7600( ko

C. sublineolunX temperaturas

temperaturag inibicdo

35°C 22,32000 ****

22°C 33,74000 Fkx

30°C 38,04667| kkk

25°C 42,94000 i




C. graminicola X leveduras X temperaturas

DO

D6

Efeito SQ GL | QM F p
Leveduras 867,59| 2 433,79 22,639 0,0000
temperatura 689,77| 3 229,92 11,999 0,0000
Leveduras*temperatura 982,76 6 163/79 8,548 0,000002
residuo 919,75| 48| 19,16 |
levedura| temperatura inibicaq

2F32 22°C 29,7800( ok

2502 22°C 32,2600  xrxx|  kkkx

2F32 35°C 32,9600()  xrxx| kkkx

1S112 22°C 33,2800  rrxx  kkk

2502 35°C 33,4200  Fx|  kkekx

2502 30°C 35,7600( *ery| e

2F32 30°C 37,1000( *rx| e

2502 25°C 38,0200  werx| wexx

2F32 25°C 38,4400()  xrxx| kkk

1S112 25°C 40,66000  ***

1S112 30°C 41,32000  ***

1S112 35°C 55,86000 bl

C. graminicola X leveduras

leveduras| inibicdo

2F32 34,57000

*kkk

2502 34,86500

*kkk

18112 42,7800(

K*kkk

C. graminicola X temperaturas

temperaturag inibicdo

22°C 31,77333 i
30°C 38,06000 ****
25°C 39,04000 ****
35°C 40,74667 ****

136



137

T. paradoxa X leveduras X temperaturas

Efeitos SQ GL | QM F p
Leveduras 4373,297| 2 2186,649 143,4385 0,000000
Temperaturas 549,194 | 3 183,065| 12,0086 0,000006
Leveduras*temperaturas 111,655 & 18,609 1,22Q7 0,31p298
residuo 731,736 | 48| 15,245

leveduras| temperaturgs inibicao

2502 30°C 0,00000|  **=*=

2F32 30°C 0,00000| **=*=

2502 25°C 2,64000|  rrxx|  kkk

2F32 25°C 5,52000| Hrwk|  kkkk

2502 35°C 7,10000|  rrxk|  kkk

2502 22°C 8,48000|  *xxx| wkwk

2F32 22°C 10,0800( il

2F32 35°C 10,2600 il

1S112 30°C 21,98000 il

1S112 25°C 22,20000 e

1S112 35°C 23,10000 e

1S112 22°C 26,90000 flle

T. paradoxa X leveduras

leveduras| inibicdo

2502 4,55500 |

2F32 6,46500 | *+**

15112 23,5450( ek

T. paradoxa X temperaturas

temperaturag inibicdo

30°C 7,32667 |

25°C 10,1200Q) **** | *xxx

35°C 13,48667 ool il
22°C 15,15333 o




ANEXO IV

5.5. Avaliacdo do antagonismo in vitro em meios de cultura liquidos

T. globosa (1S112)
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Efeito SQ [GL] oM F p |

tempo—-1 8489,9 2 42449 34,665 0,000000

autocl/filtr - 2 70924 1 7092,4 57,917 0,000000

c/s/fungo - 3 155,4 1 155,4 1,269 0,265567

tamponado/ndo -4 184,0 1 184,0 1,503 0,226245

1*2 1499,8| 2 749,9 6,124 0,004278

1*3 1680,8| 2 840,4 6,863 0,002391

2*3 97,1 1 97,1 0,793 0,377760

1*4 188,0 2 94,0 0,768 0,469655

2*4 0,9 1 0,9 0,007 0,931421

3*4 13574 1 1357,4 11,084 0,0016Y9

1*2*3 758,3 2 379,2 3,096 0,054350

1*2*4 120,2 2 60,1 0,491 0,615290

1*3*4 2293,3| 2 1146,1 9,364 0,000369

2*3*4 15917 1 15917 12,998 0,000740

1*2*3*4 1949,2| 2 974,6 7,959 0,001035

residuo 5878,0| 48 1225

total 71
tempo | autoclffiltr| c/s/fungo tamponado germinagéo (%)
3 FILTRAD | SIFUNGO | B 6,97587 il
3 FILTRAD | C/FUNGO | BT 14,06486 dkok | dekokk
1 FILTRAD | S/IFUNGO | B 30,46809 ool il Mool
3 FILTRAD | S/[FUNGO | BT 34,53997 Fikk | ek | k| dekokk
2 FILTRAD | C/[FUNGO | B 36,34992 ioioioll Aokl Moioioiol Nl il
3 FILTRAD | C/FUNGO | B 42,94872 dkk | kkokk ] ek ok bk
3 AUTOCL | C/[FUNGO| BT 48,49170 foioioioll Icieioiol Mcicioiol RkclolN skelel
1 FILTRAD | C/[FUNGO | BT 53,27488 FREK | Rk | kb bk ok
3 AUTOCL | C/FUNGO| B 53,54449 didk | bk ] k| ok okkk
2 FILTRAD | S/IFUNGO | BT 55,92006 FREK| Rk | kkkk | kkk ok
2 FILTRAD | C/FUNGO | BT 56,07089 dkk | kbkk | kkkk ok ok
2 FILTRAD | SIFUNGO | B 59,91704 foioioiol Ikl IcieciolN MckckoiolN teielel
1 AUTOCL | SIFUNGO| B 61,46761 dikk| | ebkk | k| kot okek
3 AUTOCL | SIFUNGO| B 62,14178 dikk| | ebkk | k| kot okek
3 AUTOCL | S/IFUNGO | BT 63,34842 FREK| L Rkkk | kkk | bk ekekk
2 AUTOCL | C/FUNGO| B 66,96833 k| ekl | ket | dekokk
2 AUTOCL | S/IFUNGO | BT 68,06184 FrRK| kkkk ] kx| kkk
1 AUTOCL | S/IFUNGO | BT 68,11036 ddk| | kkokk | k| hekok
2 AUTOCL | S/IFUNGO| B 69,15535 il Il Mookl Mhokelelel
2 AUTOCL | C/[FUNGO| BT 71,11614 ool il Mool
1 FILTRAD | S/[FUNGO | BT 71,43173 dikk| | ekokk
1 AUTOCL | C/[FUNGO| B 71,94101 ool Il
1 AUTOCL | C/FUNGO| BT 83,92011 hkk
1 FILTRAD | C/[FUNGO | B 88,10504 il

tempo | germinagdo (%

3 40,75698

*kkk

2 60,44495

*kkk

1 66,08985

*kkk

autocl/filtr

germinacao (%

FILTRADO

45,83892

*kkk

AUTOCLAVADO

65,68893

*kkk




c/s/fungo germinagao (%)
S/FUNGO | 54,29484 il
C/FUNGO | 57,23301 Fokokk
tamponado/nda germinacao (%o)

B 54,16527 Forkk
BT 57,36258 okkk

tempo | autocl/filtr

germinacao (%)

FILTRAD | 24,63235

*kkk

FILTRAD | 52,06448

*kkk

*kkk

*kkk

FILTRAD | 60,81994

*kkk

*kkk *kkk

AUTOCL | 68,82541

*kkk *kkk

3
2
3 AUTOCL | 56,88160
1
2
1

AUTOCL | 71,35977

*kkk

tempo | c/s/fungo

germinacao (%)

C/FUNGO

39,76244

*kkk

S/IFUNGO

41,75151

*kkk

57,62632 Fkx

S/FUNGO

57,86945 ko

S/IFUNGO

63,26357 o

*kkk

3
3
2 C/FUNGO
1
2
1

C/FUNGO

74,31026

*kkk

autocl/filtr

c/s/fungo

germinagao (%)

FILTRAD

S/FUNGO | 43,20879

*kkk

FILTRAD

C/FUNGO | 48,46905

K*kkk

AUTOCL

S/FUNGO | 65,38089

*kkk

AUTOCL

C/FUNGO | 65,99696

K*kkk

tempo | tamponado/ndp germinacao (Pb)

3 BT 40,11124 ik

3 B 41,40271 ok

2 B 58,09766 ok

2 BT 62,79223 ok

1 B 62,99544 ok

1 BT 69,18427 ok
autocl/filtr | tamponado/ndo germinagao (%o)
FILTRAD B 44,12745 el
FILTRAD BT 47,55040 el
AUTOCL B 64,20310 el
AUTOCL BT 67,17476 Fkkk
c/s/fungo | tamponado/ndo germinagéo (%)
S/IFUNGO B 48,35429 ok
C/FUNGO BT 54,48976 dkkk | Hkkx
C/FUNGO B 59,97625 ok
S/FUNGO BT 60,23540 ok
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tempo | autoclffiltr| c/s/fungo| germinacgéo (%)

3 FILTRAD | S/IFUNGO 20,75792 ik
3 FILTRAD | C/[FUNGO 28,50679 R
2 FILTRAD | C/FUNGO 46,21041 ek ok
1 FILTRAD | S/IFUNGO 50,94991 el Hkekek

3 AUTOCL | C/FUNGO 51,01810 kel ok

2 FILTRAD | S/IFUNGO 57,91855 Fkkk | kkkk | ko

3 AUTOCL | S/FUNGO 62,74510 k| Rk | ok

1 AUTOCL | S/FUNGO 64,78898 Fkkk | kkkk | ke

2 AUTOCL | S/IFUNGO 68,60860 Kk | Ak

2 AUTOCL | C/FUNGO 69,04223 Ak |k

1 FILTRAD | C/FUNGO 70,68996 Fhkk | dkkk

1 AUTOCL | C/FUNGO 77,93056 ok

tempo | autocl/filtr| tamponado /n§o germinacéo (%)

3 FILTRAD BT 24,30241 ik

3 FILTRAD B 24,96229 ok

2 FILTRAD B 48,13348 ok

3 AUTOCL BT 55,92006 A

2 FILTRAD BT 55,99548 Jkkk | dkAk

3 AUTOCL B 57,84314 Kkkk | dkkk

1 FILTRAD B 59,28657 Skkk | dkAk

1 FILTRAD BT 62,35331 Skkk | KAk

1 AUTOCL B 66,70431 Kkkk | Hkkk

2 AUTOCL B 68,06184 Kkkk | dkkk

2 AUTOCL BT 69,58899 e

1 AUTOCL BT 76,01523 ik

tempo| c/s/fungo| tamponado/nio germinagédo (%)

3 C/FUNGO BT 31,27828 ok

3 S/FUNGO B 34,55882 ok

1 S/FUNGO B 45,96785 *kkk | kkkk

3 C/FUNGO B 48,24661 dokkk | kkokk | Kk

3 S/FUNGO BT 48,94419 hkkk | dkkk | dkkk

2 C/FUNGO B 51,65913 Thkk | kkkk | kkkk

2 S/FUNGO BT 61,99095 Ak | kkk ok
2 C/FUNGO BT 63,59351 Fhdk | dekkk ok
2 S/FUNGO B 64,53620 FHAK | AAAK Hokk
1 C/FUNGO BT 68,59749 il ook
1 S/FUNGO BT 69,77105 ol ok
1 C/FUNGO B 80,02303 Hokkek
autocl/filtr | c/s/fungo tamponado/no  germinacao (%)

FILTRAD | SIFUNGO | B 32,45367 ek
FILTRAD | C/[FUNGO | BT 41,13687 k| dkekek
FILTRAD | S/IFUNGO | BT 53,96392 Fhkk | kkk
FILTRAD | C/FUNGO | B 55,80123 Fhkk | kkk
AUTOCL | C/IFUNGO| B 64,15128 ek

AUTOCL | SIFUNGO | B 64,25491 ek

AUTOCL | SIFUNGO | BT 66,50687 ok

AUTOCL | C/[FUNGO| BT 67,84265 ok




C. intermedia (2S02)

Efeito SQ GL| QM F p
tempo — 1 22109 2 1105/4 10,820 0,000132
autocl/filtr - 2 14 1 14 0,014 0,906419
c/s/fungo - 3 2880,1 1 2880/7 28,197 0,000003
tamponado/nédo -4 577,8 1 577.8 5,686 0,021424
1*2 2900,0| 2 1450, 14,198 0,000014
1*3 1852,5| 2 926,3| 9,067| 0,00045%7
2*3 1974 | 1 197,41 1,932 0,170900
1*4 3404 | 2 170,2| 1,666 0,199739
2*4 967,3 | 1 967,3| 9,468| 0,003449
3*4 8137,2| 1 8137,2 79,64Pp 0,000000
1*2*3 1586,5| 2 793,3| 7,765/ 0,001198
1*2*4 5449 | 2 272,5| 2,667| 0,079739
1*3*4 4477 | 2 2239 | 2,191| 0,122839
2*3*4 7976 | 1 797,6 | 7,807| 0,007457
1*2*3*4 3775 | 2 188,7 | 1,847| 0,168694
residuo 4903,8| 48 | 102,2
total 71
tempo | autoc/filtr | c/s/fungo tamponado/nfio  germinacao |(%)
3 FILTRAD | SIFUNGO | B 26,69683 il
2 FILTRAD | SIFUNGO | B 28,39367 ok
3 FILTRAD | C/[FUNGO| BT 44,87179 il Mool
3 FILTRAD | C/[FUNGO| B 47,51131 TRk | kREk | dekkk
2 FILTRAD | SIFUNGO | BT 48,41629 k| KRRk dekkok
3 AUTOCL | C/[FUNGO| BT 50,03771 k| Rkkk | kk
1 AUTOCL | C/[FUNGO| BT 50,37707 | kkkk | dkkk
2 AUTOCL | C/IFUNGO| BT 50,37707 TRk | kREk | dekkk
1 FILTRAD | C/[FUNGO| BT 51,41491 TRk | kREk | dekkok
2 AUTOCL | S/IFUNGO| B 52,11161 k| kRkk ek
1 AUTOCL | SIFUNGO| B 52,11161 il Wil Nedeieisl
1 AUTOCL | S/IFUNGO| BT 54,93967 Rk | kkkk | dkk
2 AUTOCL | S/IFUNGO| BT 54,93967 TRk | kREk | dekkk
1 FILTRAD | SIFUNGO | B 55,62198 TRk | kREk | dekkk
3 AUTOCL | S/IFUNGO| BT 56,71192 il Wil Nedeieisl
3 AUTOCL | SIFUNGO| B 57,54148 il Wil Nedeieisl
3 FILTRAD | SIFUNGO | BT 60,48265 TRk | kkkk |k
2 FILTRAD | C/[FUNGO| BT 67,30769 FRRR | RREKdkkk prkk
2 AUTOCL | C/FUNGO| B 77,56410 TRk | kREk | ek
1 AUTOCL | C/[FUNGO| B 77,56410 Tk | Rkkk |k
3 AUTOCL | C/[FUNGO| B 78,46908 Tk | kkkk |k
1 FILTRAD | SIFUNGO | BT 90,56286 il il
2 FILTRAD | C/[FUNGO| B 96,53092 ok
1 FILTRAD | C/[FUNGO| B 98,31274 ok
tempo | germinacgédo (%
3 52,79035 dkkk
2 59,45513 *kkk *kkk
1 66,36312 il
autocl/filtr | germinagédo (%
AUTOCL | 59,39542 hkkk
FILTRAD | 59,67697 ok
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c/s/fungo germinagao (%

S/FUNGO | 53,21085 okokk
C/FUNGO | 65,86154 okokk
tamponado/nda germinacao (%)

BT 56,70328 Hhkk

B 62,36912 ek

tempo | autocl/filtr

germinacao (%

—"

FILTRAD

44,89065

*kkk

AUTOCL

58,74811

*kkk

58,74811

*kkk

FILTRAD

60,16214

*kkk

AUTOCL

60,69005

*kkk

3
2
1 AUTOCL
2
3
1

FILTRAD

73,97812

*kkk

tempo | c/s/fungo

germinacao (%)

S/FUNGO

45,96531

*kkk

S/IFUNGO

50,35822

*kkk

55,22247

*kkk

*kkk

S/FUNGO

63,30903

*kkk *kkk

C/FUNGO

69,41721

*kkk

2
3
3 C/FUNGO
1
1
2

C/FUNGO

72,94495

*kkk

autocl/filtr

c/s/fungo

germinacao (%)

FILTRAD

S/FUNGO | 51,69571

*kkk

AUTOCL

S/IFUNGO | 54,72599

K*kkk

AUTOCL

C/FUNGO | 64,06486

*kkk

FILTRAD

C/FUNGO | 67,65823

K*kkk

tempo | tamponado/ndp germinacao (Pb)

3 B 52,55468 Hkkek

3 BT 53,02602 ek

2 BT 55,26018 Hokkek

1 BT 61,82363 k|| dekkk

2 B 63,65008 Hkkek || ekekk

1 B 70,90261 ek
autocl/filtr | tamponado/ndo germinagao (%o)

AUTOCL | BT 52,89718 ek
FILTRAD | B 58,84458 k|| kekek
FILTRAD | BT 60,50937 k| ek
AUTOCL | B 65,89367 ok
c/s/fungo tamponado/ndo germinacao (%)
S/IFUNGO | B 45,41286 Hokkek
C/FUNGO | BT 52,39771 ek || ekokk
S/IFUNGO | BT 61,00884 ek
C/FUNGO | B 79,32538 Hkkek
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tempo | autocl/filtr| c/s/fungo germinagao (%)

2 FILTRAD | S/IFUNGO | 38,40498 Fhkk

3 FILTRAD | S/IFUNGO | 43,58974 xkdk

3 FILTRAD | C/FUNGO | 46,19155 Fkdk Kk

2 AUTOCL | S/IFUNGO| 53,52564 e I e

1 AUTOCL | S/IFUNGO| 53,52564 e I e

3 AUTOCL | S/IFUNGO| 57,12670 L B B E

1 AUTOCL | C/FUNGO| 63,97059 Fhkk | Ak G R
2 AUTOCL | C/FUNGO| 63,97059 ik [ sk dkkk [ dekokk
3 AUTOCL | C/FUNGO| 64,25339 Fkkk | kkhk T
1 FILTRAD | S/IFUNGO | 73,09242 Fokkk rokkk | dkkk
1 FILTRAD | C/FUNGO | 74,86382 dkkk | dekokk
2 FILTRAD | C/FUNGO | 81,91931 Fohkk
tempo | autocl/ffiltr| tamponado/ndo germinagédo (%)

3 FILTRAD | B 37,10407 Fokkk

1 AUTOCL | BT 52,65837 bl Kkkk

2 AUTOCL | BT 52,65837 bl Kkkk

3 FILTRAD | BT 52,67722 ol kkok

3 AUTOCL | BT 53,37481 ol kkok

2 FILTRAD | BT 57,86199 ik | ek

2 FILTRAD | B 62,46229 ik | ek

1 AUTOCL B 64,83786 Skkk | dkkk

2 AUTOCL B 64,83786 [P R

3 AUTOCL B 68,00528 Skkk | KAk

1 FILTRAD | BT 70,98888 ik | ek

1 FILTRAD | B 76,96736 Fokkk

tempo | c/s/fungo tamponado/ndio  germinacéo (%)

2 S/IFUNGO | B 40,25264 ok

3 S/IFUNGO | B 42,11916 ek

3 C/FUNGO| BT 47,45475 dekkck | ek

1 C/FUNGO| BT 50,89599 Tkk | dokowk

2 S/FUNGO | BT 51,67798 Kk | dkx

1 S/FUNGO | B 53,86680 Thkk | kkkk | kkkk

3 S/FUNGO | BT 58,59729 Thkk | kkkk | kkkk

2 C/FUNGO| BT 58,84238 Jkkk | kkkk | kkkk

3 C/FUNGO| B 62,99020 Rl

1 S/IFUNGO | BT 72,75127 e
2 C/FUNGO| B 87,04751 e
1 C/FUNGO| B 87,93842 Fokkk
autocl/filtr | c/s/fungo tamponado/ndo  germinacao (%)

FILTRAD | SIFUNGO | B 36,90416 Fhkk
AUTOCL | C/FUNGO | BT 50,26395 okkk e
AUTOCL | S/[FUNGO | B 53,92157 ik | ek

FILTRAD | C/FUNGO | BT 54,53146 Fhdk | dkkk

AUTOCL | S/IFUNGO | BT 55,53042 Fhdk | dkkk

FILTRAD | SIFUNGO | BT 66,48727 Fkkk | dokokok
AUTOCL | C/FUNGO | B 77,86576 Fhkk
FILTRAD | C/FUNGO | B 80,78499 Fohkk
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Rh. mucilaginosa (2F32)

Efeito SQ GL| oM F p
tempo — 1 2811,2| 2 1405,4 8,842  0,0005%38
autoclffiltr - 2 10386,7] 1 10386,/ 65,337 0,000000
c/s/fungo - 3 2296,3 1 2296,3 14,445 0,000407
tamponado/ndo -4 1163,7 1 11637 7,320 0,009410
1*2 1392,1 2 696,0 4,378 0,017922
1*3 157,4 2 78,7 0,495 0,612706
2*3 809,9 1 809,9 5,095/ 0,028589
1*4 107,9 2 54,0 0,339 0,713823
2*4 270,9 1 270,9 1,704 0,198017
3*4 143,2 1 143,2 0,901 0,347387
1*2*3 905,3 2 4526 2,847| 0,067836
1*2*4 663,2 2 331,6 2,086 0,135320
1*3*4 1222,3 2 611,2 3,844 0,028271
2*3*4 591,4 1 591,4 3,720 0,059692
1*2*3*4 5,0 2 2,5 0,016 0,984419
residuo 7630,6 | 48 159,0
total 71

tempo | autocl/filtr| c/s/fungo tamponado/ngo  germinacao |(%)

3 FILTRAD | SIFUNGO | B 19,07994 il

3 FILTRAD | SIFUNGO | BT 31,63650 Tk | dkxk

3 FILTRAD | C/FUNGO | BT 40,91252 FRIK | ddkk | dekkk

1 FILTRAD | SIFUNGO | BT 41,09650 FRIK | ddkk | dekkk

2 FILTRAD | C/[FUNGO | BT 48,71795 FRIX | dkxk kR ke

2 FILTRAD | SIFUNGO | BT 49,92459 Fhkx | dkxkkkkk gk

2 FILTRAD | S/IFUNGO | B 55,84465 Xkkk | xkkk | xkkk  dkkk

1 FILTRAD | SIFUNGO | B 57,83623 FRIK | dkxk kR ke

3 FILTRAD | C/FUNGO| B 60,29412 Xhkk | kkkk | xkkk | okkk

3 AUTOCL | C/IFUNGO| BT 60,40724 Xhkk | kkkk | xkkk ok

1 FILTRAD | C/[FUNGO| BT 61,37904 Tk | ek ek qekek

2 AUTOCL | S/IFUNGO| BT 67,49623 Xkkk | kkkk | xkkk | fokkk

2 AUTOCL | S/IFUNGO| B 68,06184 Khkk | kkkk | xkkk | okkk

1 AUTOCL | SIFUNGO| BT 70,14747 FhRE | Akxk ekkk pkkk

1 FILTRAD | C/FUNGO| B 71,21031 Kkkk | kkkk | kkkk fokkx

3 AUTOCL | S/IFUNGO| BT 71,64404 Fkkk | kkk | kekkk
2 AUTOCL | C/[FUNGO| BT 73,15234 Fkk | kkk | kekkk
3 AUTOCL | C/[FUNGO| B 76,24434 ok | dkek | dokekk
2 AUTOCL | C/[FUNGO| B 78,46908 ok | dkek | dokekk
1 AUTOCL | C/IFUNGO| B 80,82016 kkk | kokkok
2 FILTRAD | C/FUNGO| B 80,92006 kkk | kokkk
1 AUTOCL | SIFUNGO| B 80,99730 kkk | kokkk
3 AUTOCL | SIFUNGO| B 81,44796 Tk | dkkk
1 AUTOCL | C/[FUNGO| BT 98,22417 Sokokk
tempo | germinacgédo (%

3 55,20833 ool

2 65,32334 Fkrk

1 70,21390 Fkrk

autocl/filtr | germinagédo (%

FILTRAD | 51,57103 kol

AUTOCL | 75,59268 Hkkk




c/s/fungo germinagao (%

S/FUNGO | 57,93444 okokk
C/FUNGO | 69,22928 okokk
tamponado/nda germinacao (%)

BT 59,56155 ok

B 67,60217 ek

tempo | autocl/filtr| germinacao (%)

3 FILTRAD | 37,98077 —
1 FILTRAD | 57,88052 ok

2 FILTRAD | 58,85181 ok

2 AUTOCL | 71,79487 I

3 AUTOCL | 72,43590 Rl

1 AUTOCL | 82,54727 —

tempo | c/s/fungo

germinacao (%)

S/FUNGO

50,95211 ok

C/FUNGO

59,46456 o

*kkk

60,33183 i

*kkk

S/FUNGO

62,51937 ko

*kkk

C/FUNGO

70,31486

*kkk K*kkk

3
3
2 S/IFUNGO
1
2
1

C/FUNGO

77,90842

*kkk

autocl/filtr

c/s/fungo

germinacao (%)

FILTRAD

S/FUNGO | 42,56973

*kkk

FILTRAD

C/FUNGO | 60,57233

*kkk

AUTOCL

S/FUNGO | 73,29914

K*kkk

AUTOCL

C/FUNGO | 77,88622 e

tempo | tamponado/ndp germinacao (Pb)

3 BT 51,15008 ek

3 B 59,26659 ek || ekekx

2 BT 59,82278 k|| ekokk

1 BT 67,71179 Hokkek

2 B 70,82391 Hokkek

1 B 72,71600 Hkkek
autocl/filtr | tamponado/ndo germinagao (%o)

FILTRAD | BT 45,61118 ek
FILTRAD | B 57,53088 ik
AUTOCL | BT 73,51191 ek
AUTOCL | B 77,67345 ek
c/s/fungo tamponado/ndo germinacao (%)
S/IFUNGO | BT 55,32422 Hokkek
S/IFUNGO | B 60,54465 Hokkek
C/FUNGO | BT 63,79888 ek || ekekx
C/FUNGO | B 74,65968 ok
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tempo | autocl/filtr| c/s/fungo germinagao (%)

3 FILTRAD | SIFUNGO | 25,35822 ik
1 FILTRAD | SIFUNGO | 49,46637 ik Hokkek
3 FILTRAD | C/FUNGO| 50,60332 k|| kekek
2 FILTRAD | SIFUNGO | 52,88462 ek ek | ekekx
2 FILTRAD | C/FUNGO | 64,81900 Tk | kkekek | ekokok - okekek

1 FILTRAD | C/FUNGO | 66,29467 ok | ik | ekokok ke

2 AUTOCL | S/IFUNGO| 67,77903 ik | kkek | ekokk | ekokok

3 AUTOCL | C/[FUNGO| 68,32579 ik | kkok | ekokok | sokokk

1 AUTOCL | S/[FUNGO | 75,57238 k| ek ok
2 AUTOCL | C/FUNGO| 75,81071 k|| ek

3 AUTOCL | S/IFUNGO | 76,54600 ik | kekek

1 AUTOCL | C/[FUNGO| 89,52216 ok

tempo | autocl/ffiltr| tamponado/ndo germinagéo (%)

3 FILTRAD | BT 36,27451 ok

3 FILTRAD | B 39,68703 ik | kkek
2 FILTRAD | BT 49,32127 ik | kkek | dekokek
1 FILTRAD | BT 51,23777 ik || dkkek | dekokek
1 FILTRAD | B 64,52327 k| ek ok
3 AUTOCL | BT 66,02564 k| ek

2 FILTRAD | B 68,38235 k| kekek

2 AUTOCL | BT 70,32428 k|| kekek

2 AUTOCL | B 73,26546 k|| kekek

3 AUTOCL | B 78,84615 ok

1 AUTOCL | B 80,90873 ek

1 AUTOCL | BT 84,18582 ok

tempo | c/s/fungo tamponado/n@o germinacao (%)

3 S/IFUNGO | B 50,26395 ek

3 C/FUNGO| BT 50,65988 ek

3 S/IFUNGO | BT 51,64027 Hokkek ok

1 S/IFUNGO | BT 55,62198 k| dekokk | dekokok

2 S/IFUNGO | BT 58,71041 ek | dekkk | dekokok

2 C/FUNGO| BT 60,93514 ek | dekokk | ekokk

2 S/IFUNGO | B 61,95324 ek | ekokek | okokek

3 C/FUNGO| B 68,26923 ek | ek ekokk

1 S/IFUNGO | B 69,41677 ek | dekkk | dekokok

1 C/FUNGO| B 76,01523 Hkkek | ekokx

2 C/FUNGO| B 79,69457 ek

1 C/FUNGO| BT 79,80160 ok
autocl/filtr | c/s/fungo tamponado/no  germinacao (%)

FILTRAD | S/IFUNGO | BT 40,88586 ok
FILTRAD | SIFUNGO | B 44,25361 ok
FILTRAD | C/[FUNGO | BT 50,33650 ok
AUTOCL | SIFUNGO | BT 69,76258 ok

FILTRAD | C/FUNGO | B 70,80816 ek

AUTOCL | SIFUNGO | B 76,83570 ek

AUTOCL | C/[FUNGO| BT 77,26125 ok

AUTOCL | C/IFUNGO| B 78,51119 ok
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5.6. Avaliacdo dos mecanismos de acao das leveduras selecionadas

ANEXO V

5.6.5. Competicao por nutrientes

efeitos SQ GL| QM F p
Levedura 15824,0 3 5274)7 176,991 0,000000
Glicose 913,9 4 228,5| 7,666 0,000110
Levedura*glicose| 903,6 12 75,3 2,527 0,013979
Residuo 1192,1| 40| 29,8
total 59

C. sublineolunX leveduras X concentracdes de glicose
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leveduras| concentragdo glicose (%) germinac¢édo|(%)

2502 2 27,80000 | ***

2S02 1 33,06667 Skkk | dokkk

2502 3 33,13333 *kkk | Kkkk

1S112 1 33,96667 kkkk | Kkkk

1S112 2 36,33333 KKk | kkkk | kkkk

2S02 4 44,10000 Kkkk | kkkk | kkkk  okkk

1S112 3 4426667 [P S e

1S112 5 45,36667 kkkk | kkkk | kkkk

1S112 4 46,23333 kkkk | kkkk | kkkk

2S02 5 46’70000 kkkk | kkkk | kkkk

2F32 3 48,43333 kkkk | kkkk | kkkk

2F32 4 49’10000 kkkk | kkkk | kkkk

2F32 2 52,50000 Kkkk | kkkk

2F32 1 54,21667 SRk | Hkxk

2F32 5 54,76667 PO e

C 1 70,10000 Txkk | kkk

C 4 75,26667 [y
C 2 78,90000 SRk | Hkkk
C 3 80,83333 SRk | Hkkk
C 5 88,40000

C. sublineolunX leveduras

leveduras| germinacao (%)

2502 36,96000 Hokkek

1S112 41,23333 ek

2F32 51,80333 Hkkek

C 78,70000 ok

C. sublineolunX concentracfes de glicose

concentracdo de glicose (%)

germinacao (%)

0,5 47,83750 o

1 48,88333 i

15 51,66667 ko

2 53]67500 *kkk *kkk
2,5 58,80833 ko




ANEXO VI

5.7. Caracterizacdo das leveduras como promotoras de crescimento vegetal

5.7.4. Solubilizag&o de rochas potassicas

Solubilizacao de potéassio

Efeito SQ GL | QM F p
Tempo 281,63 | 4 70,41 | 85,88 0,000000
Tratamento 6300,61 2 3150,31| 3842,88| 0,000000
Tempo*tratamentqg 204,39 8 25,55 31,17 0,000000
residuo 24,59 30 | 0,82

total 44

tempo| tratamentosf solubiliza¢do K

3 P 11,16667 i

6 P 11,16667 i

3 L 11,66667 i

9 P 12,46667 Fhkk | dkkk

9 L 13, 16667 *kkk *kkk *kkk

15 L 13 , 50000 *kkk *kkk *kkk

12 P 13 , 50000 *kkk *kkk *kkk

6 L 13,70000 *kkk *kkk *kkk

12 L 14,66667 Fhkk | kkkx

15 P 15,70000 i

3 LP 28,26667 i

6 LP 37,23333 i

9 LP 40,03333 i
12 LP 42,23333 Fhkk | kkk
15 LP 43,06667 i
*P — somente p6-de-rocha; L — somente a levedura; LP — levedura+pd-de-rocha

tempo| solubilizagédo K

3 17,03333 il

6 20,70000 i

9 21'88889 *kkk *kkk

12 23,46667 FREk | Rk

15 24,08889 e

tratamentos*| solubilizacdo |

P 12,80000 i

L 13,34000 i

LP 38,16667 Fhxk

*P — somente po6-de-rocha; L — somente a levedura; LP — levedura+pd-de-rocha
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Valores de pH

Efeito SQ GL | QM F p
Tempo 0,9459 | 4 0,2365 | 0,607 0,661018
Tratamentos 95,33952 47,6697 122,267| 0,000000
Tempo*tratamentos 1,8653 8 0,2332 | 0,598 0,771773
residuo 11,6965| 30 | 0,3899

total 44

tempo| tratamentosf pH

12 L 2,880000| ****

9 L 2,900000| *rxx | Frxx

6 L 2,903333| *rxx | Frxx

3 L 2,920000| *rxx | Frxx

15 L 3,270000| *r*x | *rxx

9 LP 3,953333| *rxx | Fhxx

15 LP 4,103333] *x** | *rxx

6 LP 4,513333 *kkk *kkk *kkk

3 LP 4,593333 *kkk *kkk *kkk

12 LP 4,773333 *kkk *kkk *kkk

3 P 6 , 186667 *kkk *kkk *kkk
9 P 6,313333 *kkk *kkk *kkk
15 P 6,493333 il Wikl
12 P 6,640000 il Wikl
6 P 6,946667 el

*P — somente po6-de-rocha; L — somente a levedura; LP — levedura+pd-de-rocha

tempo| pH

9 4,388889| ****

3 4,566667| ****

15 4,622222| ****

12 4,764444| ****

6 4,787778| ****

tratamentos* pH

L 2,974667| ****

LP 4,387333 rkkk

P 6,516000 Fkkk

*P — somente p6-de-rocha; L — somente a levedura; LP — levedura+pd-de-rocha
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Acidez titulavel

Efeito SQ GL | QM F p
Tempo 99,687 | 4 24,922 | 12,5716 | 0,000004
Tratamentos 755,03B2 377,519| 190,4364| 0,000000
Tempo*tratamentos 99,008 8 12,376 | 6,2430 0,000092
residuo 59,472 | 30 | 1,982

total 44

tempo| tratamentosf acidez

3 P 0,00000 | ****

6 P 0,00000 | ****

9 P 0,05000 | ****

12 P 0,10000 | ****

15 P 0,10000 | ****

6 LP 1,45000 | ****

3 LP 1,45000 | ****

12 LP 6,23333 Fkkk

15 LP 8,30000 dhkk | kkekek

6 L 8,83333 *kkk *kkk

3 L 8,83333 *kkk *kkk

9 LP 9,83333 dhkk | kkekek

15 L 10,03333 Fhkk | kkkk

9 L 11,23333 ok

12 L 11,43333 ok

*P — somente p6-de-rocha; L — somente a levedura; LP — levedura+pd-de-rocha

tempo| acidez
6 3,427778 il
3 3,427778 il

12 5,922222| ****

15 6,144444| ***

9 7,038889| *x**

tratamentos*| acidez

P 0,05000 | ****

LP 5,45333 ok

L 10,07333 ok

*P — somente po6-de-rocha; L — somente a levedura; LP — levedura+pd-de-rocha
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ANEXO VI

5.8. Experimentos in vivo

5.8.2. Avaliagao do controle do desenvolvimento de Thielaviopsis paradoxaletes
de cana-de-acucar pela levedura T. glob¢s8112)

Efeito SQ GL | QM F p
Tratamentog 26232,493 8744,16| 24,7332| 0,000003
residuo 5656,64| 16 | 353,54

total 19

tratamentos controle (%)

fungo 0,00000 e

s/indculo 54,62000 il

fungo+levedura 78,60000 Fhkk | ik

levedura 96,06000 Fkkk
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