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RESUMO GERAL

O inhame (Dioscorea cayennensis Lam.), também denominado de inhame-da-costa ou
cara-da-costa pertence a familia Dioscoreaceae. Esta cultura é acometida por vérias
doengas, sendo a podridao verde uma das mais importantes, pois ocasiona perdas por
deterioracdo biol6gica das tuberas durante o transporte e armazenamento. Tendo como
agente etiologico Penicillium sclerotigenum. Para o controle da doenga é recomendado
o tratamento quimico, com fungicidas a base de benomyl ou thiabendazol. No entanto, o
controle quimico induz resisténcia, e polui 0 meio ambiente, havendo a necessidade de
alternativas para o controle. O controle biolégico torna-se uma alternativa promissora
com consideravel sucesso no controle de doencas de pré e pds-colheita. Dentre 0s
agentes antagonistas utilizados no controle bioldgico estdo as leveduras. Sendo assim, o
objetivo da pesquisa foi selecionar isolados de leveduras e avaliar quanto aos
mecanismos de biocontrole. As leveduras foram obtidas, de fragmentos de folhas, e
tiberas sadias de inhame. Os isolados de P. sclerotigenum utilizados nos testes de
patogenicidade e biocontrole foram isolados de taberas com sintomas tipicos da doenca.
O teste de patogenicidade foi realizado com dez isolados, sendo o isolado PES- 02, o
mais agressivo e selecionado para o teste de biocontrole. Na selecdo de leveduras,
quinze isolados se destacaram, reduzindo o didmetro médio da les&o, sendo produtoras
de toxina killer, compostos volateis e producdo de biofilme. Este resultado subsidiou o
teste de biocontrole, no qual se destacaram as leveduras LEV 02 e LEV 09 como
agentes de biocontrole da podridao verde do inhame. As duas leveduras foram avaliadas
quanto a inducdo de resisténcia em tlberas através da producdo das enzimas ascorbato
peroxidase e catalase. Foi verificada uma variacdo nos niveis de enzimas nas tuberas
tratadas com o patdgeno e as leveduras; quando comparada com as testemunhas,
tratadas apenas com o0 patogeno e A&gua destilada esterilizada. As leveduras
demonstraram potencial de biocontrole, sendo uma ferramenta para o controle bioldgico

do P. sclerotigenum no inhame.

Palavras-chave: agentes antagonistas, biocontrole, Dioscorea cayennensis,

fitopatdgeno e Penicillium sclerotigenum.



GENERAL ABSTRACT

The yam (Dioscorea cayennensis Lam.), Also called yam-the-coast or yams-the-
coast belongs to Dioscoreaceae family. This culture is affected by various diseases, the
green rot one of the most important, as it causes loss of biological deterioration of
tubers during transport and storage. It is caused by the fungus Penicillium
sclerotigenum. To control the disease is recommended chemical treatment with
fungicides based on benomyl or thiabendazole. However, chemical control induces
resistance, and contaminates the environment with the need for alternatives to control.
Biological control becomes a promising alternative with considerable success in the
control of diseases pre and post-harvest. Among the antagonists used in biological
control are the yeast. Thus, the aim of this research was to select yeast isolates and
evaluate these as the biocontrol mechanisms. Yeasts were obtained from fragments of
leaves, tubers and healthy yam. The P. sclerotigenum isolates used in the pathogenicity
and biocontrol tests were isolated from tubers with typical symptoms of the disease. The
pathogenicity test was conducted with ten isolated, and the isolated PES 02, the most
aggressive and selected for the biocontrol assay. In selecting yeast fifteen isolates were
highlighted by reducing the average lesion diameter, being positive for killer toxin,
producing volatile compounds and biofilm production. This result supported the
biocontrol test, which stood out as the green yams rot biocontrol agents the yeast LEV
02 and LEV 09. These two yeasts were evaluated for resistance induction in tubers
through the production of enzymes ascorbate peroxidase (APX ) and catalase (CAT). A
variation in enzyme levels in the treated tubers with the pathogen and yeast was
verified; when compared to the checks, the pathogen treated only with sterile distilled
water. Yeasts have shown potential biocontrol, being a tool for biological control of P.

Sclerotigenum in yam.

Keywords: antagonists, biocontrol, Dioscorea cayennensis, plant pathogen and

Penicillium sclerotigenum.
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Potencial de leveduras no controle biologico da podridao

verde do inhame

INTRODUCAO GERAL

1. Importéancia do Inhame

O inhame (Dioscorea cayennensis Lam.) é uma planta herbacea, com caules
voluveis que produz rizomas isolados ou em feixes, com coloragdo escura na casca e
polpa de cor branca, amarelada ou avermelhada. A maioria das espéecies ndo serve para
alimentacdo. E uma planta monocotileddnea, herbéacea, trepadeira, pertencente ao
género Dioscorea, com cerca de 600 espécies, sendo as mais importantes as que
produzem tuberas comestiveis: D. cayennensis, D. rotundata, D. alata, D. trifida e D.
esculenta (SANTOS et al., 2006).

D. cayennensis var. rotundata possui um Unico cultivar, conhecido vulgarmente
por cara-da-costa, inhame-da-costa ou simplesmente inhame. A palavra inhame parece
ser tradugdo dos termos “yam” ou “igname”, usados originalmente nas colonias inglesas
e francesas da Africa, respectivamente. Na lingua portuguesa, especialmente no
Nordeste do Brasil, hd uma tendéncia para que o termo inhame seja aplicado aos
tubérculos grandes de D. cayennensis e, 0 termo card, aplicado aos tubérculos menores
como D. alata, (MOURA, 2005).

A cultura do inhame é de origem africana, e ao longo dos séculos vem fazendo
parte do cardapio de diversas civilizagbes. No Brasil, os primeiros relatos ocorreram no
periodo da colonizacdo portuguesa, através do transito de mercadorias entre a costa
africana e a India. A denominacdo, inhame da costa, refere-se a uma alusio a costa
africana, principal centro de dispersdo da cultura (MESQUITA, 2002).

O inhame € um alimento basico para as popula¢fes em muitos paises tropicais
do oeste da Africa e no Nordeste brasileiro vem se destacando como uma alternativa
promissora para 0s pequenos e médios produtores, devido ao seu grande potencial de
exportacdo e consumo interno (GARRIDO; MENDES, 1999). O inhame-da-costa € um
produto agricola de alto valor comercial para os mercados interno e externo, sendo

alimento rico em carboidratos e vitaminas do complexo B (tiamina, riboflavina e
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niacina), carboidratos (amido principalmente), minerais e propriedades medicinais, além
de apresentar baixo teor de gorduras (SANTOS et al., 2007).

A planta é tipicamente tropical, de clima quente e Umido. Para o bom
desenvolvimento da cultura, a temperatura média deve ser de 23 a 25°C; ndo tolerando
frio e, especialmente geadas. Existe uma grande variedade de inhames, entre as quais o
inhame-branco, o inhame-bravo, o inhame-cigarra, o0 inhame-da-china (também
chamado de inhame-card) e o inhame-taioba. Entre os principais podem ser citados as
variedades S0 Tomé, bastante difundida na regido Centro-Sul e no Nordeste brasileiro,
e 0 Cara-da-Costa, que é o mais cultivado (SANTOS et al., 2007).

Quanto as caracteristicas do solo para o plantio, o inhame prefere solos areno-
argilosos ou mesmo arenosos, leves e bem profundos, com pH na faixa de 5,5 a 6,0. A
planta responde bem ao fosforo; por isso, se o teor no solo for baixo, conforme a analise
do solo, recomenda-se adicionar fosfato natural ao adubo orgénico ou aplicé-lo
diretamente no solo, antes do plantio (SANTOS, 1996, 2002; SANTOS et al., 2006).

E uma cultura de sequeiro no Nordeste brasileiro, o plantio irrigado é feito de
setembro a outubro e, sem irrigacdo, de janeiro a margo. No Centro-Sul, o plantio é feito
de setembro a dezembro, quando comeca o periodo das chuvas. Em regides de baixa
altitude, com temperaturas médias anuais mais elevadas, planta-se de junho a setembro.
Na falta de chuvas, o uso de irrigacdo apds o plantio apressa a brotacdo e favorece o
desenvolvimento inicial das plantas, obtendo-se colheitas precoces e melhores pregos na
comercializacdo (SANTOS et al., 2007).

2. A cadeia produtiva do inhame no Nordeste Brasileiro e no Mundo

Em 2008 a producdo mundial do tubérculo foi de 51,7 milhdes de toneladas. A
producdo brasileira foi de 250.000 toneladas dentro de uma area cultivada de 27.000
hectares (FAO, 2016). O inhame é atualmente o quarto tubérculo mais importante para a
agricultura mundial, ficando depois apenas da batata (Solanum tuberosum L.), mandioca
(Manihot esculenta Crantz) e batata doce (Ipomoea batatas L.) (OLIVEIRA, 2005).

No Brasil, D. cayennensis possui uma Unica variedade de valor comercial,
conhecida vulgarmente por card-da-costa, inhame-da-costa ou simplesmente inhame. A
maior parte da producdo de inhame-da-costa do Nordeste é encaminhada para o

comeércio interno e a outra parte, a de melhor qualidade comercial, para exportacao,
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sendo os Estados Unidos, Reino Unido, Holanda, Canadd e Franca os principais
importadores da cultura (MESQUITA, 2002).

O inhame-da-costa € um produto agricola de alto valor comercial para os
mercados interno e externo, sendo alimento rico em carboidratos e vitaminas do
complexo B. No entanto, os problemas fitossanitarios da cultura na regido Nordeste
resultam em importantes fatores limitantes para seu cultivo e comercializacdo, 0s quais
diminui a produtividade da cultura, ocasionam perdas por deterioracdo bioldgica das
tlberas durante o transporte e 0 armazenamento, além de reduzir o valor unitario no
comeércio interno e provocar exclusdes nas exportacdes (OLIVEIRA, 2005).

No Nordeste do Brasil, o inhame é cultivado especialmente nos Estados da
Paraiba, Pernambuco, Bahia, Alagoas e Maranh&o, 0s quais sao o0s principais produtores
nacionais de inhame. A grande maioria dos plantios € cultivada por agricultores
familiares. Além dos empregos diretos, a cadeia produtiva do inhame envolve outros
setores como: armazenamento, transporte e comercializacdo (OLIVEIRA, et al., 2007).

Ao longo do tempo, o inhame foi se estabelecendo no estado de Pernambuco
junto as regides de maior concentracdo populacional, na Regido Metropolitana e Zona
da Mata como cultura alimentar complementar ao cultivo da cana-de-agucar.
Posteriormente, a cultura se estendeu para o Agreste pernambucano (MENDES;
SILVA; FAVERO, 2016).

Atualmente o agronegdcio internacional do inhame vem tendo um aumento
expressivo, contribuindo para a expansao de areas cultivadas na regido Nordeste do
Brasil. Em termos de producdo e area plantada, os paises africanos, principalmente a
Nigéria, Gana e Costa do Marfim, dominam o panorama internacional. No cenario Sul
Americano, o Brasil destaca-se como importante produtor, cultivando em media 25 mil
hectares e colhendo uma producdo de aproximadamente 225 mil toneladas. Os Estados
produtores da Paraiba, Pernambuco e Bahia, respondem por 90% da produgéo nacional.
Contudo, os reduzidos investimentos na ciéncia e tecnologia aplicada ao
desenvolvimento da cultura, tém ameacado esta posicdo do Brasil no cenario Sul
Americano (MESQUITA, 2001).

Os plantios brasileiros apresentam baixa produtividade (9,7 t/ha) a qual €
justificada pelo baixo nivel tecnoldgico empregado no manejo da cultura. O baixo nivel
tecnologico também reflete no controle eficiente dos problemas fitossanitarios que
afetam o rendimento do inhame a ser comercializado, principalmente no mercado
internacional (MENDES; SILVA; FAVERO, 2016).
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Na Bahia, o0 municipio de Maragojipe, é a principal regido produtora da cultura
do inhame, sendo o cultivo da planta responsavel por 37% da renda dos produtores
(MENDES et al., 2003).

3. Doengas do inhame

O inhame ¢é acometido por vérias doengas causadas por diferentes
microrganismos, como: virus, fungos, nematoides. Entre as doencas causadas por
fungos as principais sdo: a queima-das-folhas do inhame, também conhecida por
queima, pinta-preta ou mesmo variola, causada pelo fungo Curvularia eragrostidis (P.
Henn) Meyer. Trata-se de uma doenca que provoca altas perdas em plantios irrigados e
no periodo chuvoso, por apresentar alta incidéncia e severidade em todas as areas de
producéo de inhame no Nordeste do Brasil, principalmente em plantas jovens. Afeta o
crescimento da hospedeira por atingir significativamente as folhas, que se apresentam
necrosadas e retorcidas formando um quadro tipico de crestamento com nanismo. O
sintoma secundario ou reflexo € o pequeno tamanho das taberas comerciais e das
sementes. Em casos extremos de incidéncia e severidade, formam-se grandes areas de
plantas queimadas e mortas, com indices que podem a atingir 100% de perda
(MENDES, 2010).

Entre os problemas fitossanitarios mais importantes que podem restringir,
sobretudo, o comércio exportador do inhame; encontra-se a doenca de pds-colheita
conhecida como podriddo verde. Esta doenca incide com alta severidade sobre tuberas
comerciais e sementes de inhames das cultivares Costa e Sdo Tomeé (OLIVEIRA, et al.
2007). A causa é o fungo P. sclerotigenum descrito inicialmente no Japdo por
Yamamoto et al., em 1955, parasitando inhame chinés (Dioscorea batatas Dec). No
Brasil, essa doenca foi relatada em 1976 em cultivos no Estado de Pernambuco, por
Moura et al., ocasido em que foi criada a denominagdo podriddo-verde (MOURA,
2005).

O agente etiologico da podriddo verde do inhame, P. sclerotigenum foi
classificado inicialmente como pertencente ao subgénero Furcatum devido a presenca
de conidioforo biverticilados assimétricos, no entanto, recentemente P. sclerotigenum
teve varios conidioforos triverticilados observados, sendo a espécie posteriormente

reclassificada como pertencente ao género Penicillium série Gladioli, por produzir
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esclerdcios. P. sclerotigenum é geneticamente proximo ao P. digitatum. Ambos sdo
patogénicos a plantas, apresentam conidiéforo biverticilado e produzem metabolitos
secundarios (FRISVAD et al., 2004).

As doencas causadas por fungos podem afetar todas as partes da planta ao longo
de varios estadios de desenvolvimento, tanto em pos-colheita como em pré-plantio. A
podriddo verde representa altas perdas durante o transporte e armazenamento de tuberas
comerciais e sementes. As perdas sdo permanentes e a doenga ocorre sempre com altos
indices de incidéncia e severidade, especialmente em épocas chuvosas, que promovem
altos teores de umidade nos armazéns e confere condigdo Otima para o patégeno
(MOURA, 2005).

4. Sintomas causados por P. sclerotigenum em inhame

O fungo P. sclerotigenum causa apodrecimentos de tuberas de inhame
comerciais e sementes durante o armazenamento, sendo responsavel por estiolamentos
das plantulas ou falhas no plantio. O primeiro sintoma visivel da doenca denominada
podriddo verde, causada pelo fungo € uma pequena mancha Umida; sempre associada a
um ferimento na tdbera, originando posteriormente, uma lesdo profunda, de coloracao
marrom, sobre a qual observa-se uma camada de micélio, de cor verde acinzentado,
formada por conidi6foros e conidios do fungo, quando as condi¢des climéticas séo
favoraveis, tais como: temperatura e umidade elevadas (MOURA, 2005).

Ao iniciar a saprogénese, P. sclerotigenum produz grande quantidade de
esclerdcios dentro dos tecidos colonizados, uma das principais caracteristicas da
espécie. A podridao progride rapidamente e, no maximo em 20 dias, toda a tubera fica
comprometida. Ferimentos em tuberas provocados, principalmente, no ato da colheita,
limpeza, armazenamento e transporte sdo frequentes, o que favorece a penetracdo do
fungo. A doenca torna a tabera comercial imprdpria para consumo. Além disso, a
brotacdo das tlberas sementes é comprometida, ocasionando falhas no plantio
(MOURA, 2005).

O agente causal, P. sclerotigenum, penetra na tibera pelos ferimentos e, logo
apos a infeccdo, forma-se externamente uma pequena mancha umida em torno da leséo.
Removendo-se a epiderme no local da infeccdo, nota-se a lesdo interna, de coloragao
marrom, geralmente com didmetro dez vezes maior do que o visto no lado externo e,

que se estende profundamente. A consisténcia € Umida e na maioria das vezes a tibera é
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totalmente destruida. A mesma sindrome é observada em tuberas sementes. P.
sclerotigenum ndo ataca plantas vivas, sendo um problema de armazenamento levado
para 0 campo através das tiberas sementes contaminadas (MOURA, 2005).

Partes das sementes infectadas pelo fungo, quando plantadas, sdo destruidas
rapidamente antes que a planta estabeleca o sistema radicular. Ocasionando os
estiolamentos, que podem ser de pré ou pds-emergéncia, notados entre 45 a 60 dias apos
o0 plantio, necessitando-se a realizacdo do replantio, que representa gastos adicionais aos
custos de producdo e, também, proporcionando tuberas comerciais em diferentes
estadios de maturacdo para a colheita, o que é ruim para comercializacdo (MOURA,
2005).

5. Controle da podridao verde do inhame

Para o controle da podriddo verde é recomendado o tratamento quimico, através
da imersdo das tuberas comerciais e das sementes em solucdo fungicida & base de
benomyl ou thiabendazole. No entanto, para atender muitos mercados internacionais 0s
produtores ndo podem utilizar fungicidas sintéticos no controle de doencas como a
podridao verde, pois os fungicidas deixam residuos de alta classificacdo toxicologica no
meio ambiente, contaminam agricultores e consumidores. Alem disso, os residuos dos
fungicidas presentes nas tuberas tradadas no armazenamento e transporte inviabilizam
as exportacdes, gerando muitos prejuizos para os agricultores, principalmente, 0s que
tém uma parcela significativa de rendimentos provenientes das exportacfes, em que 0
inhame consegue precos muito melhores do que os praticados no mercado interno
(MESQUITA, 2002).

De modo geral, as podridGes pds-colheita sdo de dificil controle e tém sido
responsaveis por grande parte das perdas em produtos colhidos (ZAMBOLIM, 2002).
As estratégias de controle de doencas pos-colheita em frutos compreendem: a) reducéo
do indculo pela eliminagdo de restos de cultura, manejo e tratamento fitossanitarios
adequados em pré-colheita, sanitizacdo de caixas, equipamentos, agua de lavagem de
frutos e camaras de armazenamento, selecdo rigorosa dos frutos evitando danos
mecéanicos; b) supressdo do desenvolvimento de podriddes; ¢) inativacdo de infeccdo
por ferimentos; d) prevencgédo e e) erradicagdo (ECKERT; OGAWA, 1985). Embora

existam dados de pesquisas indicando produtos quimicos para controle de alguns males
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de D. cayennensis, obtidos para as condi¢cdes do Nordeste, admite-se que, as medidas
isoladas devem ser substituidas por um sistema integrado, envolvendo producéo e uso
de tuberas sementes sadias, rotacdo de culturas com plantas antagbnicas e nao
hospedeiras, e melhoria das condi¢cBes de armazenamento das tuberas comerciais e
sementes (MOURA, 2005).

O tratamento com produtos quimicos sintéticos constitui um método
comprovadamente eficiente para o controle de fitopatdgenos. No entanto, 0 uso
incorreto das préaticas de controle quimico, pode advir como consequéncias, problemas
ao meio ambiente e a salde dos operadores. Assim, uma das formas de diminuir a
intensiva aplicacdo de fungicidas é a utilizacdo de outros métodos de controle
fitossanitario, como o controle bioloégico (BETTIOL; MORANDI, 2009).

Neste cenario o controle biol6gico torna-se uma alternativa promissora, pois ndo
causa danos ao meio ambiente e aumenta a op¢do de medidas de controle das doencas
de pés-colheita. O biocontrole utilizando como agentes de biocontrole; as bactérias,
actinobactérias, fungos filamentosos e leveduras tem se mostrado também uma
estratégia promissora na reducdo de contaminacao por aflatoxina, tanto em pré como em
pos-colheita; (BETTIOL; MORANDI, 2009).

6. Controle Bioldgico

O controle biolégico, segundo Baker & Cook (1974), é a reducdo da quantidade
de in6culo ou da atividade de producdo da doenca pelo patdgeno realizado por um ou
mais organismos. O biocontrole raramente elimina o patdgeno do local, baseia-se na
relacdo antagbnica entre microrganismos e fitopatdgenos, podendo ser caracterizado por
diferentes modos de atuacdo, tais como: competi¢cdo por espaco e nutrientes, antibiose,
parasitismo, producdo de enzimas liticas e indugdo de resisténcia em plantas (MORAES
etal., 1991).

No mecanismo de antibiose 0s microrganismos produzem metabdlitos
secundarios toxicos que inibem o desenvolvimento de outros microrganismos. A
capacidade de competir pela ocupacdo de sitios de infeccdo do patbgeno é uma
caracteristica necessaria para um agente de biocontrole, pois espera-se que 0 antagonista
cresca de maneira mais efetiva que o patdgeno no local de infeccdo (BENDENDO;
MASSOLA; AMORIM, 2011). O micoparasitismo € um mecanismo onde um fungo
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micoparasita sobrevive a custa de outro, envolvendo uma sequéncia de alteragdes no
metabolismo de ambos (OWLEY; WINDHAM, 2010). Esses antagonistas atuam
diretamente nos fitopatogenos pela secrecdo de enzimas que degradam a parede celular,
tais como: quitinases, B-1,3-glucanases, B-1,6-glucanases, proteases e antibidticos,
como a gliotoxina e viridina (LORITO et al., 2010; DRUZHININA et al., 2011,
MUKHERJEE et al., 2012).

Diferentes espécies de microrganismos, tais como: Bacillus spp., Pseudomonas
spp., Streptomyces spp., Trichoderma spp (Pers.) sdo utilizados como agentes de
biocontrole (SPADARO et al., 2008; JANISIEWICZ et al., 2010; JAMALIZADEH et
al., 2011).

Dentre os microrganismos utilizados no controle bioldgico, as leveduras surgem
como uma nova classe de agentes de biocontrole, que vem sendo bastante estudada e
tém apresentado resultados de sucesso, no controle de varios fitopatogenos em pos-
colheita (EL-TARABILY, 2004).

As leveduras sdao microrganismos unicelulares, pertencentes ao reino Fungi, que
se reproduzem assexuadamente por brotamento ou fissdo binaria. Estdo inseridas no
sub-reino Dikarya, e filos Basidiomycota e Ascomycota (FEYDER et al., 2015).

Diferentes mecanismos podem estar envolvidos na inibicdo dos fitopatdgenos
por leveduras, tais como: compostos antimicrobianos, inducdo de mecanismo de
resisténcia em plantas, degradacdo de toxinas e enzimas e, competi¢do por espacgo (EL-
MEHALAWY et al., 2004). A habilidade de competir por espaco torna as leveduras
excelentes colonizadores de tecidos feridos, pois consomem 0s nutrientes mais
rapidamente do que os fitopatdgenos, prevenindo o estabelecimento destes e
consequentemente da doenca (DROBY et al., 2009).

Varios géneros de leveduras tém sido utilizados em estudos de controle
bioldgico de doengas de pds-colheita e vegetais (EL-GHAOUTH, 2003). Entre os
géneros mais citados no biocontrole encontram-se Candida (Cif e Redaelli),
Saccharomyces (Meyen) e Rhodotorula (F. C. Harrison).

O controle bioldgico utilizando microrganismos antagonistas tem sido uma
alternativa ao uso de fungicidas sintéticos, com consideravel sucesso no controle de
doencas de pré e pos-colheita (JANISIEWICZ; KORSTEN, 2002).

As leveduras segundo Sanhueza (2000) fazem parte do ambiente de maneira
geral, podendo ser encontradas em diversos locais como, graos, folhas, frutos e suas

sementes, exultados de &rvores, insetos, e solos. Estdo presentes no filoplano
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colonizando as folhas e sdo responsaveis pelo controle bioldgico natural de varias
doencas foliares. A superficie de flores e frutos é conhecida como substrato apropriado
para as leveduras e a sua disseminacdo na parte aerea das plantas ocorre por meio de
insetos.

A comunidade microbiana da filosfera consiste, basicamente de bactérias e
leveduras. A sucessdo ecoldgica na filosfera inicia com as bactérias, posteriormente
com as leveduras e, finalmente, com os fungos. As leveduras biocontroladoras que
geralmente sdo encontradas nas folhas sdéo membros das Cryptococcaceae (Rhodotorula
spp., Cryptococcus spp. e Torulopsis spp.), Sporobolomycetaceae (Sporobolomyces spp.
e Tilletiopsis spp.) Saccharomyces spp. e Aureobasidium spp. (VALDEBENITO-
SAMHUEZA, 2000). Atualmente, o conhecimento indica que as leveduras controlam os
patdgenos da parte aérea, principalmente, por competicdo de nutrientes e, por inducao
de resisténcia (BETTIOL; MORANDI, 2009).

Produtos comerciais a base de C. oleophila, A. pullulans (de Bary & Lowenthal)
G. Arnaud, M. fructicola, sdo comercializados em muitos paises no controle de
fitopatdgenos. Nos EUA e em Israel, produtos a base de C. oleophila sdo recomendados
para o0 controle de P. digitatum e Botrytis em pos-colheita. Na Alemanha, produtos a
base de A. pullulans sdo recomendados para o controle de Botrytis, Penicillium e
Monilia Hill ex F.H. Wigg em frutos de p6s-colheita, 0 mesmo produto é recomendado
para o controle de Erwinia amylovora (Fireblight) em pomaceas e plantas ornamentais.
Em lIsrael, produtos comerciais a base de Metschnikowia sdo utilizados no controle de
P. digitatum e P. italicum Wehmer em citros, P. expansum em frutos de carogo, B.
cinerea e Rhizopus stolonifer (Ehrenb.) Vuill na cultura do morangueiro (Fragaria L.) e
uva (Vitis vinifera), Aspergillus niger Tieg em frutos de uva (DROBY et al., 2009;
BETTIOL et al., 2012).

6.1 Leveduras e a producao de enzimas no controle bioldgico

Castoria et al. (1997) e Sanhueza et al. (2000), verificaram que, além da
capacidade de competicdo por nutrientes, as leveduras interagem diretamente com as
hifas fangicas e produzem enzimas liticas que causam a lise da parede celular. Esses
microrganismos agem no controle das doencas de plantas como agentes protetores das

infecgOes e ndo como curativos.
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As leveduras sdo reconhecidas pela produgdo de enzimas como as pectinases,
quitinases e glucanases e, por ndo produzirem metabolitos toxicos, que teriam um efeito
toxicoldgico negativo ao ambiente. A producdo de diversas enzimas por organismos
antagonistas € investigada por diversos autores como estando relacionada a eficiéncia
exercida no controle de fitopatdogenos (SARAVANAKUMAR, et al., 2009;
BAUERMAISTER, et al, 2010). A aplicagdo de f-1,3-glucanases ou de
microrganismos produtores dessas enzimas é importante para inibir ou retardar a
deterioracdo de frutos em pds-colheita causada por fungos fitopatogénicos
(BAUERMAISTER, et al., 2010). A eficiéncia das quitinases produzidas pelos agentes
de biocontrole contra fungos e insetos foi relatada na pesquisa realizada por El-Katany
et al. (2001). Nesse estudo verificou-se que as quitinases e glucanases sdo proteinas
relacionadas com a patogénese (PRP’s) que possuem capacidade de hidrolisar células
fungicas, agindo diretamente sobre o patogeno.

Segundo Bettiol et al. (2012), Candida oleophila (Montrocher) compete por
nutrientes com Penicillium digitatum (Pers.) Sacc. nos ferimentos provocados em citros
(Citrus sp.), prevenindo assim, a infeccdo causada pelo patégeno. Chanchaichaovivat et
al. (2008), relataram que Pichia guilliermondii Wick., pode inibir Colletotrichum
capsici (Syd. & P. Syd.) E.J. Butler & Bisby, por ser excelente consumidora de
nutrientes, pela producao de enzimas hidroliticas e pela acao direta em suas hifas. Getha
e Vikineswary (2002) relataram que a estirpe G10 de Streptomyces violaceus niger
produz metabdlitos antifungicos que inibem o crescimento de Fusarium oxysporum
E.F.Sm.& Swingle e de F. oxysporum f.sp. cubense W.C. Snyder & H.N. Hansen.
Nantawanit, (2010) afirma que a estirpe R13 de P. guilliermondii quando inoculada em
frutos de pimenta (Capsicum spp.) estimulou a producdo de enzimas relacionadas a
defesa da planta, como fenilalanina amonioliase, [-1,3-glucanase, quitinase e
fitoalexinas. Acredita-se que estas enzimas estdo intimamente relacionadas com a

inibicdo de C. capsici na cultura.

6.2 Leveduras e a producéo de proteinas killer no controle biologico

Algumas leveduras inibem fitopatdégenos por apresentarem a atividade “killer”,

que consiste na producdo de toxinas extracelulares de composic¢ao glicolipidica ou
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glicoprotéica com acdo antifingica ou fungistatica sobre outras leveduras e/ou fungos
filamentosos (GOLUBEYV, 2006).

O fator killer de leveduras antagonistas pode ser expresso em muitos géneros de
leveduras tais como: Saccharomyces Meyen, Candida Cif. & Redaelli, Cryptococcus
Kutz, Debaryomyces Klocker, Hanseniaspora Zikes, Hansenula Syd, Kluyveromyces
Van der Walt, Pichia E.C. Hansen, Sporidiobolus Nyland, Tilletiopsis Ders,
Zygosaccharomyces B.T.P. Barker, dentre outros (SANTOS et al., 2009).

A atividade “killer” esta relacionada entre os principais mecanismos de
competicdo e seletividade apresentados por leveduras dentro de habitats onde estes
microrganismos atuam. Contudo, sabe-se que a capacidade de producdo de toxinas
“killer” em leveduras pode variar entre espécies ¢ isolados (PHILLISKIRK, G.;
YOUNG, 1975). As toxinas “killer” podem afetar diretamente a parede celular do
microrganismo alvo, causando a morte do mesmo (GOLUBEYV, 2006).

A producdo de exotoxinas com atividade antimicrobiana pelas leveduras é
mediado por receptores especificos da parede celular dos microrganismos sensiveis, é
um fenémeno relativamente comum (EL-BANNA et al., 2011). As leveduras killer séo
fungos produtores de toxinas que sdo imunes a atividade das proprias toxinas. Estes
organismos produzem proteinas ou glicoproteinas, em meio de cultura que podem inibir
outras leveduras, fungos filamentosos e bactérias sensiveis a estas toxinas (MAGLIANI
et al., 1997; COELHO et al., 2003). Os peptideos tdxicos liberados no meio de cultivo
podem inibir o desenvolvimento de fungos fitopatogénicos como, F. oxysporum e
Botrytis cinerea Pers (ROSA et al., 2010).

Rosa-Magri et al., (2011) verificaram que as leveduras Torulaspora globosa
(Klocker) Van der Wath & Johannsen e C. intermedia (Cif.& Ashford) Langeron &
Guerra inibiram o desenvolvimento de C. sublineola Henn. e C. graminicola (Ces.)
G.W. Wilson. Um dos mecanismos de acdo envolvidos foi a producdo de toxinas killer.
Segundo Sharma et al. (2008), a levedura Sporidiobolus pararoseus Fell & Tallman

produziu toxinas que inibiram o crescimento de fungos.

6.3 Leveduras e a producéo de biofilme no controle bioldgico

Muitos microrganismos em seus sitios naturais sdo encontrados no ecossistema,
formando o que chamamos de biofilmes, aderidos as superficies e ndo agindo como um

organismo livre. Esses biofilmes sdo definidos como uma estrutura microbiana
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comunitaria que adere a superficies e fica revestida em uma matriz de material
exopolissacaridico (DURAN et al., 2007).

Os biofilmes sdo complexos ecossistemas microbianos, formados por
populacdes desenvolvidas a partir de uma Unica, ou multiplas espécies, sendo
encontrados em uma variedade de superficies bidticas ou abioticas (O'TOOLE;
KAPLAN; KOLTER, 2000). Sao caracterizados como uma comunidade microbiana
séssil, constituida por células que estdo irreversivelmente ligadas a um substrato, ou
umas as outras por meio de uma interface, incorporadas numa matriz de substancias
poliméricas extracelulares e exibem diferentes fenotipos dependendo do ambiente, da
taxa de crescimento e da transcri¢do de genes (DONLAN; COSTERTON, 2002).

As leveduras do género Candida, especialmente C. albicans sdo potencialmente
formadoras de biofilme (NIKAWA et al., 2003). Os biofilmes bacterianos e fungicos
compartilham muitas caracteristicas, como a adesdo inicial de microcol6nias, que séo
responsaveis pela sintese de exopolimeros, formando uma matriz dinamica de
crescimento constante e lento (LAFLEUR, 2008).

Os biofilmes formados pela levedura C. albicans sdo constituidos por uma
matriz extracelular (ECM) composta de proteinas, polissacarideos, células do
hospedeiro e células da levedura de morfologia variada, tais como leveduriformes,
pseudo-hifas e hifas verdadeiras. O mecanismo de aderéncia e formacao de biofilme por
C. albicans envolve, entre outros, a participacdo de adesinas e a secre¢do de enzimas
hidroliticas como fosfolipases, proteases e hemolisinas (MUKHERJEE et al., 2005).

Durante a maturagcdo dos biofilmes, em determinados momentos,
microorganismos sdo liberados para que possam vir a colonizar novos ambientes. A
medida que o processo se desenvolve, a complexidade e a diversidade da comunidade
aumentam. A sucessdo encerra quando ndo ha nichos disponiveis para novas
populacdes, este estagio recebe o nome de comunidade climax e embora seja uma etapa
relativamente estvel, ndo é um processo estatico e sim dindmico, com interacGes
constantes com o hospedeiro e entre 0s microrganismos na competicdo pela
sobrevivéncia (FLEMMING; WINGENDER, 2010).

As células produzem e liberam sinais quimicos moleculares que desencadeiam
alteracBGes na expressdo de proteinas que coordenam diferentes arranjos fisiologicos e
estruturais no biofilme. Essa sinalizacdo permite a comunicacdo intercelular na

comunidade do biofilme como um todo. Esses processos incluem simbiose, viruléncia,
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competéncia, conjugacao, producdo de antibioticos, motilidade, esporulacéo e a propria
formacéo de biofilmes (MILLER; BASSLER, 2001).

No biofilme os microrganismos podem tolerar altas concentracdes de agentes
antimicrobianos e uma variedade de condigOes adversas, quando comparados com sua
forma planctonica (COSTERTON; STEWART; GREENBERG, 1999). Além dos
exopolissacarideos (EPS), outros compostos sdo comumente encontrados na matriz
como proteinas, lipideos, acidos nucleicos e acidos lipoteicoicos (FLEMMING,;
WINGENDER, 2010).

6.4 Antibiose como mecanismo de Biocontrole de leveduras

Dos principais mecanismos de antagonismo de leveduras, a competicdo por
nutrientes tem um importante destaque. O exemplo de algumas leveduras tem elucidado
a capacidade de competicdo destas por ferro, interferindo desta forma, sobre outras
comunidades da microbiota do solo, através da producdo de sideréforos (BOTHA,
2011). Os sideroforos atuam como quelantes de baixo peso molecular e sdo produzidos
por diferentes microrganismos na aquisicdo do ferro. S80 bem conhecidos em
Rhodotorula glutinis (Fresen) Harrison, sendo esta espécie de levedura capaz de
produzir o &cido rodotorulico, importante componente de sideroféros que sequestra o
ferro do ambiente, o indisponibilizando desta forma para outros microrganismos e,
consequentemente, suprimindo o desenvolvimento destes onde atuam (SANSONE et
al., 2005).

Na competicdo por espaco e nutrientes, observagdes microscépicas demonstram
que muitas leveduras podem se multiplicar em abundéncia, proximo a hifas de fungos
fitopatogénicos, crescendo sobre exsudatos secretados por folhas e frutos de
hospedeiros, sugerindo que a concorréncia por espaco e nutrientes possa também
ocorrer em outras regides, tal como na rizosfera, inibindo desta forma, a colonizacéo de
diversificados fitopatdgenos radiculares (EL TARABILY; SIVASITHAMPARAM,
2006).
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6.5 Inducdo de resisténcia

Além do controle bioldgico, a inducdo de resisténcia do hospedeiro a um
fitopatdgeno é uma ferramenta muito estuda no controle de doencas de plantas, podendo
ser definida como sendo a capacidade da planta atrasar ou evitar a entrada e atividade
do agente patogénico nos seus tecidos sob o ponto de vista fisioldgico (GOODMAN et
al., 1986). O entendimento desse processo de resisténcia é complexo e ocorre por meio
de mudancas bioquimicas significativas em resposta a estimulos causados por agentes
bidticos como os fitopatdgenos (HILDEBRAND et al., 1986). A inducdo ocorre na
ordem funcional, espacial e temporal, iniciando com o reconhecimento pela planta de
sinais exdgenos do fitopatdgeno, seguindo com 0s mecanismos de transducdo desses
sinais, resultando na reprogramacdo do metabolismo vegetal, envolvendo mudangas na
atividade génica (WALTERS et al., 2007).

A resisténcia induzida em plantas envolve a ativacdo de mecanismos de defesa
latentes, que podem ser ativados quando a planta estiver sujeita a um agente estressor
(HAMMERSCHMIDT; DANN, 1997). Os agentes indutores nas plantas sdo chamados
de elicitores (SMITH, 1996).

Os mecanismos de defesa das plantas podem ser ativos por elicitores quimicos,
fisicos ou bioldgicos. Os elicitores de origem bidtica (exdgeno) (PASCHOLATI, 2011),
como as Rizobacterias promotoras de crescimento (SILVIA, 2002) e leveduras
(STANGARLIN et al., 2010).

Quando um fitopatdgeno acomete uma planta, varias moléculas eliciadoras
associadas aos patdgenos sdo reconhecidas em nivel de membrana plasmatica vegetal,
resultando na ativacdo de mecanismos de defesa. Esta sinalizacdo faz com que a planta
responda de forma rapida, com uma explosdo oxidativa, que consiste na producao de
espécies reativas de oxigénio (EROs), principalmente anion superdxido (O,), perdéxido
de hidrogénio (H,O,) e o radical hidroxila OH (GARCION et al., 2007). As espécies
reativas de oxigénio sdo moléculas reduzidas, transitorias e altamente reativas,
produzidas no caminho metabdlico de transformacéo do oxigénio molecular (O,) e agua
(H20). As EROs podem se acumular rapidamente no inicio do processo infeccioso, em

interagdes patdgeno-planta compativeis ou incompativeis, fendmeno conhecido como
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explosdo oxidativa. Esta € muito verificada em reacGes de hipersensibilidade em
resposta a infec¢do fangica ou bacteriana (PASCHOLAT]I, 2011).

O acumulo de EROs nas células vegetais e do patdgeno pode ser toxico, desta
forma as plantas desenvolveram mecanismos de defesa enzimaticos e ndo enziméticos
capazes de neutralizar a citotoxidade das EROs. Entretanto, o efeito antimicrobiano
direto das EROs em uma interacdo planta-patdégeno depende das concentracfes das
EROs e da sensibilidade do patdgeno a essas concentracGes. Para atuar como antibiotico
efetivo na resposta de defesa vegetal, a concentracdo de H,O, no local da infeccdo deve
ser alta o bastante para servir como agente microbicida (MEDHY et al., 1996).

Para se proteger, a planta ativa diversas enzimas antioxidativas, que irdo
decompor as EROs. Dentre elas, podemos citar a superdxido dismutase (SOD),
ascorbato peroxidase (APX), catalase (CAT), entre outras. Contudo, o equilibrio entre a
producédo e a neutralizacdo pode ser alterado, aumentando significativamente os niveis
intracelulares de EROs, ocasionando o estresse oxidativo (APEL;HIRT, 2004

A inducdo de resisténcia em plantas hospedeiras tem sido relatada a partir da
inoculacdo de leveduras em frutos (DROBY et al., 2002). Esta resisténcia induzida tem
sido relacionada com a produgédo de POD, CAT e SOD em frutos de péssegos (Prunos
persica) tratados com P. caribbica Vaughan-Mart. Kurtzman, S.A. Mey. & E.B.O’Neill
(LIU et al., 2005; ABEGG et al., 2010; XU et al., 2013). De acordo com CAI et al.
(2015), os niveis de SOD, CAT, POD, polifenol oxidase (PPO), fenilalanina
amonioliase (PAL), APX e B-1-3-glucanase mostraram-se superiores em frutos de
morango tratados com Hanseniaspora uvarum (Niehaus) Shehata, Mrak & Phaff ex
M.T Sm., em relagdo ao tratamento controle em pds-colheita. Conforme os autores, o
aumento nas atividades destas enzimas esta associado com a reducéo da severidade das
doencas e, pelo fato destas enzimas estarem relacionadas a inducdo de resisténcia no
fruto.

Castoria et al. (2003), afirmaram que a capacidade para tolerar niveis elevados
de espécies reativas de oxigénio (EROs) produzidas em tecidos de frutos, em resposta a
ferimento, é uma das caracteristicas essenciais das leveduras antagonicas.

No contexto da resisténcia das plantas e patdgenos, as EROs podem contribuir
atuando diretamente sobre os patdgenos e, consequentemente, inibindo o seu
desenvolvimento nos tecidos. Além disso, dentre as EROs, o peroxido de hidrogénio,

por ser a espécie mais estavel e prontamente transportada através da membrana, pode
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estar envolvida na expressdo de genes requeridos na resisténcia ou na formacao de
mensageiro secundario como o acido jasménico (PASCHOLAT]I, 2011).

Em virtude da importancia da cultura do inhame no Nordeste brasileiro e
particularmente em Pernambuco, bem como os danos causados decorrentes da podridao
verde causada por P. sclerotigenum, o presente trabalho teve como objetivos: isolar,
selecionar e avaliar o potencial de leveduras no biocontrole da podriddo verde em
inhame; verificar a producdo de toxina killer, formacdo de biofilme e producdo de
metabolitos volateis in vitro, além de avaliar as leveduras como agentes indutores de
resisténcia em tuberas de inhame, através da andlise enzimatica da catalase e ascorbato

peroxidase.
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Resumo- A podriddo verde do inhame, causada por Penicillium sclerotigenum é uma

doenca que incide com alta severidade sobre tGberas. O controle € realizado com
fungicidas a base de thiabendazole e praticas para diminuir o in6culo do fungo durante o
armazenamento. No entanto é uma doenca de dificil controle, havendo a necessidade de
um controle integrado. O estudo objetivou: obter, selecionar leveduras antagonistas ao
patdgeno e estudar os possiveis mecanismos do biocontrole. Dez isolados do patégeno
foram avaliados quanto a agressividade, sendo selecionado o mais agressivo. Foram
obtidas quarenta leveduras e estas foram testadas quanto a eficiéncia no biocontrole da
podriddo verde. O potencial de biocontrole foi verificado através de um segundo teste,
utilizando1x10° cél/mL de suspenséo das leveduras aplicada, de imediato e cinco dias
apos a primeira atomizacao dos fungos, onde se verificou a reducdo do diametro medio
de lesdo da doenca. A estabilidade do biocontrole foi confirmada para LEV-02 e LEV-
09, que apresentaram efeito inibitdrio na esporulacdo e crescimento micelial reduzido
do isolado PES-02, positivas para producdo de toxina killer e biofilme e ndo afetarem
nos niveis das enzimas catalase e peroxidase nas taberas. A utilizacdo das leveduras

demonstra ser promissora no biocontrole da podridao verde do inhame.

Termo para indexacdo: tuberas, antagonismo, controle integrado, fitopatogeno.
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Biocontrol mechanisms of yeast to P. Sclerotigenum etiological agent of yam green

rot

Abstract - Green yams rot caused by Penicillium sclerotigenum is a disease that

affects high severity on tubers. The control is performed with the base fungicide
thiabendazole and practices to reduce the fungus inoculum during storage. However it is
a disease difficult to control, there is the need for an integrated control. The study aimed
to: obtain, select yeast antagonists to the pathogen and study the possible biocontrol
mechanisms. Ten isolates of the pathogen were evaluated for aggressiveness, being
selected the most aggressive. Forty yeasts were obtained and these were tested for
effectiveness in the biocontrol of green rot. The biocontrol potential was recorded by a
second test utilizando1x106 cells / ml suspension of yeast applied immediately to five
days after the first spray of the fungi where there was a reduction in the average
diameter of the disease lesion. The stability of biocontrol was confirmed to LEV-02 and
LEV- 09, showed inhibitory effect on sporulation and reduced mycelial growth isolated
PES-02, positive for Killer toxin production and biofilm and not affect the levels of
catalase and peroxidase in truffles. The use of yeast biocontrol shown to be promising in

the green yam rot.

Index terms: tubers, antagonism, integrated control, pathogen.
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Introducéao

A cultura do inhame no Nordeste brasileiro € bastante representativa, gerando
renda para os agricultores da agricultura familiar em sua maioria e promovendo o
desenvolvimento da economia nas regifes da zona da mata e agreste do estado. No
entanto, a producdo e comercializacdo das tuberas sdo afetadas significativamente
devido a ocorréncia da podriddo verde (OLIVEIRA, 2005).

Esta € uma doenca de grande importancia para a cultura, pois inviabiliza as
tuberas sementes e comerciais e 0 seu controle é baseado no tratamento das tiberas com
fungicidas, o que contamina 0 meio ambiente e as pessoas; sendo necessaria a adocdo
de um controle alternativo (MOURA, 2005).

Dentre 0s microorganismos utilizados no controle bioldgico, as leveduras
surgem como uma nova classe de agentes de biocontrole, que vem sendo bastante
estudadas e tém apresentado resultados de sucesso, no controle de varios fitopatégenos
em pdés-colheita (EL-TARABILY, 2004).

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivos: isolar, selecionar e
avaliar o potencial de leveduras no biocontrole da podridéo verde em inhame; verificar
a producdo de toxina killer, formacédo de biofilme e producéo de metabolitos volateis in
vitro, além de avaliar as leveduras como agentes indutores de resisténcia em tuberas de

inhame, através da analise enzimatica da catalase e ascorbato peroxidase.
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Material e Métodos

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Fungos do Solo e
Laboratorio de Cultura de Tecidos Vegetais da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (UFRPE) e no Laboratério de Micologia Médica da Universidade Federal

de Pernambuco (UFPE), Recife, no periodo de fevereiro de 2015 a dezembro de 2016.

Isolamento e Identificacéo de P. sclerotigenum

Para o isolamento do fitopatdgeno, foram utilizadas taberas de inhame com
sintomas de podriddo verde coletadas em produtor da regido de Condado-PE e na
Central de Abastecimento de Pernambuco (CEASA). O isolamento do patdgeno, foi
realizado a partir de fragmentos da regido de transicdo do tecido sadio/doente.
Posteriormente foram desinfestados, foram depositados em placa de Petri contendo
alcool etilico 50% e posteriormente em placa de Petri contendo hipoclorito de sédio 2%
diluido 1:3 para desinfestacdo e obtencdo de culturas puras. Em seguida, os fragmentos
foram lavados em agua destilada estéril e plaqueados em meio de cultura batata-
dextrose-agar (BDA).
Isolamento e Identificacdo das leveduras

Para isolamento das leveduras, foram coletadas folhas e tuberas de inhame de
culturas das regides de Condado, Recife, Bonito, Igarassu e Camaragibe-PE, através de
produtores e compra de tiberas na CEASA. Os isolamentos foram realizados a partir de
fragmentos de tecidos de folhas e tdberas de inhame aparentemente assintomaticas.
Esses fragmentos foram imersos separadamente em tubos de ensaio (cinco fragmentos
por tubo) contendo 10 mL de &gua de torneira esterilizada (AE) adicionada de
cloranfenicol (50 mg L ™). Em seguida, os tubos foram submetidos & agitacdo em

“yortex”, em seguida foi efetuada uma dilui¢do (10™). Desta diluicdo, aliquotas de 0,1
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mL foram distribuidas em placas de Petri contendo meio de cultura Sabouraud Dextrose
Agar (SDA) suplementado com extrato de levedura (1,5 g L™) e adicionado de
cloranfenicol (50 mg L™), e uniformemente espalhadas na superficie do meio com o
auxilio de uma alca de Drigalski.
Teste de patogenicidade de P. sclerotigenum

Para o teste de patogenicidade foram utilizadas suspencbes preparadas pela
adicdo de 20 mL de &gua destilada esterilizada (ADE) ao meio de cultura contendo
coldnias do patdégeno com 10 dias de crescimento, seguido de raspagem com alca de
Drigaslki e filtragem em camada dupla de gaze esterilizada. O inéculo foi ajustado a
concentracdo de 1x 10° esporos/mL. Foram utilizadas tiberas de inhame comerciais
assintomaticas, estas foram lavadas e desinfestadas pela imersdo em NaClO 0,005% por
cinco minutos. As tuberas foram colocadas em bandejas e marcadas na superficie em
dois pontos equidistantes. Em seguida procedeu-se a inoculagdo de 50 pl da suspenséo
do fitopatégeno na concentracdo de 1x 10° esporos/mL. O delineamento experimental
foi inteiramente casualizado com cinco repeticdes, cada uma representada por uma
tubera.
Selecdo de isolados de leveduras

Taberas assintomaticas foram lavadas e desinfestadas pela imersao em NaClO
0,005% por cinco minutos e colocadas em bandejas. As suspensbes das quarenta
leveduras foram obtidas a partir da adicdo de 20 mL de ADE e raspagem da colbnia
com 72 horas de crescimento em placas de Petri contendo meio SDA. A concentracdo
de cada suspensdo foi ajustada para 1x10" células mL™ com o auxilio da camara de
Neubauer. As tuberas foram tratadas através da atomizagcdo com 25 mL da suspensédo de
leveduras e uma hora apo6s atomizacdo, o isolado PES-02 de P. sclerotigenum na

concentracéo de 1x10° conidios mL™ foi inoculado. A testemunha padréo foi inoculada
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apenas com o patogeno. Aplicou-se cdmara Umida por 48 horas, e a doenca foi avaliada
10 dias ap6s a inoculacdo do patdgeno e leveduras, medindo-se o didmetro da lesdo em
dois sentidos opostos. O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente
casualizado, totalizando 41 tratamentos (40 isolados de leveduras e uma testemunha
padrdo), com quatro repeticdes, sendo cada repeticao representada por uma tubera. Os
dados obtidos foram submetidos a analise de varidncia e, os tratamentos comparados
pelo teste de Scott-Knott (P<0,05) utilizando o SISVAR.
Selecao de leveduras no biocontrole da podridéo verde do inhame

Quinze isolados de leveduras selecionados em teste de biocontrole utilizando a
metodologia descrita anteriormente foram avaliados em tUberas atomizadas com 25 mL
da suspensdo de leveduras em dois periodos (uma hora antes da inoculagdo do
patdgeno) e (cinco dias ap6s a inoculacdo do patdgeno e leveduras). O delineamento
experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, composto de 16 tratamentos (15
isolados de leveduras, um patogeno), quatro repeticbes, sendo cada repeticdo
representada por uma tabera. Os dados foram submetidos a analise de variancia e, 0s
tratamentos comparados pelo teste de Scott-Knott (P<0,05) utilizando o programa

estatistico SISVAR.

Avaliacao da atividade killer das leveduras

Na caracterizacdo quanto a atividade killer dos isolados de leveduras com
potencial no biocontrole de P. esclerotigenun, foram utilizados dois isolados de
leveduras padrdes de sensibilidade, sendo estes representados pelos isolados NCYC
1006 (Saccharomyces cereviseae) e NCYC Y-55 (Candida glabrata).

Os isolados foram ativados a uma temperatura de 25 °C por 24 horas em placas
de Petri contendo meio de cultura YEPD (10 g de extrato de levedura, 20 g de peptona,

20 g de glucose, 20 g de &gar, 1000 mL de agua destilada) suplementado com azul de
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metileno (0,003%), utilizando tampdo citrato-fosfato (100 mM) para ajuste do pH a 4,2.
Ap0s esta etapa, foi preparada suspensdo (4 x 10° células/mL) da levedura sensivel para
o0 teste em solucdo salina (NaCl 0,85% m/v) e, posteriormente, espalhada com auxilio
de um “swab” esterilizado sobre placas contendo meio YEPD adicionado de azul de
metileno. Das leveduras testadas quanto ao antagonismo de P. esclerotigenun,
cultivadas em meio SDA foram retiradas amostras, sendo estas plaqueadas em pontos
identificados sobre a superficie de placas de Petri contendo meio YEPD adicionado de

azul de metileno e foram incubadas a 25 °C por 72 horas.

Avaliacao da inducio de resisténcia em tuberas de inhame

Para esta analise amostras das tuberas experimentadas no teste de biocontrole
foram coletadas. A atividade da CAT foi determinada pelo método descrito por Havir et
al. (1987). Em solucao contendo 1,0 mL de tampao fosfato de potassio 100 mM, pH 7,5
e 25 pL do peroxido de hidrogénio (H,O;) a 1,0 mM, a reagao foi iniciada pela adicdo
de 25 pL do extrato protéico e, a atividade determinada seguindo-se a decomposicao do
H,0; por 60 segundos, através de alteragdes a 240 nm, sob temperatura de 25°C, em
espectrofotometro. A atividade da APX foi determinada conforme descrito por Nakano
& Asada (1981). O meio de reacao foi composto por 650 puL de tampao fosfato de
potassio 80 mM, pH 7,5, 100 uL de ascorbato 5,0 mM, 100 uL. de EDTA 1,0 M, 100 uL.
de HO 1,0 mM e 50 pL do extrato protéico. A atividade foi determinada pelo
monitoramento da taxa de oxidagdo do ascorbato a 290 nm, temperatura de 30 °C,
durante 60 segundos, em espectrofotometro. Todas as atividades enzimaticas foram

medidas em mg/gMF (miligrama/grama de massa fresca).
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Avaliacao da capacidade de formacéao de biofilme

Os isolados de leveduras foram semeados em placas de Petri contendo meio
SDA por 24 horas e mantido a +/- 27 °C. Posteriormente, foi preparada uma suspenséo
em solucéo salina dos isolados de leveduras com concentracdo final de 10° UFC/mL. 20
pL da suspensdo e 180 uL de Sabouraud (SD) liquido foram postos em pocgos de
microplacas de ELISA e mantidas a 37°C por 24 horas sem agitacdo. Em seguida, o
conteudo foi aspirado e os pocos lavados com &gua destilada, sendo adicionado
posteriormente sobre estes, 200 yuL do corante safranina por 5 minutos. A avaliagéo foi
feita de acordo com a intensidade da coloragédo dos pocos. Para interpretacédo os de fraca
coloragdo foram lidos como (1+); os de coloragdo mediana (2+ a 3+) e fortemente

corados (4+).

Producgdo de metabdlitos volateis pelas leveduras

Foi avaliado o efeito de metabolitos volateis produzidos pelos isolados de
leveduras sobre a inibi¢do do crescimento micelial e esporulacdo de P. sclerotigenum in
vitro. Para a realizacdo do ensaio, placas de Petri contendo meio de cultura BDA foram
inoculadas, no centro, com um disco de 5 mm de didmetro, contendo as estruturas do
patdgeno. Com o auxilio de uma alca de Drigalsk, 20 uL da suspensédo de leveduras na
concentracdo final de 1,0x10° UFC/mL foram inoculadas em placas contendo meio
SDA. As placas contendo o patdgeno e as leveduras foram justapostas uma sobre a
outra e vedadas com parafilme. O tratamento testemunha consistiu de placas contendo
um disco do patégeno cultivado em meio BDA justapostas com placa contendo meio
SDA. O diametro médio da colbnia do patégeno foi avaliado medindo-se em dois

didametros diametralmente opostos. O delineamento experimental utilizado foi o DIC,
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com dezesseis tratamentos e quatro repeticdes. Quanto a esporulacdo de P.
sclerotigenum, foram preparadas suspensdes das col6nias do patégeno, com adicdo de
20 mL de ADE em cada placa, seguida da raspagem das coldnias com al¢a de Drigalski.
Para cada suspensdo de esporos, uma aliquota de 100 pL foi retirada e transferida para
uma camara de Neubauer, onde procedeu-se a contagem de esporos. Os dados foram
submetidos a andlise de variancia e os tratamentos comparados pelo teste de Scott knott

(P<0,05) utilizando o programa SISVAR.

Resultados e Discussao

Teste de patogenicidade de P. esclerotigenum
Dentre os dez isolados do patégeno avaliados, observou-se que todos foram
patogénicos ao inhame, no entanto o isolado PES 02 apresentou maior diametro médio

de lesdo (Tabela 1), sendo selecionado para o ensaio de controle biolégico.

Selecéo de isolados de leveduras

No experimento de sele¢do de leveduras foram testados 40 isolados, dois quais
15 apresentaram reducdo do diametro médio da lesdo da podriddo verde. O fato das
leveduras terem reduzido o diametro médio da lesdo pode ser relacionado aos
mecanismos de antagonismos destes fungos, como a competicdo por espagco e
nutrientes. De acordo com Droby et al. (2009), a habilidade de competir por espaco e a
capacidade de colonizar rapidamente ferimentos, promove as leveduras o consumo de
nutrientes mais rapidamente que os fungos fitopatogénicos, promovendo uma vantagem

competitiva e menor chance de estabelecimento da doenca.
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Ensaio de biocontrole da podridéo verde do inhame

No ensaio de biocontrole as leveduras LEV 2, LEV 9 foram as mais eficientes,
reduzindo o didmetro médio da lesdo (Tabela 2). Com relacdo a profundidade da lesdo
foi verificado que ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos ndo sendo
evidenciado os dados neste estudo. Resultados semelhantes ao presente estudo foram
encontrados por Franca et al. (2015), no patossistema Colletotrichum sp. e pimentéo
(Capsicum annum L.), onde se observou a controle da doenca em frutos tratados com as
leveduras Candida kefyr, Rhodotorula minuta, R. glutinis e R. aurantiaca. De acordo
com Zhang et al. (2009); Li et al. (2011) R. glutinis é eficaz no controle de doengas em
pos- colheita.

Segundo Assuncdo et al. (2015) a atomizacdo da suspensdo de leveduras em
folhas de couve-manteiga (Brassica oleracea) tratadas com Alternaria brassicicola, e
promoveu a reducdo do indice de severidade da mancha-de-alternaria. Chachaichaovivat
et al (2008), obtiveram resultados semelhantes na avaliacdo de Pichia guilliermondii no
controle da antracnose em pimenta contra Colletotrichum capsici e os periodos de

aplicacdo variacao.

Avaliagdo da inducéo de resisténcia em tuberas de inhame

No presente ensaio as leveduras foram avaliadas na inducdo de resisténcia em
tuberas de inhame, através da producdo da enzima catalase (CAT) e ascorbato
peroxidase (APX), ndo influenciando na producdo enzimatica, como evidenciado na
(Tabela 3) ndo sendo a inducdo de resisténcia o fator responsavel pelo biocontrole das
leveduras avaliadas a P. sclerotigenum, diferentemente os resultados de outros autores

como Reilly et al. (2004) em que muitas plantas se utilizam do mecanismo de morte
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celular para impedir que o patdégeno se estabeleca em seus tecidos. E os resultados
obtidos por Zhao et al. (2008), com frutos de tomateiro inoculados com R. nigricans e
tratados com P. guillermondii estirpe CNM 21801, no qual houve a expressdo de
mudancas bioguimicas através do aumento da atividade da CAT. E Cai et al. (2015),
trabalhando com frutos de morango (Fragaria ananassa Duch) em pré-colheita tratados
com H. uvarum obteve inducdo de resisténcia nos frutos, a qual associou com a
aumento nos niveis enzimatico da CAT e APX. Resultado semelhante observaram Xu et
al. (2013) em frutos de péssego (Prunus pérsica) tratados com P. caribica, no qual
verificou-se elevados niveis de CAT, quando comparado os tratamentos com a

testemunha inoculada com R. stolonifer.

Avaliacao da atividade killer das leveduras

As leveduras testadas foram consideradas positivas para a producdo da toxina
killer (Tabela 4). O resultado ¢ evidenciado pela morte das células da levedura sensivel
a toxina, seguida da formacédo de um halo de inibicdo ao redor do ponto de inoculagédo
das leveduras. Os resultados do presente estudo corroboram com os obtidos por Coelho
et al. (2011) que verificaram o0s possiveis mecanismos de acdo das leveduras
Sporobolomyces roseus Kluyver & Niel, P. membranifaciens Hasen e P. anomala, e
observaram que as cepas estudas apresentaram fator killer positivo e, que o efeito
antagbnico destas leveduras sobre P. expansum foi causado pela competicdo por
nutrientes e antibiose. Estas leveduras sdo aptas a destruir células e atuarem como
agentes de biocontrole controlando organismos da mesma espécie ou espécies distintas
(SATO et al., 1993).

Estudando o patossistema C. gloeosporioides em maméao, Lima et al. (2013),

demonstraram que as leveduras W. anomalus (estirpe 422) e M. guilliermondii positivas
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para a proteina killer isoladas de frutos de mamé&o e inoculadas em frutos de mamé&o

com o patégeno foram capazes de reduzir os sintomas da doenca.

Avaliacao da capacidade de formacéao de biofilme

Os isolados de leveduras testados produziram biofilme em diferentes niveis
(Tabela 4). Este resultado pode estar relacionado as caracteristicas de biocontrole da
levedura. No entanto, nem sempre o biofilme pode estar presente, como mecanismo de
biocontrole de uma doenga. Leveduras que ndo formam biofilme podem atuar como
agentes de biocontrole através de outros mecanismos de acdo. Como observado por
Parafati, et al. (2015) ao analisarem 0s possiveis mecanismos de acdo das leveduras
Metschnikowia pulcherrima Pitt & Mill, W. anomalus, Aureobasidium pullulans
Arnaud estirpe PI1 e Saccharomyces cerevisiae Gasperini no controle de B. cinerea em
frutos de videira (Vitis vinifera L.), verificaram que apesar de A. pullulans estirpe PI1
ndo ter produzido biofilme nos ensaios in vitro, a levedura mostrou-se eficiente,
colonizando ferimentos nos experimentos in vivo e atuando como antagonista.

Segundo Droby et al. (2009), pouco se conhece sobre o papel do biofilme na
atividade de biocontrole e como os estimulos ambientais regulam as transformacoes
morfogenéticas em agentes de biocontrole, contribuindo para a selecdo de antagonistas
mais promissores. De acordo com Weber et al. (2008), isolados de C. tropicalis e C.
parapsilosis, podem produzir uma quantidade significante de biofilme quando em

presenca de glicose.

Producéao de metabolitos volateis pelas leveduras
As leveduras testadas quanto a producdo de metabolitos volateis promoveram

reducdes do crescimento micelial e inibiram totalmente a esporulacdo in vitro de P.
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sclerotigenum (Tabela 4). A reducdo do crescimento in vitro e a inibi¢do da esporulacéo
de P. sclerotigenum pode ter ocorrido devido a producdo de metabolitos volateis toxicos
ao patdgeno. Este resultado corrobora com os de Saravanakumar et al. (2009), nos quais
observaram que o crescimento micelial de B. cinerea foi inibido e a germinagéo de
conidios reduzida quando do pareamento de placa de Petri contendo a levedura M.
pulcherrima estirpe MACH 1 e placa de Petri contendo o fungo.

Segundo Silva et al. (2015) R. glutinis, C. laurentii e K. microstict inibiu
significativamente o crescimento micelial de D. bryoniae pela producdo de metabolitos
volateis e ndo volateis, que foram capazes de causar danos morfoldgicos as hifas e

alterar a sua viabilidade in vitro.

Conclusoes

1. As leveduras LEV-02 e LEV- 09 foram eficientes como agentes
biocontroladores da podriddo verde do inhame, causada por P. sclerotigenum.

2. As leveduras LEV-02 e LEV- 09 ndo induziram resisténcia em tuberas de
inhame a P. sclerotigenum.

3. As leveduras selecionadas no ensaio de biocontrole apresentaram potencial para
producéo de proteinas killer.

4. Os isolados de leveduras selecionados no ensaio de biocontrole apresentaram
inibicdo da esporulacéo e reducdo do crescimento micelial de P. sclerotigenum

através de metabdlitos volateis no meio de cultura.
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Tabela 1. Agressividade de isolados de Penicillium sclerotigenum, a tuberas de inhame.

Isolados de Penicillium sclerotigenum Diametro da lesdo*

PES 02 25,27 a
PES 06 24,47 ab
PES 09 23,57 abc
PES 07 22,88 abc
PES 05 22,22 abc
PES 01 21,99 abc
PES 08 20,53 bc
PES 04 20,13 ¢
PES 03 20,07 ¢

Testemunha absoluta 0,00d
C.V% 9,98

“Médias originadas de quatro repeticdes. Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem

significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Tabela 2. Efeito de leveduras na reducdo do didmetro médio de lesdes em tuberas de
inhame causadas por Penicillium sclerotigenum.

Tratamento Diametro da lesao*
LEV 2! 16,59 a
LEV 9 18,29 b
LEV 3 18,79 b
LEV 4 19,29 b
LEV 5 19,59 b
LEV 1 20,39 ¢c
LEV 8 20,54 ¢
LEV 6 20,55 ¢
LEV 7 20,82 ¢
LEV 13 2121c
LEV 10 21,48 ¢c
LEV 11 21,73 ¢
LEV 12 22,15¢
LEV 14 22,28 ¢
LEV 15 23,69 d

Testemunha 24,45d
C.V% 5,76

! Isolados de Leveduras
“Médias originadas de quatro repeticdes. Médias seguidas pela mesma letra no

diferem significativamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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Tabela 3. Efeito de leveduras na inducdo de resisténcia a P. sclerotigenum por meio das
enzimas catalase e ascorbato peroxidase.

Tratamento Catalase Ascorbato peroxidase
(mg/gMF) * (mg/gMF) *

LEV 2 0,910 a 16,57 a

LEV 9 0,920 a 16,62 a
Testemunha 0,899 a 16,53 a

absoluta 2
Testemunha 0,901 a 16,68 a
padrao®
C.V% 31,40 42,34

! Quantidade de enzimas produzidas por amostra de tibera (mg/g de massa fresca):
2 Testemunha absoluta= Tbera de inhame sadia inoculadas apenas com agua destilada e
esterilizada
® Testemunha padréo= Ttbera de inhame inoculada apenas com P. sclerotigenum
“Médias originadas de trés repetices. Médias seguidas pela mesma letra na coluna

ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Tabela 4. Avaliacdo de leveduras na inibicdo do crescimento micelial e esporulacéo de
Penicillium sclerotigenum por compostos volateis em meio de cultura e producdo de
toxina killer e biofilme.

Metabolitos volateis

Tratamento  Crescimento Numero de Producéo de Formacéo de
© micelial conidios/mL™ toxina biofilme

LEV 2 2,54 0 +@ 4+ "
LEV 9 2,54 0 + (4+)
LEV 3 2,57 0 + (4+)
LEV 4 2,62 0 + (2+) "
LEV 5 2,62 0 + (4+)
LEV 1 2,72 0 + (BH"
LEV 8 2,87 0 + (4+)
LEV 6 2,87 0 + (2+a3+)”
LEV 7 2,99 0 + (2+)
LEV 13 3,40 0 + (4+)
LEV 10 3,44 0 + (3+)
LEV 11 3,96 0 + (2+)
LEV 12 5,65 0 + (4+)
LEV 14 6,01 0 + (4+)
LEV 15 6,90 0 + (2+a3+)

Testemunha 9,0 4,40X10° - -W
C.V% 8,51 48,27 8,51 48,27

“isolado fortemente corado em poco de placa ELISA;

™ isolado de coloracdo moderada a mediana corado em poco de placa ELISA

1 0 tratamento testemunha ndo apresenta producéo de toxina killer nem formac&o de biofilme

2 Reacéo positiva para a producéo de toxina Killer

® Tratamento = Isolado de P. sclerotigenum em placa de Petri pareado com isolado de
levedura semeado em placa de Petri.

“Médias originadas de trés repetices. Médias seguidas pela mesma letra na coluna
ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Scott Knott a 5% de

probabilidade.
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Conclusodes Gerais
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CONCLUSOES GERAIS

As leveduras LEV 2 e LEV 9 apresentaram potencial de controle da podridao
verde em inhame;

As leveduras LEV 2 e LEV 9 ndo induziram resisténcia nas tlberas de inhame.

Os isolados de leveduras, além de reduzirem o crescimento micelial de P.
sclerotigenum, foram eficientes na inibicdo in vitro de 100% dos conidios do

patogeno.

Todos os isolados de leveduras avaliados apresentaram o potencial de producgéo

de toxina killer.

O uso de leveduras como agentes de biocontrole em tuberas de inhame
demonstra uma ferramenta promissora no controle biologico de P.

sclerotigenum.



