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RESUMO GERAL

O inhame da costa (Dioscorea cayennensis) é uma cultura de grande importancia econémica, que
contribui na movimentacdo de renda nos estados produtores do Nordeste brasileiro. O seu alto
consumo tem sido influenciado pelo valor nutricional e energético das suas tuberas. A queima das
folhas causada pelo fungo Curvularia eragrostidis (Henn.) Meyer [teleomorfo Cochliobolus
eragrostidis Tsuda & Ueyama], limita muito a sua producdo. Essa doenca causa grandes prejuizos a
cultura, na Regido Nordeste do Brasil, especialmente nos estados de Paraiba, Pernambuco, Alagoas,
Bahia, Maranhdo e Sergipe. O patégeno, em condigdes favoraveis de temperatura e umidade relativa,
afeta seriamente a plantacdo, provocando manchas circulares e necrdticas nas folhas. Ndo existem
registros dos produtos quimicos no Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento para o
manejo eficiente desta enfermidade. Porém, estdo sendo utilizados fungicidas a base de triadimenol,
mancozeb e tebuconazol mas ndo apresentam a eficiéncia no controle deste fitopatdgeno devido a sua
producdo de micélios heterocarioticos, o que torna imprescindivel procurar métodos mais eficazes que
possam substituir estes produtos levando em conta a essa baixa eficiéncia e a contamina¢do do meio
ambiente. As leveduras sdo principais habitantes do filoplano e apresentam potencial da competi¢éo
por espago e nutrientes. O seu uso como agentes de controle biologico pode contribuir de forma
significativa na preservacdo do meio ambiente e na reducdo da perda de producgdo acarretada pela C.
eragrostidis. Perante 0 exposto, objetivou-se avaliar e selecionar leveduras potencialmente
biocontroladores de C. eragrostidis e da queima das folhas em inhame. Realizou-se teste de
patogenicidade através da pulverizacdo das suspensdes de esporos de 15 isolados de fitopatdgeno nas
plantas de inhame com aproximadamente 4 meses de crescimento. Foi avaliado o potencial antag6nico
in vitro de 77 leveduras isoladas nas folhas de inhame através do pareamento com fitopatégeno. Para
testes in vivo, as plantas de inhame mantidas na casa de vegetagdo com aproximadamente 4 meses de
crescimento, foram pulverizadas até o ponto de escorrimento onde as suspensdes de leveduras foram
aplicadas quatro dias antes da pulverizacdo das suspensdes do fitopatdgeno. Dos 15 isolados de
fitopatogeno utilizados no teste de patogenicidade, 14 foram patogénicos destacando isolados CFS
996, CFS 506 e CFS 985 como os mais virulentos, sendo selecionado o isolado CFS 996 para testes in
vivo. A partir dos testes de antagonismo realizados, os isolados de leveduras (Y047, Y051, Y052b,
Y085 e Y086) foram selecionados para testes de biocontrole in vivo devido aos seus maiores
percentuais de inibi¢do de crescimento micelial do fitopatdégeno. Dentre os cinco isolados de leveduras
testados in vivo, Y047, Y051 e Y052b foram considerados biocontroladores da queima das folhas em
inhame por reduzirem de forma eficiente a severidade da doenca. Este € o primeiro relato da reducéo
dos sintomas da queima-das-folhas de inhame pela atividade antagdnica de isolados de leveduras,

sugerindo-se a sua utilizacdo no manejo da doenca.



Palavras-chave: Dioscorea cayennensis. Curvularia eragrostidis. Controle bioldgico.
Atividade antagonica. Cochliobolus eragrostidis.



GENERAL ABSTRACT

The coastal yam (Dioscorea cayennensis) is a crop of great economic importance, which contributes to
the movement of income in the producing states of the Brazilian Northeast. Its high consumption has
been influenced by the nutritional and energy value of its tubers. Leaf blight caused by the fungus
Curvularia eragrostidis (Henn.) Meyer [teleomorph Cochliobolus eragrostidis Tsuda & Ueyama],
greatly limits its production. This disease causes great damage to culture in the Northeast region of
Brazil, especially in the states of Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Bahia, Maranhdo and Sergipe. The
pathogen, under favorable conditions of temperature and relative humidity, seriously affects the
plantation, causing circular and necrotic spots on the leaves. There are no records of chemical products
in the Ministry of Agriculture, Livestock and Supply for the efficient management of this disease.
However, fungicides based on triadimenol, mancozeb and tebuconazole are being used but they are
not efficient in controlling this phytopathogen due to their production of heterokaryotic mycelia,
which makes it essential to look for more effective methods that can replace these products taking into
account this low efficiency and environmental contamination. Yeasts are the main inhabitants of the
phylloplane and have the potential to compete for space and nutrients. Their use as biological control
agents can significantly contribute to the preservation of the environment and the reduction of
production loss caused by C. eragrostidis. Given the above, the objective was to evaluate and select
yeasts potentially biocontrollers of C. eragrostidis and leaf blight in yam. A pathogenicity test was
carried out by spraying spore suspensions of 15 phytopathogen isolates on yam plants with
approximately 4 months of growth. The in vitro antagonistic potential of 77 yeasts isolated from yam
leaves was evaluated by pairing with a phytopathogen. For in vivo testing, yam plants kept in the
greenhouse at approximately 4 months of growth were sprayed to the run-off point where the yeast
suspensions were applied four days before spraying the phytopathogen suspensions. Of the 15
phytopathogen isolates used in the pathogenicity test, 14 were pathogenic, highlighting isolates CFS
996, CFS 506 and CFS 985 as the most virulent, and the isolate CFS 996 was selected for in vivo tests.
From the antagonism tests performed, the yeast isolates (Y047, Y051, Y052b, Y085 and Y086) were
selected for in vivo biocontrol tests due to their higher percentages of inhibition of the mycelial growth
of the phytopathogen. Among the five yeast isolates tested in vivo, Y047, Y051 and Y052b were
considered biocontrollers of leaf blight in yam, as they efficiently reduce the severity of the disease.
This is the first report on the reduction of symptoms of yam leaf blight by the antagonistic activity of

yeast isolates, suggesting its use in the management of the disease.

Keywords: Dioscorea cayennensis. Curvularia eragrostidis. Biological control. antagonistic

activity. Cochliobolus eragrostidis.
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LEVEDURAS COMO BIOCONTROLADORAS DA QUEIMA DAS
FOLHAS DO INHAME

1. INTRODUCAO GERAL

1.1. ASPECTOS GERAIS E IMPORTANCIA DA CULTURA DE INHAME

O inhame (Dioscorea cayennensis) € uma planta monocotiledénea, perene, da familia
Dioscoreaceae, ordem Dioscoreales e género Dioscorea (NORONHA, 2014). Possui caules
delgados e robustos e frequentemente forma um emaranhado sobre outras plantas
(PEDRALLLI, 1999). As ramificacGes dos caules podem atingir diversos metros, onde alguns
apresentam espinhos peciolares ou bulbilhos nas axilas das folhas (BARROSO et al., 1974).
O inhame apresenta flores brancas e amarelas, com simetria radial, pequenas, comumente
unissexuais e algumas com odor. As flores masculinas apresentam odor adocicado e graos de
polen viscoso fortemente aderido a antera. As flores femininas sdo de grande tamanho e com
ovario infero, trilocular, tricarpelar, geralmente com muitos 6vulos e alguns nectarios septais
(DAHLGREN; CLIFFORD, 1982; IPGRI/IITA,1997). As folhas sdo morfologicamente
variadas e frequentemente opostas ou espiraladas, alternas, pecioladas em formato de coragéo
ou seta (SIQUEIRA, 2009).

A cultura é conhecida popularmente no Brasil como inhame-da-costa, inhame-de-sao-
tomé, inhame-da-guiné-branco, cara e caré-da-costa (SIQUEIRA, 2009). A denominacdo da
cultura pelo nome do cara aconteceu através da lingua tupi-guarani, falada pelos indios da
América (ABRAMO, 1990). A introducdo da maioria das variedades do inhame na América
do Sul tornou-se possivel no séc. XVI, no periodo da colonizacdo pelos portugueses e
espanhdis (SIQUEIRA, 2009).

Algumas espécies desta cultura, como é o caso de Dioscorea alata e D. esculenta
foram originadas na Asia, entretanto, se dispersaram na América Latina e no continente
africano (MESQUITA, 2001). Os relatos indicam que a origem das espécies D. cayennensis e
D. rotundata foi ao oeste do continente africano (CHEVALIER, 1946), enquanto D. trifida é
nativa na Ameérica do Sul. Essa ampla dispersdo aconteceu no final do periodo Cretaceo
(LEBOT, 2009). A cultura € muito conhecida no Brasil devido a sua influéncia na
composi¢do dos pratos tipicos da cultura negra e dos nordestinos (COUTO et al., 2015;
SIQUEIRA, 2009).
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Existem 600 espécies do género Dioscorea, portanto, no Brasil sdo encontradas 150 a
200 espécies desse género e estdo presente em todas as regides do pais. Contudo, a maioria
das espécies sdo pouco estudadas (PEDRALLI, 2002). Dentre elas, somente sdo cultivadas
14, por produzirem tuberas comestiveis, com énfase para: inhame ou cara-da-costa (D.
cayennensis Lam.), inhame branco (D. rotundata Poir.), Cara S&o Tomé (D. alata L. Many),
Cara roxo (D. trifida) e Taro (D. esculenta L. Burk) (COPR, 1978). Na regidao Nordeste do
Brasil, as espécies mais cultivadas dessa cultura sdo D. cayennensis e D. alata, porém, a mais
predominante é a D. cayennensis e possui apenas uma variedade comercial (MARISONIA,
2014).

A producdo de Inhame ocorre praticamente em todos os paises do mundo (IPA, 2008).
Com base na estatistica da FAO (2010), a producéo total a nivel mundial em 2008 foi de
51.778.000 mil toneladas com a area plantada de 4.928.000ha, onde a Africa representou 93%
da producdo com 49.833.000 toneladas, sendo a Nigéria o maior produtor (35.017.000
toneladas), Cote d’Ivore ocupando a segunda posicdo com 6.933.000 toneladas e o Brasil se
encontra na décima segunda posi¢do com a producéo de 250.000 mil toneladas.

Entre os paises da América do Sul, o Brasil se destaca na producdo de inhame,
ocupando segunda posicdo em 2013 com aproximadamente de 242 mil toneladas (FAO,
2014). A producéo teve aumento significativo em 2017, pois de acordo com IBGE (2021) a
quantidade produzida foi de 336.195 mil toneladas. A maior producéo de inhame no Brasil se
concentra nos Estados da regido Nordeste, onde a Paraiba representa a maior percentagem
seguido por Pernambuco, Bahia, Alagoas, Maranhdo e Sergipe (MORAES, 2009).

O cultivo de inhame no Nordeste representa uma atividade promissora, com potencial
de expansdo, devido as condi¢cdes edafoclimaticas favoraveis (SANTOS, 2002). Em 2017, a
quantidade produzida nos Estados de Nordeste (Paraiba, Pernambuco, Bahia e Alagoas) foi de
29,1 mil toneladas e com a geracao de renda de 68,80 milhdes de reais. A maior parte deste
valor foi da participacdo do Estado de Paraiba com 20,98 milhdes de reais (BRAINER, 2019).

A propagacdo do inhame (D. cayennensis) e realizada em duas formas, atraves de
tuberas-semente inteira ou por fragmentos das tuberas grandes. A propagacdo utilizando as
tuberas-semente inteira oferece mais vantagens em relacdo ao segundo meétodo, pois elas
apresentam maior nimero de gemas germinativas, 0 que por sua vez, promovem a rapida
brotacdo e a uniformizacdo das plantas (OLIVEIRA et al.; 2012), além de apresentar baixo
percentual de apodrecimento nas condic¢es de altas umidades. Durante o cultivo, torna-se
imprescindivel instalar o sistema de tutoramento para orientar o crescimento das plantas. A

instalagdo pode ser feita atraves de madeiras ou com fio de sisal (CARVALHO, 2019).
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A selecdo do material de propagacdo é baseada na qualidade e tamanho das tuberas e
configura-se como um fator primordial para o sucesso do estabelecimento das plantas no
campo (OLIVEIRA et al.; 2012). As tuberas-semente de tamanho muito reduzido produzem
plantas pequenas e consequentemente ha possibilidade da producdo das tuberas de menor
tamanho refletindo no seu valor comercial. Segundo Andrade et al. (2010), a cultura contém
quatro fases fenoldgicos do seu ciclo: dorméncia fisiol6gica, vegetativo, reprodutivo e
maturacdo fisioldgica. A fase de dorméncia inicia a partir do plantio até a brotacdo (20-80
DAP); a fase vegetativa (80-180 DAP), que sucede a brotacdo e estende até o inicio do
florescimento; a fase reprodutiva (180-210 DAP), que tem o seu inicio do florescimento ao
secamento das flores e a fase de maturacdo, geralmente ocorre no final de secamento das
flores a colheita (210-270 DAP) (MORAES, 2009).

O inhame (D. cayennensis) se adapta melhor nos solos de textura arenosa e média,
com alta concentragdo de matéria orgénica, boa fertilidade, arejados e bem drenados, mas
também, pode ser cultivado em varios tipos de solos. A cultura consegue sobreviver nos
periodos prolongados de estiagem, portanto, ndo resiste a geadas devido o apodrecimento das
raizes em condicdes de alta umidade do solo. A cultura prefere pH acido, girando em torno de
5,5-6,0 (SIQUEIRA, 2009).

O inhame apresenta grande importancia econdémica em termo da geracao de renda para
0s pequenos e grandes produtores (MELO, 2013; OLIVEIRA et al., 2012), além de ser um
produto horticola que contribui na movimentacdo da economia das regides produtoras
(MORAES, 2009). Atua como um dos principais componentes basicos na alimentacdo em
comunidades de diversos paises tropicais, especialmente Nigéria, Costa do Marfim e Brasil
(MOURA et al., 2005).

A grande importancia nutricional e energética tem conduzido ao alto consumo das
tiberas. E um alimento rico em vitaminas do complexo B (tiamina, riboflavina, niacina,
adermina), carboidratos (amido principalmente), minerais além de apresentar baixos teores de
gorduras (SANTOS et al., 2007), e propriedades medicinais (XUE et al., 2021). Segundo
Siqueira (2009), o habitual consumo do inhame diminui os riscos de cancer de mama e
doencas cardiovasculares. Dentre as inUmeras propriedades medicinais do inhame, pode se
destacar a prevencdo de doengas como a febre amarela, malaria e dengue. A medicina
tradicional utiliza este tubérculo para o tratamento das erupcdes de pele, pois acredita-se no
seu poder na limpeza das impurezas. Os nutricionistas destacaram a importancia do seu uso

em pacientes anémicos, afirmando a sua riqueza em ferro. Foi descoberto na Africa que as


https://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3AZhaowei%20Xue
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tiberas de inhame promovem o aumento da fertilidade das mulheres que o consomem com
frequéncia (BALBACH; BOARIM, 1993; READERS’S DIGEST BRASIL, 1999).

A utilizacdo das tuberas no preparo de farinhas mistas evidencia a possibilidade de seu
uso em substituicdo a farinha de mandioca, com maiores vantagens, devido ao seu baixo
percentual de glaten (BATISTA et al., 2008).

O inhame embora seja uma via de obtencdo de alimento e de alta demanda em
diversos paises do mundo, a sua producdo tem sido considerada baixa devido a problemas
relacionados a fitossanidade (COSTA, 2010). As doencas causadas por fungos e nematoides,
sdo apontadas como um dos fatores limitantes da sua producdo, sobretudo a queima das
folhas, causada por Curvularia eragrostidis (teleomorfo Cochliobolus eragrostidis Tsuda &
Ueyama) (LEITE; NASCIMENTO; OLIVEIRA, 2018), a antracnose cujo agente causador
Colletotrichum gloeosporioides (Penz) Sacc. (SIQUEIRA, 2009) e a casca preta acometida
por Scutellonema bradys (Steiner & LeHew) Andrassy e Pratylenchus spp. (NORONHA,
2015).

Entre os agentes citados, a C. eragostidis é o principal patdgeno da parte aérea e esta
amplamente disseminado nos estados produtores de inhame, principalmente da regido
Nordeste do Brasil (COSTA, 2010), sendo responsavel por grandes prejuizos na cultura
limitando a sua produtividade (ANDRADE et al., 2010). De forma geral, os danos causados
nos 6rgados aéreos da planta, devido a queima das folhas causadas pela acao fitopatogénica de
C. eragrostidis, provocam interferéncias na capacidade de aproveitamento dos compostos
fotoassimilados e, consequentemente, baixo desenvolvimento da planta e a reducdo de
produtividade (MORAES, 2009).

1.2. QUEIMA DAS FOLHAS DO INHAME

A C. eragrostidis pertence ao Reino: Fungi, Filo: Ascomycota, Classe:
Euascomycetes, Ordem: Pleosporales, Familia: Pleosporaceae, Género: Curvularia (Kimati,
2005). O fungo cresce vigorosamente, produzindo col6nias circulares de cor negra no meio da
cultura (Batata Dextrose Agar-BDA). Apresenta conididforos simples e ramificados as vezes,
retos ou curvos, cor marrom escura, multisseptados e com comprimento maior ou igual a Sum
de didmetro. Os conidios formados no apice possuem formato elipsoidal ou ovdide, com a
presenca de trés septos transversais e tamanhos que variam dentre 18 — 37 x 11 — 20 um
(FRANGCA, 2011). O patogeno pode ser observado nos tecidos foliares necrosados das plantas
submetidas a cAmara—umida, depois do periodo de 24 a 48 horas, formando-se uma enorme
quantidade de conidiéforos com conidios (ANDRADE et al., 2010).



18

Apesar da cultura do inhame ser plenamente adaptada as condic¢Ges edafoclimaticas do
Nordeste do Brasil e de facil manejo (COSTA, 2010), a queima das folhas também chamada
de variola ou pinta preta do inhame (CARVALHO, 2019), causada pela C. eragrostidis
(teleomorfo Cochliobolus eragrostidis Tsuda & Ueyama) limita a sua producdo, todavia, a
incidéncia e severidade dessa doenca séo altas nas areas produtoras da regido Nordeste do
Brasil (MOURA, 2005).

A primeira reportagem desta enfermidade no Brasil na cultura do inhame, aconteceu
em 1964, por Medeiros e Aquino, no estado de Pernambuco (ANDRADE et al., 2010). E uma
doenca da parte aérea com extrema importdncia na cultura do inhame (Dioscorea
cayennensis), pois pode incidir sobre plantios irrigados e de sequeiro em todos os Estados que
o produzem. Em alta incidéncia e severidade, o fungo pode ocasionar perdas na producéo de
até 100% (BRITO, 2009) ou de 35 a 40% do peso das tuberas comerciais (CARVALHO;
AMORIM; PEIXINHO, 2021).

A doenga ocorre frequentemente acometendo os cultivos de inhame no Nordeste
brasileiro, causando manchas necroticas de coloragdo marrom escura (sintomas primarios) e,
consequentemente, a reducdo do crescimento da planta devido as dificuldades da realizacdo
do processo de fotossintese (COSTA, 2010; LEITE; GOMES; OLIVEIRA, 2020). E em
algumas circunstancias, principalmente nas plantas mais jovens, o crescimento das folhas em
desenvolvimento é consideravelmente reduzido além de ficarem retorcidas e com um quadro
tipico de nanismo (LEITE; GOMES; OLIVEIRA, 2020). Também em outras situacdes,
mesmo com baixa frequéncia da doenca, podem aparecer lesbes nos peciolos e nos ramos,
resultando em um répido colapso das folhas, que pode ocorrer dentre sete a dez dias apds o
inicio da doenca (SANTOS, 1996; MOURA, 2005; BRITO, 2009). Os sintomas secundarios
desta doenca séo refletidos na qualidade e no tamanho das taberas (COSTA, 2010).

A incidéncia de C. eragrostidis é influenciada diretamente pela ocorréncia de baixa
temperatura e de alta umidade do ambiente. Em condi¢des das temperaturas noturnas em
média de 21°C e com umidade relativa de 100%; as diurnas com meédia de 26,5°C e umidade
relativa de 65% juntamente com o0 vento, a doenca pode causar, em pequeno intervalo de
tempo, a destruicao total da area do cultivo (COSTA, 2010; FRANCA, 2011).

A penetracdo de C. eragrostidis foi verificada, em ambas as faces do limbo foliar de
D. cayennensis, neste caso, para 0 seu controle, recomenda-se também, a pulverizacdo das
duas faces (adaxial e abaxial) das folhas (RAMOS, 1991).

Apesar de ndo existirem produtos quimicos para 0 manejo deste patdégeno na cultura

de inhame, registrados pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
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(NORONHA, 2015), para evitar grandes perdas, sdo realizadas pulverizagfes com fungicidas
a base de triadimenol, mancozeb e tebuconazol (CARVALHO; AMORIM; PEIXINHO,
2021), apbs o aparecimento dos primeiros sintomas (Santos, 1996). Este método de controle
tem sido contribuido no desiquilibrio da populacédo microbiana no filoplano devido a polui¢éo
(GRICOLETTI Jr; SANTOS; AUER, 2000). Além do mais, os fungos fitopatogénicos
produtores de conidios multinucleados (PAULA et al., 2000), incluindo C. eragrostidis
(SIVANESAN, 1990), sdao capazes de produzir micélios heterocaridticos tornando-se
resistentes a fungicidas (SUMMERS; HEANEY; GRINDLE,1984).

As medidas alternativas principalmente aquelas baseadas na utilizacdo dos
microrganismos com potencial de controle bioldgico podem ser melhores opgbes para
minimizar a contaminacdo do meio ambiente e os danos na cultura causados pela C.
eragrostidis. Um dos microrganismos que vém sendo testados ultimamente nas pesquisas
laboratoriais como agentes de biocontrole, sdo as leveduras (FREIMOSER et al., 2019),
devido a sua aceitacdo por parte dos consumidores e seu envolvimento na producdo de
alimentos e bebidas (FERRAZ, 2014). As leveduras sdo agentes de controle bioldgico
potencialmente mais efetivos, pois sdo fenotipicamente mais adaptadas as superficies vegetais
e podem coloniza-las e manterem viaveis por longos periodos, além de exercer mecanismos
de competicdo por espago e nutrientes (FILONOW, 1998; PIMENTA et al., 2009;
RODRIGUES et al., 2018). Estes microrganismos representam 0s maiores componentes da
comunidade microbiana na superficie das folhas (FERRAZ; CUNHA; KUPPER, 2018).

2. CONTROLE DA QUEIMA DAS FOLHAS DO INHAME
2.1. CONTROLE CULTURAL

O controle cultural consiste na utilizacdo de praticas que incrementam o
desenvolvimento da cultura. E uma pratica de extrema importancia visando minimizar os
efeitos de doencas sobre a producdo da cultura. Atua nos vértices do triangulo da doenca
(hospedeiro, patdégeno e ambiente), objetivando dificultar o estabelecimento e o
desenvolvimento do patégeno no campo da producdo (AMORIM; REZENDE; FILHO, 2018).
Para isso, recomenda-se utilizar tlberas de inhame de boa qualidade, evitar fontes de
indculos atraves de eliminacdo da matéria organica morta (MORAES, 2009; FRANCA,
2010), controle de irrigacdo para evitar a alta umidade, eliminacdo de partes ou plantas

doentes e de hospedeiros alternativos, escolher areas com boa drenagem do solo, evitar
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microclima que pode ser promovido por pequenos espagamentos entre linhas e plantas,
montar barreira de quebra-vento caso possivel para evitar a transferéncia dos esporos do
patdgeno provenientes das outras areas (AMORIM; REZENDE; FILHO, 2018).

2.2. CONTROLE ALTERNATIVO

A procura por métodos alternativos para o manejo de doencas comecou desde a
consolidacdo de movimentos contrarios. Esses movimentos pretendiam solucionar o problema
da fome e alcangou o seu auge nos anos de 1970. Durante este periodo, foram estudadas
varias formas alternativas de controle, sendo utilizadas em varios patossistemas. Os produtos
naturais, a exemplo de extratos vegetais provenientes de plantas medicinais merecem
destague nesse sentido (ANDRADE et al., 2010).

Os produtos naturais produzidos na base de plantas medicinais sdo métodos
alternativos para controlar as doengas nas plantacfes. Estes produtos de modo geral, sdo
extratos aquosos ou Oleos essenciais com potenciais de inibicdo de crescimento micelial e
germinacao de esporos (BRITO, 2009; COELHO, 2013).

A utilizacdo desses produtos para controle dos fitopatdgenos, diferentemente dos
fungicidas quimicos convencionais, evita a degradacdo do meio ambiente e promove a salde
do consumidor. As pesquisas baseadas nestes métodos alternativos tém comprovado a
eficiéncia desses produtos no manejo integrado de doencas (PENTEADO, 1999; INNECCO,
2004), desta forma, podem contribuir na reducdo do uso dos fungicidas altamente toxicos
(ANDRADE et al., 2010).

Algumas plantas, como € caso do alho (Allium sativum L.), gengibre (Zingiber
officinale Roscoe) e nim (Azadirachta indica A. Juss.), ja foram utilizadas nesse processo de
controle alternativo de varias doencas tendo sido mostrado resultados promissores (ABREU
JUNIOR, 1998; PENTEADO, 2001; CARVALHO et al., 2002; BRITO, 2009).

O alho apresenta nicotinamida, inulina, alicina, ajoeno, galantamina, acidos fosférico e
sulfurico, proteinas e sais minerais, vitaminas A, B e C, 6leos essenciais, glicosidios, glicinas,
resinas, enzimas e sulfuretos como os seus constituintes quimicos (VIEIRA, 1992; LORENZI,
2002; MARTINS et al., 2003). A sua utilizacdo é na forma de extratos, tinturas e com a
mistura de outros compostos no controle de doencas bacterianas, podridao de colmo, mildio,
manchas folhares, ferrugens e podriddes. (ABREU JUNIOR, 1998; PENTEADO, 2001;
SOUZA, 2007; BRITO, 2009). O extrato de alho ja foi utilizado por Carvalho et al. (2021) no
controle da queima das folhas de inhame e mostrou eficiéncia na inibicdo de esporulacéo de
C. eragrostidis. No estudo de Santos et al. (2008), tambem foi verificada a reducdo de 15% da
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incidéncia e da severidade da queima-das-folhas do inhame. Ainda, no 6leo foi eficiente no
controle in vitro de doencas ocasionadas por fungos do grupo Aspergillus flavus (Viegaset al.,
2005) e a acdo do seu extrato no desenvolvimento do Fusarium proliferatum (Matsush)
Nirenberg ex Gerlach & Nirenberg em milho (SOUZA; ARAUJO; NASCIMENTO, 2007).

O gengibre possui 6leo essencial com um aroma e ac¢do antimicrobiana, que aparece
apenas no rizoma fresco. Os seus principais constituintes s&o gingerol, bisaboleno,
zingibereno, citral, cineol, borneol, sesquiterpenos, cafeno, além de acUcares, proteinas,
vitaminas do complexo B e vitamina C e carboidratos (VIEIRA, 1992; LORENZI; MATOS,
2002; MARTINS et al.,, 2003; BRITO, 2009). A utilizacdo de gengibre no controle de
doencas em alta escala é através do seu potencial fungitoxico sobre uma gama de
fitopatdgenos, abrangendo Curvularia eragrostidis, em inhame, pois interfere no aspecto do
crescimento in vitro deste patégeno (CARVALHO et al., 2002).

O nim apresenta azadiractina como o seu componente principal ativo. O extrato é
preparado a partir do p6é obtido por meio da trituracdo das folhas ou sementes e a sua
aplicacdo nas plantas € por via de pulverizacdo (VIANA; PRATES; RIBEIRO, 2006). O
extrato e 0 Gleo essencial dessa planta mostraram potenciais no controle do oidio (Oidium
lycopersici Cook e Massee) na cultura do tomateiro (CARNEIRO, 2003).

2.3. CONTROLE BIOLOGICO

O controle bioldgico de doengcas em plantas consiste na utilizacdo de um
microrganismo ndo patogénico para controlar microrganismo patogénico (AMORIM,;
REZENDE; FILHO, 2018). O microrganismo ndo patogénico tem sinbnimo de antagonista e
com capacidade para intervir nos processos vitais de fitopatogenos dependendo do mecanismo
executado e da interacdo entre eles (MICHEREFF; ANDRADE; MENEZES, 2005).
Entretanto, qualquer intercessdo negativa de um microrganismo no crescimento,
infectividade, viruléncia, agressividade resulta no controle biolégico (AMORIM; REZENDE;
FILHO, 2018).

As estratégias baseadas no controle biolégico visam diminuir diretamente o uso de
produtos de natureza quimica que causam impactos ambientais, além de permitirem o
equilibrio ambiental e a reducdo dos custos da producdo e preservacdo da qualidade do
produto (MEDEIROS, 2018).

Os fungos do género Trichoderma spp. vém sendo utilizados por muito tempo no

controle biologico de doencas de plantas e apresentam bons resultados devido aos seus
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diversos mecanismos de controle de patdgenos da parte aérea das plantas, na protecdo de
sementes e raizes e assim como os seus efeitos na promogdo de crescimento das plantas
(AMORIM; REZENDE; FILHO, 2018). Carvalho, Amorim e Peixinho (2021), estudando
sobre a eficiéncia in vitro de Trichoderma sp. no controle de C. eragrostidis, agente causador
da queima das folhas de inhame e observaram que o fungo inibiu totalmente a esporulacdo do
patdégeno. Em pesquisa similar realizado por Tendrio e Santos (2018), utilizando Trichoderma
spp., foi concluido que este fungo apresenta a capacidade de inibir o crescimento de C.
eragrostidis. Os autores ainda sugeriram que o potencial desempenhado por este fungo neste
trabalho possivelmente esta relacionado a maior concorréncia de nutrientes ou da producdo de
protease e cisteina que inativam o potencial enzimatico do pat6geno.

As leveduras surgiram ultimamente como alternativas e configuram-se como agentes
promissores de controle bioldgico e podem ser envolvidas nos processos de biocontrole de
fitopatdgenos no campo, uma vez que sdo principais colonizadores da flora epifitica dos
vegetais, podendo competir com outros microrganismos, por espaco e nutrientes, além da sua
producdo de compostos antimicrobianos volateis e ndo volateis (SILVA et al., 2015),
compostos antifungicos livres de células, enzimas hidroliticas que comprometem a atividade
do patégeno (FERRAZ; CUNHA; KUPPER, 2018).

As leveduras apresentam varias caracteristicas que as tornam uma importante op¢do
para biocontrole, como é o caso da alta capacidade da utilizacdo de nutrientes, que lhes
permitem a rapida multiplicacdo, limitando, deste modo, o espa¢o para o desenvolvimento do
fitopatdgeno (SPADARO; DROBY, 2016), e a producdo de polissacarideos extracelulares
que aumentam a sua sobrevivéncia em diversos ambientes (KOT et al., 2021).

Os estudos sobre controle bioldgico de doencas de plantas ainda sdo escassos,
portanto, a continua realizacdo dos trabalhos pode contribuir no aumento da disponibilidade
dos produtos biologicos e reduzir a utilizacdo de agroquimicos, assim, promovendo o

consumo de produtos agricola de forma segura (MIYAUCHI, 2012).

3. UTILIZACAO DE LEVEDURAS NO CONTROLE BIOLOGICO

As leveduras sdao microrganismos unicelulares, pertencentes ao reino Fungi, incluindo
os filos Basidiomycota e Ascomycota (FEYDER et al., 2015). A classificacdo das leveduras
do filo Basidiomycota inclui os subfilos Pucciniomycotina e Agaricomycotina e o filo
Ascomycota esta inserido nos subfilos Taphrinomycotina e Saccharomycotina (SPERANDIO,
2012).
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A reproducdo das leveduras ocorre através de brotamento ou fissdo binaria (FEYDER
et al., 2015). N&o formam corpo de frutificagdo, mas a reproducdo sexuada ocorre por via das
células especializadas designadas esporos (SPERANDIO, 2012) o que as tornam diferentes
dos outros fungos. Possuem células individuais, hifas septadas com intervalos regulares e
compostas por uma cadeia alongada de brotos (Amorim, 2014).

A parede celular das leveduras é rigida e nlcleo organizado com membrana nuclear
(SPERANDIO, 2012) e é formada por quitina, possuindo pequenos orificios (poros) e corpos
de Woronim, além da producdo de ascomas (maioria), ascos e ascosporos. (AMORIM, 2014;
SANTOS, 2015). Os septos das hifas apresentam varios poros (AMORIM; REZENDE;
FILHO, 2018). S&o aclorofilados, sem mobilidade e com nutricdo heterotréfica por via de
absorcdo de nutrientes devido a auséncia de pigmentos fotossintetizantes (FUENTEFRIA,
2004). Crescem bem em condicdes de baixa umidade, pH &cido e com a temperatura variando
entre 25 e 30°C.

Algumas leveduras séo capazes de secretar a toxina killer, uma substancia de natureza
protéica com baixo peso molecular e com potencial de afetar os microrganismos que sao
sensiveis (SANTQOS, 2014). As leveduras podem ser encontradas em varios lugares, em solos
com vegetacdo natural, solos sem cobertura vegetal, em solos cultivados (ARAUJO, 2013),
em superficies de animais e das plantas, no ar, em &guas de rios, lagos e mares
(SPERANDIO, 2012). O solo e as folhas sdo lugares de maior presenca de leveduras do filo
Basidiomycota todavia, nestes lugares, 0s nutrientes disponiveis sdo mais complexos. A
presenca de leveduras do filo Ascomycota é frequentemente nos lugares ricos em agucares
simples, a exemplos de frutos e seus insetos polinizadores (SANTOS et al., 1996).

Segundo Kurtzman e Fell (1998), uma das vantagens que as leveduras do filo
Basidiomycota possuem em relacdo as do filo Ascomycota, sdo possuir um potencial mais
amplo para assimilacdo de fontes de carbono, presenca de caracteristicas que favorecem a
permanéncia de algumas no filoplano devido a producéo de estruturas de resisténcia, como
por exemplo, clamiddsporos, capsula mucéide e pigmentos carotenoides que séo essenciais na
protecéo & luz do sol.

As leveduras sdo apropriadas para utilizagdo no biocontrole devido a sua alta
capacidade de permanecer na superficie externa das folhas (FILONOW, 1998) incluindo o
modo acelerado de reproducdo que Ihes ddo vantagens a vencer os patdgenos fungicos (EL-
TARABILITY; SILVASITHAMPARAM, 2006). Essa capacidade de permanéncia
prolongada na superficie externa das folhas, relacionada, principalmente ao potencial de

formagdo de clamiddsporos, por sua vez, confere a resisténcia destas ao processo de
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dessecacdo. Estas caracteristicas, associadas a diversidade de leveduras presentes no filoplano
podem ser consideradas como fatores determinantes do Sseu sucesso Nnos processos de
colonizacao, proliferacdo e manutencdo (FUENTEFRIA, 2004).

No decorrer do processo de biocontrole, as leveduras utilizam as suas propriedades
que se baseiam na competicdo por nutrientes, parasitismo, colonizacdo de ferimentos,
producdo de enzimas hidroliticas, compostos antibidticos e toxinas killer (FERRAZ;
CUNHA; KUPPER, 2018). Além destas, também sdo indutores de resisténcia das plantas
(FREIMOSER et al., 2019). A competicdo por espaco e nutrientes € considerada em
leveduras, como um dos mecanismos antagbnicos mais importantes. Essa afirmacdo é
sustentada pelo processo de reproducdo e de assimilacdo de nutrientes disponiveis no meio
(COELHO, 2013; RODRIGUES, 2016). As leveduras dos géneros Candida e Rhodotorula,
independentemente da producdo de substancias antibidticas e toxicas, também podem
produzir sider6foros, compostos organicos que atuam na captacao de ferro. A producdo destes
compostos concede estas leveduras, privilégios especiais de competicdo (ROSA et al., 2010).

Os estudos envolvendo leveduras no controle de doencas de plantas e em pos-colheita
ja foram realizados por vérios pesquisadores (ARAUJO, 2013; RODRIGUES, 2016). El-
tarability e Silvasithamparam (2006) citaram o0s géneros Debaryomyces, Kloeckera,
Sporothrix, Saccharomyces, Zygosaccharomyces, Sporobolomyces, Metschnikowia,
Rhodotorula, Cryptococcus, Aureobasidium, Pichia e Candida como leveduras que
apresentam mecanismos de biocontrole. Rodrigues, Pires e Luz (2019), concluiram em alguns
estudos sobre potencial de leveduras que, a espécie Rhodosporidium paludigenum é um
agente bastante eficiente e pode ser utilizado no processo de controle bioldgico.

O mecanismo antagbnico da competicdo por espago e nutrientes, relacionado a rapida
assimilacdo de nutrientes no meio em que se encontram abrangendo a reproducdo em pequeno
intervalo de tempo, é um dos mais importantes exercidos por leveduras. Estas particularidades
que apresentam despertam a atencdo dos pesquisadores interessando-0s na sua continua
investigacdo sobre os seus comportamentos em diferentes ambientes (COELHO, 2013; EL-
TARABILITY; SILVASITHAMPARAM, 2006). Para Spadaro e Gullino (2002); Zhang et al.
(2008), as leveduras dos géneros Rhodosporidium e Rhodotorula utilizam com frequéncia o
mecanismo da competicdo por nutrientes na pds-colheita tendo em conta a este estar ligado a
capacidade de controle da deterioragdo de frutos. Filonow (1998) tem sugerido ainda que
possivelmente estas leveduras podem agir por antibiose no controle de deterioragdo das frutas
na pos-colheita. Segundo Lima et al. (2000) e Filonow (1998), a producdo de &cido

rodotorulico e de -1,3-glucanase por Rhodotorula glutinis (Fresen.) F.C. Harrison pode estar
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envolvida durante o processo de antagonismo. Para além das a¢des mencionadas, ha ainda
relatos de que R. paludigenum Fell & Tallman apresenta grande capacidade em seu
crescimento populacional e adaptacdo quanto a salinidade (WANG et al., 2010), acidez
(WANG et al., 2014), e quitina (LU et al., 2014). Muitas dessas a¢des inibitorias de R.
paludigenum sdo incrementadas por enzimas do grupo das [-1,3-glucanase (GLU),
polifenoloxidase (PPO) fenilalanina amonioliase (PAL) e peroxidase (POD) (Zhaoet al.,
2008). Essas enzimas tém sido estudadas na area de biocontrole de po6s-colheita por estarem
ligadas na resisténcia das doencas de plantas (RODRIGUES, 2018).

A levedura R. paludigenum é capaz de reduzir a deterioragdo dos frutos de modo
significativo, possibilitando o aumento do tempo destes na prateleira (LU et al., 2014). Num
estudo realizado por Lu et al. (2013), esta levedura foi aplicada antes do desligamento dos
frutos de tangerina (Citrus reticulata Blanco cv. ponkan) na planta e diminuiu
consideravelmente a severidade da doenca ocasionada por Penicillium italicum e P. digitatum.
Em outro estudo feito por Wang et al. (2010), a R. paludigenum foi testada in vitro e in vivo
sobre mofo cinzento do tomate cereja, causado por Botrytis sp. e chegaram a conclusdo de que
este antagonista tem a capacidade de reduzir a porcentagem da incidéncia de doenca, o que
torna evidente que o mecanismo utilizado por ela é de competicdo por nutrientes. Rodrigues,
Pires e Luz (2019) mencionaram ainda que, entre todos 0s antagonistas utilizados no controle
da murcha de cacaueiro, R. paludigenum (LEV169) causou maiores porcentagens de inibicédo
de C. cacaofunesta, o que comprova o alto potencial desta levedura para o controle bioldgico.

A capacidade de Rhodotorula sp. no controle de doencas é mencionada por varios
autores (RODRIGUES, 2016), sendo testada contra Botrytis cinerea e mostrou potencial na
sua inibicdo da germinacdo de esporos (EL-TARABILITY; SILVASITHAMPARAM, 2006).
Também foi verificado que R. mucilaginosa apresentou bons resultados no controle de
Penicillium expansum Link em magds, utilizando o mecanismo da competicdo por nutrientes
(COELHO et al., 2011).

As espécies Candida albidus Saito & Skinner var. aerius e C. guillermondii (Castell.)
Langeron & Guerra constituem o grupo dos primeiros agentes eficientes de biocontrole das doencas de
pos-colheita de hortalicas e frutas (ARAUJO, 2013). Existem no mercado produto comercial
Aspire®, a base de C. oleophila 1-182 para o controle de diversas doencas fungicas
(BETTIOL et al., 2012; SENHOR et al., 2009; SILVA et al., 2014). O potencial de C. musea
(“Nakase” SA Mey & Yarrow), C. quercitrusa “SA Mey & Phaff”) e Pichia guillermondii no
biocontrole de Colletotrichum capsici “Syd.”) EJ Butler & Bisby) na cultura de pimentao

(Capsicumannum L.) (Chanchaichaovivat; Bhinyo; Ruenwongsa, 2008) ja foi verificado na Tailandia

e também de C. membranifaciens (“Lodder & Kreger” Wick. & Burton) utilizada para inibicéo de C.
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gloeosporioides em manga (mangifera indica L.), na Etiopia (Kefialew; Ayalew, 2008). De acordo
com Souza et al. (2014), a Pichia burtonii mostrou-se ser eficiente quando foi utilizada no controle de
C. cacaofunesta na cultura de Cacau, inibindo o crescimento e a esporulacdo do patogeno.

Sporobolomyces roseus Kluyver & C.B. Niel tem demonstrado também um elevado
potencial no controle biolégico (MELO, 2012; COELHO et al., 2011; ALVES, 2007).
Segundo Rodrigues, Pires e Luz (2019), a aplicacdo desta levedura nas raizes das plantulas de
Cacau contra C. cacaofunesta, reduz a taxa de mortalidade. Fokkema e Meulen (1976),
também aplicaram esta mesma levedura contra Septoria nodorum nas folhas de trigo e
verificaram a reducéo de 50% da infeccéo.

As leveduras, ainda que, com vantagens descritas no controle biologico das doencas de
plantas em relagdo aos outros antagonistas, ndo foram encontradas informagdes sobre o seu
envolvimento no controle de C. eragrostidis na cultura de inhame no campo, sendo escassas
referéncias bibliograficas voltadas a esse tema. Dessa forma, este trabalho teve objetivo de
avaliar e selecionar leveduras potencialmente biocontroladores de C. eragrostidis e da queima

das folhas em inhame.
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CAPITULO 11

Potencial biocontrolador de leveduras a Curvularia eragrostidis e da queima das folhas
em inhame
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RESUMO O inhame da costa (Dioscorea cayennensis) é uma das culturas que contribuem mais na
geracgdo de renda para grandes e pequenos produtores no Nordeste brasileiro. A sua produgdo é muito
afetada pela queima das folhas causada pelo fungo Curvularia eragrostidis. A doenca é de alta
incidéncia e severidade em todas as areas de producdo do inhame especialmente na regido Nordeste.
Séo utilizados agroquimicos néo registrados pelo Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento
para o controle desta doenca e isso pode causar efeitos indesejaveis para 0 homem e ao meio ambiente,

além do surgimento de doencas iatrogénicas. O biocontrole utilizando leveduras pode ser uma
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alternativa viavel para auxiliar no manexo desta doenca devido a sua baixa agressividade ao meio
ambiente. Objetivou-se avaliar e selecionar leveduras potencialmente biocontroladores a C.
eragrostidis e da queima das folhas em inhame. Foram testados 15 isolados do fungo quanto a sua
patogenicidade e 14 causaram sintomas, portanto, foi selecionado o isolado CFS 996 para testes in
vivo por ser um dos que causaram maiores percentuais da severidade de doencga. Foram feitos os testes
de antagonismo in vitro dos 77 isolados de leveduras através do pareamento com os isolados do
patdgeno e 5 apresentaram maior potencial de inibicdo de crescimento micelial do patégeno sendo
selecionados para testes de biocontrole. Entre os 5 isolados de leveduras utilizados no biocontrole,
apenas os isolados Y047, Y051 e Y052b que reduziram os sintomas de forma significativa mostrando

ser promissores agentes de controle bioldgico.

Palavras-chave: Dioscorea cayennensis. Controle bioldgico. Crescimento micelial.

Curvularia eragrostidis. Cochliobolus eragrostidis. Potencial antagonico.

INTRODUCAO

O inhame (Dioscorea cayennensis) é uma das culturas com grande importancia na
dieta humana (Carvalho, 2019) devido as excelentes caracteristicas nutricionais das suas
tiberas (Polycarp et al., 2012), apresentando-se como base alimentar em varios paises
tropicais (Andrade et al., 2010). No Brasil, o cultivo de inhame vem aumentando nos ultimos
anos e a regido Nordeste é responsavel pelo aumento da producdo (Leite et al., 2018). Os
estados da Paraiba, Pernambuco, Bahia, Alagoas, Maranh&@o e Sergipe configuram-se como
maiores produtores (Noronha, 2014; Moraes, 2009). A quantidade produzida em 2017 foi de
336.195 mil toneladas, onde o Estado de Paraiba participou com maior quantidade produzida,
seguido pelos Estados de Pernambuco, Bahia, Alagoas, Maranh&o e Sergipe (IBGE, 2021).

Apesar do aumento do cultivo de inhame, a producdo esta sendo limitada cada vez

mais devido a ocorréncia de doencas, dentre as quais a queima das folhas, causada pelo fungo
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Curvularia eragrostidis (Henn.) Meyer [teleomorfo Cochliobolus eragrostidis Tsuda &
Ueyama], € considerada a principal doenga da parte aérea dessa cultura. O patégeno ataca
plantas de inhame acometendo nas folhas, manchas necroticas de coloragdo marrom-escura,
com centro claro (Noronha, 2015; Leite et al., 2018). Em altos niveis de doenca, pode ocorrer
a queda das folhas refletindo se no tamanho e na qualidade das tdberas.

Os danos causados na cultura séo reduzidos por via de pulverizacdo com fungicidas a
base de triadimenol, mancozeb e tebuconazol (Carvalho et al., 2021). A utilizacdo destes
produtos vem preocupando a populacdo devido a questdo da sua agressividade ao meio
ambiente e da salde humana (Sui et al., 2015), o surgimento de doengas iatrogénicas, a
eliminacdo de microrganismos benéficos e a reducdo da biodiversidade (Bettiol e Morandi,
2009), além da sua perda de eficiéncia com o passar do tempo visto que 0s microrganismos
patogénicos produtores de conidios multinucleados, incluindo C. eragrostides, podem sofrer
mutacdes e tornam-se resistentes (Paula et al., 2000).

A busca por solugdes ou alternativas seguras e ecoldgicas (Dukare et al., 2018),
visando atender o atual interesse da populagdo mundial em causar menos impactos negativos
ao meio ambiente, despertou a atengdo e o0 interesse dos pesquisadores em utilizar os
microrganismos com potencial biocontrolador. O emprego destes microrganismos é uma
estratégia de controle de doencas com menos agressividade ao meio ambiente (Ferraz, 2014).

As leveduras sao microrganismos promissores que vém sendo utilizadas ultimamente
nas pesquisas laboratoriais devido a sua alta capacidade de tolerar as condi¢cdes ambientais
estressantes e da competicdo com outros microrganismos patogénicos (Droby et al., 2016). As
leveduras ja foram testadas contra alguns microrganismos patogénicos, incluindo C.
eragrostidis, agente causador da queima das folhas de inhame e mostraram potencial na
inibicdo do seu crescimento (Ferraz et al., 2018). Considerando-se estas vantagens que as
leveduras apresentam para biocontrole, torna-se fundamental a realizacdo dos estudos para

melhor entendimento dos seus comportamentos. Por esta razdo, o presente trabalho objetivou
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avaliar e selecionar leveduras antagonistas a C. eragrostidis e potencialmente

biocontroladores da queima das folhas em inhame.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Fungos do solo (LAFSOL) e
casa de vegetacdo de Centro de Pesquisa de Producdo Vegetal-CEPEVE da Universidade
Federal Rural de Pernambuco-UFRPE (08°01’S e 34°51°W), no periodo de abril de 2020 a

janeiro de 2022.

OBTENQAO DE PLANTAS DE INHAME

As tldberas de inhame (cultivar inhame da costa) foram adquiridas em cultivo
comercial situado no municipio de Bonito, Pernambuco, Brasil. As plantas com
aproximadamente 4 meses de crescimento foram obtidas por meio de semeio das tuberas
sementes em vasos com capacidade de 5L contendo substrato (are ia +fibra vegetal) na
proporcao de 2:1 e mantidas em casa de vegetacdo com a temperatura e umidade média de 36
+ 2° C e 55 + 2%. As plantas de aproximadamente 3 meses de crescimento foram tutoradas

com Fio de sisal para orientar o seu crescimento.

OBTENCAO E ISOLAMENTO DE C. ERAGROSTIDIS E DE LEVEDURAS

C. eragrostidis foi isolado a partir das folhas de inhame com sintomas tipicos da
gueima-das-folhas, adquiridos nos estados de Pernambuco, Sergipe, Alagoas e Paraiba. As
folhas foram lavadas previamente em agua corrente e foram retirados fragmentos de
aproximadamente 5 mm da regido limitrofe entre a area lesionada e sadia. Os fragmentos
foram desinfestados com alcool 70% durante 1 min, hipoclorito de sddio a 1,5% por 2 min e
por fim foram enxaguados duas vezes com agua destilada esterilizada (ADE) e secas em papel

filtro. Em placas de Petri, contendo meio BDA (Batata-Dextrose-Agar), foram sobrepostos
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trés fragmentos. As placas foram incubadas por cinco dias a 25 + 2°C sob fotoperiodo de 12h.
As col6nias encontradas com caracteristicas compativeis (coloragdo marrom escura) ao de C.
eragrostidis foram transferidas para outras placas contendo meio BDA (Leite et at., 2018).

As leveduras foram obtidas a partir das folhas de plantas sadias de inhame-da-costa,
coletadas em diferentes cultivos comerciais de inhame no estado de Pernambuco. As folhas
foram lavadas com &gua destilada para retirar poeira. Os fragmentos foram retirados e
adicionados nos tubos de ensaio contendo 10 mL de agua estéril misturada com 50 mg.L* de
cloranfenicol e submetidos a banho ultrassonico durante 25 min. Os tubos foram agitados no
vortex e em seguida foi realizada plagueamento em placas de Petri contendo meio Sabouraud-
Dextrose-Agar (SDA) suplementado de 1,5 g.L™" de extrato de levedura e 50 mg.L™? de
cloranfenicol. O material contido nas placas foi uniformizado através da alca de Drigalski e as
placas foram incubadas a 25 + 2° C durante 72h (Into et al., 2020). Apos este periodo, as
col6nias foram repicadas para novas placas contendo meio de cultura SDA.

Os isolados de C. eragrostide se de leveduras foram preservados na Colecdo de

Fungos do Solo (CFS) apds a obtencédo da col6nia pura.

TESTE DE PATOGENICIDADE DE C. eragrostidis

A fim de obter os esporos para a inoculagdo, os isolados CFS 499, CFS 506, CFS 5009,
CFS 624, CFS 626, CFS 703, CFS 709, CFS 721, CFS 722, CFS 732, CFS 738, CFS 980,
CFS 981, CFS 985 e CFS 996 foram crescidos inicialmente no meio BDA e ap6s a obtencdo
da coldnia pura foram repicados para meio BCA (Batata-Cenoura-Agar), sendo mantidos no
escuro durante 12 dias a 25 + 2°C. Os esporos foram raspados com auxilio de lamina e a
suspensdo foi preparada com adi¢do de ADE nas placas, filtrada com dupla camada de gazes e
ajustada através de microscopio de luz e Camara de Neubauer, para 10° conidios.mL™. Foi
adicionado 0,5% de Tween 20 nas suspensdes. As plantas foram mantidas em camara imida

durante 24h antes da inoculacdo e 48h apds a inoculacdo com as condicOes de casa de
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vegetacdo de 36 + 2° C e 55 + 2%. As plantas foram inoculadas pulverizando as folhas em
faces adaxial e abaxial até o ponto de escorrimento. As plantas inoculadas com o fitopatdgeno
tinham aproximadamente 4 meses de crescimento. O controle foi pulverizado apenas com
agua destilada esterilizada (Leite; Nascimento; Oliveira, 2018). Realizou-se a avaliacdo em
oito dias ap6s a inoculacdo utilizando a escala diagramatica proposta por Michereff et al.

(2000).

AVALIAQAO DO ANTAGONISMO IN VITRO DE LEVEDURAS A C. eragrostidis
Nesta primeira avaliacdo de acdo antagonica, foram utilizados 77 isolados (Y001,
Y003, Y004, Y005, Y006a, Y006b, Y007, Y010, Y011, Y012, Y013, Y014, Y016, Y019,
Y021, Y0223, Y024, Y025, Y027, Y029, Y030, Y031, Y032, Y033, Y034, Y035, Y040,
Y041, Y042, Y044, Y045, Y046, Y047, Y048, Y111, Y112, Y113, Y114, Y116 Y117a,
Y118, Y050, Y051, Y052a, Y052b, Y053, Y054, Y055, Y060, Y061, Y063, Y064, Y067a,
Y067b, Y069, Y071, Y072, Y074, Y076, Y079, Y080, Y083, Y085, Y086, Y087, Y089,
Y090, Y092, Y093, Y095, Y096, Y098, Y100, Y101, Y102, Y103 e Y109) de leveduras e um
isolado (CFS 996) de fitopatdgeno. Os isolados de leveduras foram cultivados nas placas de
Petri contendo meio YEPD-AGAR e incubadas por 5 dias a 25 + 2°C. Posteriormente, com
auxilio de alca Drigalski, as col6nias foram transferidas para tubos de Falcon estéril de 50 mL
contendo aproximadamente 10 mL do meio liquido YEPD. Os tubos foram homogeneizados
no vortex e mantidos em agitacdo durante trés dias (80 rpm). Apds esse periodo foi
adicionado aos tubos de agitacdo, 0 meio YEPD-AGAR fundente (aproximadamente a 38° C)
completando volume de 50 mL. Os tubos foram agitados manualmente e o material liquido
(aproximadamente 10 mL) foi fracionado em placas de Petri compondo a primeira camada.
As placas foram vedadas com filme plastico e armazenadas por um periodo de 24h. A
segunda camada do meio BDA (aproximadamente 10 mL) foi adicionada sobre a primeira

camada e apos a solidificacdo dessa camada, foi depositado no centro das placas, um disco
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(0,5 mm diametro) de meio BDA contendo o micélio do patdégeno com 7 dias de idade. O
tratamento controle continha apenas duas camadas, sendo a primeira de YEPD-Agar sem
leveduras e a segunda de BDA e um disco de BDA com micélio do patégeno (Rodrigues et
al., 2018). As placas foram acondicionadas a 25 + 2° C sob fotoperiodo de 12 horas. A
avaliacdo foi realizada a cada 48 horas durante 8 dias determinando o indice de velocidade de
crescimento micelial e porcentagem de inibicdo de crescimento micelial do patégeno com
auxilio de uma régua graduada (Coelho, 2018).

O experimento foi repetido com 10 isolados (Y013, Y016, Y025, Y030, Y047, Y051,
YO052b, Y085, Y086 e Y089) de leveduras que apresentaram maior efeito antagdnico no
primeiro teste e 15 isolados (CFS 499, CFS 506, CFS 509, CFS 624, CFS 626, CFS 703, CFS
709, CFS 721, CFS 722, CFS 732, CFS 738, CFS 980, CFS 981, CFS 985 e CFS 996) de
fitopatdgeno utilizando-se as metodologias do primeiro experimento. Os isolados de
leveduras com maior percentual de inibi¢do dos isolados do fitopatdgeno foram selecionados

para teste in vivo.

AVALIAQAO IN VIVO DO POTENCIAL BIOCONTROLADOR DE LEVEDURAS
SOBRE QUEIMA-DAS-FOLHAS

A suspensao do patogeno foi preparada conforme discutido no teste de patogenicidade.
As leveduras (Y047, Y051, Y052b, Y085 e Y086) foram cultivadas em meio YEPD-Agar e
incubadas por 5 dias a 25 + 2%. As colbnias foram removidas no meio com auxilio de lamina
e as suspensdes de células preparadas com ADE. As concentracfes das suspensdes foram
ajustadas através de microscopio de luz e Camara de Neubauer, para 10° células.mL? e
adicionadas 0,5% de Tween 20. As leveduras foram inoculadas nas plantas de inhame e
quatro dias apos, procedeu-se com a inoculacdo do patdgeno. As inoculacdes foram realizadas
por via de pulverizagdo de esporos sobre as folhas em ambas as faces (abaxial e adaxial) até o

ponto de escorrimento (Reges et al., 2019). O controle positivo foi pulverizado com ADE e
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suspensdes do patdgeno e o controle negativo apenas com ADE sem a inoculagdo do
patdgeno. Apds a inoculagdo do patdgeno, as plantas foram mantidas em camara Umida na
casa de vegetacao durante 48h com as condicdes de casa de vegetacdo de 36 + 2°C e 55 + 2%.
As plantas inoculadas tinham aproximadamente 4 meses de crescimento. Realizou-se a
avaliacdo de severidade por 11 dias apds a inoculagdo do patdgeno utilizando uma escala
diagramética proposta por Michereff et al. (2000). Para garantir a confiabilidade dos

resultados, o experimento foi repetido.

ANALISE MOLECULAR

Para extragdo de DNA’s, foi utilizado o método Murray e Thompson (1980) com
algumas alteracdes. As leveduras foram crescidas no meio YEPD-Agar (Extrato de leveduras-
Peptone-Dextrose-Agar) e os isolados de Curvularia foram cultivados no meio BDA. As
placas foram incubadas a 25 + 2° C durante 5 dias. Uma alga com as coldnias de leveduras
isoladas foi ressuspendida nos microtubos de 1,5 mL contendo 700 pL de tamp&o CTAB 2%.
O micélio de Curvularia foi removido nas placas através da lamina de vidro estéril e
transferido para almofariz contendo 700 pL de tampdo CTAB 2%. O micélio foi macerado e
transferido para microtubos de 1,5 mL. Os microtubos contendo material de ambos os
isolados foram incubados a 60°C no banho maria durante 60 min seguindo-se de agitacdo no
vortex a cada 15 min. Posteriormente, foi adicionado nos microtubos, 500uL de CIA
(cloroformio: alcool isoamilico) 24:1, agitados e centrifugados a 14000 rpm, 4°C por 5 min. O
sobrenadante foi transferido para novos microtubos e adicionou-se 800uL de CIA. Os
microtubos foram centrifugados novamente a 14000 rpm, 4°C durante 15 min. O
sobrenadante foi transferido para novos microtubos e adicionou-se neles, 500 pL de
isopropanol (alcool isopropilico). As amostras foram homogeneizadas por inversdo e

armazenou-se no freezer para overnight.
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As amostras foram submetidas a centrifugagcdo por 15 min a temperatura de 4°C a
14000 rpm. O sobrenadante foi descartado cuidadosamente para néo perder o pellet formado
no fundo dos microtubos. Adicionou-se 500 puL de etanol 70% gelado nos microtubos e
centrifugou-os a 14000 rpm, 4°C durante 15 min. O sobrenadante foi descartado e os
microtubos foram invertidos no papel toalha por 5 min, para secagem do pellet.
Posteriormente, foi adicionado nos microtubos 100 puL de &gua ultrapura e incubados no
banho maria durante 60 min para dissolucéo do pellet.

A concentragdo e a pureza dos DNA’s obtidas foram determinadas usando o
espectrofotdbmetro NanoDrop 2000c (Thermo Fisher Scientific, EUA), seguindo a absorc¢ao
caracteristica de 260 nm e as razdes de pureza Azeoi280 € Az60/230, respectivamente (Laboratorio
de Polimeros N&o-Convencionais-Departamento de Fisica (UFPE)).

Apods a extragdo, foi verificada a qualidade dos DNA’s em gel de agarose a 1%
(150mL TBE1x e 1,5g agarose) com as amostras coradas com SYBR gold submetidas a
eletroforese. A corrida do gel foi de 30 min a 60 volts. As bandas foram observadas a partir de
transiluminador e as imagens foram registradas com camera do celular. Posteriormente, 0s
DNA’s foram diluidos em 30ng/puL para reacdes de PCR.

A identificacdo dos isolados de C. eragrostidis foi baseada na anélise filogenética da
regido correspondente ao Espaco Interno Transcrito (ITS), GAPDH e TEF1 e de leveduras a
partir da regido D1/D2 e ITS. Foi utilizado o iniciador GTGs(5’GTGGTGGTGGTGGTG’3).
O volume da reacdo de amplificacdo foi de 25ul (2,0 pul OligoGTG5, 0,2 ul Tag DNA
polimerase, 2,5 pul Tampao Tris-HCI pH8, 1,0 ul DMSO, 2,0 ul MgCly, 2,5 pl dNTP’s e 14,8
pl de H20 ultrapura). A PCR foi realizada no Termociclador (GeneAmp PCR System 9700,
Applied Biosystems) e com as seguintes condic¢des: desnaturacdo inicial da fita a 94 °C
durante 5 minutos, seguidos de 35 ciclos de 94 °C por 40 segundos de desnaturacdo; 53 °C por
50 segundos de anelamento do iniciador; 72°C por 90 segundos da extensdo e um ciclo da

extensdo final de 72 °C por 6 minutos.
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Os produtos da PCR foram aplicados em gel de agarose a 1,5% (p/v) em tampédo TBE
1x a 75 volts por 3 h. As amostras de DNA’s foram coradas com SYBR gold e submetidas a
eletroforese. Apds, o gel foi visualizado em transiluminador UV.

Os produtos da PCR foram purificados a partir do kit de purificagdo kTM PCR
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, EUA), seguindo as orientagfes do fabricante. Foram
obtidas as sequéncias génicas a partir de eletroforese capilar utilizando sequenciador
ABI3500, polimero POP7 e BigDye Terminator 3.1 (Applied Biosystems, Foster City, CA,
EUA). Foi utilizado o mesmo iniciador usado na reagéo da PCR.

As analises filogenéticas foram feitas utilizando inferéncia bayesiana (IB) e méxima

verossimilhanga, através de CIPRES Science Gateway v.3.3 (https://www.phylo.org). As

analises de inferéncia bayesiana foram conduzidas determinando o modelo de evolugdo
HKY+1+G f em MrMODELTEST 2.3 (Posada e Buckley, 2004) e baseando se no Critério de
Informacdo Akaike (AIC). As inferéncias das estimativas filogenéticas foram realizadas por
meio de metodologia da Cadeia de Marcov e Monte Carlo-MCMC, a partir da ferramenta

MrBayes on XSEDE (https://www.phylo.org). A partir de &rvores aleatorias, foram

executadas concomitantemente quatro cadeias MCMC de geracbes de 50 milhdes e
amostradas a cada intervalo de 1.000 geracgdes e no final, foram um total de 50.000 arvores.
Depois de descartar os primeiros 25% das geracdes e selecdo de uma arvore de consenso,
obtida com base das Ultimas arvores, foram calculadas as probabilidades posteriores.

Para a maxima verossimilhanca, as analises foram feitas com a ferramenta RAXML,
HPC2 on XSEDE, modelo GTR GAMMA. A melhor topologia de arvore foi atrelada aos
valores de Bootstrat em 1000 pseudoreplicatas.

A determinagdo dos agrupamentos filogenéticos especificos foi realizada na base dos
critérios de concordancia e ndo discordancia entre genealogias e dos conceitos de

Reconhecimento de Espécies Filogenéticas Genealdgicas e (Taylor et al. 2000).


https://www.phylo.org/
https://www.phylo.org/
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ANALISES ESTATISTICAS

Para os testes de patogenicidade e de biocontrole in vivo, foi utilizado delineamento
em blocos casualizados-BIC, sendo cinco repeticbes por tratamento no teste de
patogenicidade e quatro no biocontrole. Para testes de antagonismo in vitro, utilizou-se
delineamento inteiramente casualizado-DIC com cinco repeti¢cbes por tratamento onde a
repeticdo foi constituida por uma placa de Petri. Os dados dos experimentos de avalia¢do in
vivo do potencial biocontrolador de leveduras foram transformados em raiz quadrética de
severidade e de todos os experimentos foram submetidos a anélise de variancia (ANOVA). As
médias de teste de patogenicidade foram comparadas pelo teste de Scott-knott (p<0,05) € in
vivo do potencial biocontrolador de leveduras pelo teste de Tukey (p<0,05), a 5% de

probabilidade de erro, utilizando o programa Sisvar.

RESULTADOS

OBTENCAO E ISOLAMENTO DE C. eragrostidis E DE LEVEDURAS

Foram obtidos um total de 15 isolados de fitopatdgeno C. eragrostidis e 77 isolados de
leveduras. Entre os isolados de fitopatdgeno obtidos, 3 (CFS 499, CFS 732 e CFS 738) foram
oriundos de Vitoria de Santo Antdo-PE, 1 (CFS 506) de Bonito PE, 1 (CFS 509) de
Esperanca-PE, 1 (CFS 624) de Lucena-PB, 1 (CFS 626) de Aldeia-PE, 3 (CFS 703, CFS 709
e CFS 721) Marcagédo-PB, 1 (CFS 722) de Conde-PB, 2 (CFS 980 e CFS 981) de Santa Rosa
de Lima-SE, 1 (CFS 985) de Vigosa-AL e 1 (CFS 996) de Cruz do Espirito Santo-PB,
totalizando 15 isolados. Dos 77 isolados de leveduras, 13 (Y001, Y003, Y004, Y005, Y006a,
Y006b, Y007, Y010, Y011, Y012, Y013, Y014 e Y016) foram de Vitoria de Santo Antao -
PE, 28 (Y019, Y021, Y022a, Y024, Y025, Y027, Y029, Y030, Y031, Y032, Y033, Y034,

Y035, Y040, Y041, Y042, Y044, Y045, Y046, Y047, Y048, Y111, Y112, Y113, Y114, Y116
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Y117a e Y118) de Recife-PE e 36 (Y050, Y051, Y052a, Y052b, Y053, Y054, Y055, Y060,
Y061, Y063, Y064, Y067a, YO67b, Y069, Y071, Y072, Y074, Y076, Y079, Y080, Y083,
Y085, Y086, Y087, Y089, Y090, Y092, Y093, Y095, Y096, Y098, Y100, Y101, Y102, Y103

e Y109) de Bonito-PE.

TESTE DE PATOGENICIDADE DE C. eragrostidis

Dos 15 isolados testados de C. eragrostidis, 14 causaram sintomas, portanto, foram
considerados patogénicos. As lesGes encontradas nas folhas 72h apds a inoculacao, foram de
coloracdo marrom-escura, compativeis as causadas por C. eragrostidis na cultura de inhame
da costa. Houve a variagdo de trés a seis dias do periodo de incubacao (PI) dos isolados. Os
isolados diferiram-se estatisticamente entre si quanto a percentagem de severidade da doenca.
Os maiores percentuais variaram-se de 3,28 e 3,38% respetivamente (Tabela 1). O isolado
CFS 996, sendo um dos que apresentaram maiores percentagens de severidade, foi

selecionado para teste in vivo.

AVALIAQAO DO ANTAGONISMO IN VITRO DE LEVEDURAS A C. eragrostidis

Dos 77 isolados de leveduras obtidos nas folhas de inhame e utilizados no primeiro
teste in vitro contra o isolado (CFS 996) do fitopatdgeno, 10 isolados (Y013, Y016, Y025,
Y030, Y047, Y051, Y052b, Y085, Y086 e Y089) foram melhores na inibicdo de crescimento
micelial de C. eragrostidis, sendo selecionados para o segundo pareamento (Tabela 2). No
tratamento controle, o patdgeno colonizou completamento a superficie das placas de Petri em
6 dias apresentando coldnias de aproximadamente de 8,5 cm de diametro.

No segundo teste, 50% dos isolados utilizados ndo mantiveram 0s comportamentos
observados no primeiro experimento. Houve diferenga significativa (P < 0,01) entre os
tratamentos quanto a porcentagem de indice de velocidade de crescimento micelial e da

percentagem de inibic&o de crescimento micelial de C. eragrostidis. Os isolados Y047, Y051,
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Y052b, Y085 e Y086 mostraram 0s mesmos comportamentos nos dois experimentos
apresentando maiores valores de inibicdo de crescimento do fitopatdgeno, proporcionando
respetivamente 94,12%; 92,94%; 88,43%; 87,06% e 86,67% (Tabela 3 e fig. 1). Estes
isolados com maiores percentuais foram considerados antagonicos, portanto, foram

selecionados para teste in vivo em casa de vegetacao.

AVALIA(;AO IN VIVO DO POTENCIAL BIOCONTROLADOR DE LEVEDURAS
SOBRE QUEIMA-DAS-FOLHAS

Os isolados de leveduras testados apresentaram desempenho na reducdo da taxa de
progresso da doenca na cultura de inhame, destancando-se os isolados Y047, Y051 e Y052b
que obtiveram os melhores resultados nos dois experimentos. Houve a diferenca entre os
isolados de leveduras e com tratamento controle quanto a percentagem da reducdo da doenca
e do periodo de incubacdo (PI) do patdgeno. Todos os isolados proporcionaram o aumento do

periodo de incubacdo do patogeno (Tabela 4 e fig. 2).

ANALISE MOLECULAR

A partir da analise das amostras de DNA, foram obtidas a concentracdo de 82,1 ng/ul e
valores das razbes de pureza de Aozsorso- 2,0 € Azsorzo- 2,0, representando DNA de alta
qualidade.

As bandas de DNA’s extraidos ndo apresentaram a degradagéo e todas as amostras de

DNA’s submetidas a PCR se amplificaram.

DISCUSSAO
As leveduras possuem habilidade de assimilar uma ampla gama de compostos

organicos conferindo-lhes a capacidade de sobrevivéncia em diferentes nichos ecoldgicos
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(Phaff e Starmer, 1987). Elas constituem principais microrganismos colonizadores da
superficie epifitica dos vegetais, podendo ser mais encontradas nas folhas (Sperandio, 2012).

Na literatura, existem varios relatos de isolamento de leveduras a partir das folhas de
plantas, a exemplo do trabalho de Rodrigues et al. (2018), que testou o antagonismo de
leveduras obtidas nas folhas do cacaueiro no controle da murcha de Ceratocystis em
cacaueiro. Também Fuentefria (2004), obteve éxito no isolamento de leveduras nas folhas das
plantas de Hibiscos rosa sinensis. De acordo com os resultados deste trabalho, foi possivel
isolar leveduras a partir das folhas de inhame, considerando-se como o primeiro relato sobre
isolamento de leveduras a partir das folhas de inhame.

Leite et al. (2018), na inoculacédo de C. eragrostidisem plantas de inhame, observaram
sintomas primarios de coloragdo marrom-escura semelhantes aos causados pelos isolados
utilizados neste trabalho.

Segundo Agrios (2005), a patogenicidade de um microrganismo relativamente aos
seus hospedeiros pode ser diminuida ou perdida de forma parcial ou completa quando este for
repicado varias vezes ou mantido no meio de cultura por periodos prolongados. Desta forma,
a perda de capacidade patogénica pode ser recuperada caso 0 microorganismo for inoculado
no seu hospedeiro em adequadas condi¢Ges ambientais.

O mecanismo da competicdo por espaco e nutrientes € um dos mais importantes e
utilizados por leveduras antagonicas (Rodrigues, 2016) e esta relacionado com a capacidade e
rapida multiplicacdo e consumo de nutrientes disponiveis no meio em que estas se encontram
(El-Tarabily e Silvasithamparam, 2006).

A capacidade da répida multiplicacdo e colonizagdo permitem com que 0S
microrganismos antagénicos sejam bem-sucedidos durante a competicdo com outros
microrganismos (Grigoletti Jr et al., 2000). Estes dados estdo de acordo os resultados obtidos
neste trabalho, visto que, os isolados de leveduras que apresentaram melhores

comportamentos durante testes in vitro colonizaram rapidamente o meio e dificultaram o
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crescimento micelial dos isolados do patdégeno, mostrondo que o principal mecanismo
empregado pelos antagonistas é o da competicdo por espaco e nutrientes. Estes resultados
concordam com Spadaro e Droby (2016), no estudo sobre desenvolvimento de produtos de
biocontrole para doengas pos-colheita de frutas Freimoser et al. (2019) ao estudar mecanismos
de biocontrole de leveduras. Nestes dois trabalhos, autores afirmaram que 0s mecanismos da
competicdo por nutrientes e espagco foram os mais utilizados por leveduras no biocontrole.
Também resultados semelhantes foram encontrados por Castoria et al. (2001) ao estudar
mecanismos de acdo de Aureobasidium pullulans (LS-30). Os autores relataram que a
levedura utilizou mecanismo da competi¢cdo por nutrientes. No entanto, outros autores ndo
estdo de acordo com estes resultados. A exemplo de Ferraz et al. (2018), ao estudarem
mecanismos de acdo de isolados de leveduras envolvidos no biocontrole de Penicillium
digitatum, onde concluiram que a competi¢do por nutrientes ndo foi um dos mecanismos de
acao adotado pelas leveduras testadas, de modo que o aumento da concentracdo de glicose
ndo favoreceu o antagonismo.

A maioria das leveduras possuem a capacidade da competigdo por ferro (Gore-Lloyd
et al., 2019; Sipiczki, 2006) e a producdo de compostos antifingicos volateis (Contarino et al.,
2019), que aumentam a sua eficiéncia na reducdo de crescimento do fitopatdégeno (Zhang et
al., 2019).

E possivel que os isolados Y047, Y051 e YO052b tenham apresentado também
mecanismos de acdo de antagbnico baseados na producdo de compostos antifungicos e a
competicdo por ferro, que contribuiram na sua capacidade de inibicdo dos isolados de
fitopatdgeno, uma vez que, além da reducdo do crescimento micelial do fitopatdégeno, néo foi
constatado em alguns tratamentos, o desenvolvimento dos isolados do patégeno nas zonas
onde foi verificado crescimento das leveduras, o que se pode sugerir que possivelmente houve
a producdo de compostos volateis que bloquearam o desenvolvimento vegetativo do

fitopatogeno. Segundo Ferraz et al. (2018), ao analisar os mecanismos de acdo de leveduras
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envolvidos no biocontrole de Penicillium digitatum, relataram que os isolados ACBL-76,
ACBL-78, ACBL-80, ACBL-81, ACBL-82 e ACBL- 84produziram compostos antiflngicos
volateis em quantidades suficientes que contribuiram de forma significativa na inibicdo in
vitro do patdgeno. Resultados semelhantes foram encontrados por Fialho (2004) ao estudar o
efeito in vitro de Saccharomyces cerevisiae sobre Guignardia citricarpa. O autor afirmou que
0 crescimento vegetativo do patégeno mostrou ser suscetivel nas proximidades das col6nias
da levedura formando uma zona de inibi¢do caracteristica, confirmando assim, a producéao de
compostos volateis por parte de levedura. Também Saravanakumar et al. (2008), estudando
sobre isolados de Metschnikowia pulcherrima no controle dos fitopatégenos Botryti scinerea,
Penicillium expansum e Alternaria alternata, observaram que os isolados de leveduras
apresentaram alta capacidade de competi¢do por ferro disponivel no meio, o que permitiram a
sua eficiéncia no controle dos patégenos.

A sensibilidade de um fitopatdgeno fungico em relagcdo aos antagonistas altera em
conformidade com a natureza especifica da toxina e pela presenca de receptores existentes na
parede celular (Walker et. al., 1995). Isso talvez justifique a baixa eficiéncia dos isolados
Y013, Y016, Y025, Y030 e Y089 observada no segundo teste in vitro deste estudo, tendo em
conta aos seus pareamentos com diferentes isolados de fitopatdgeno visto que no primeiro
teste foi utilizado apenas um isolado de fitopatdgeno, ja no segundo foram 15 isolados
diferentes, o que pode influenciar nos resultados, de modo que podem ter apresentado
comportamentos diversificados sobre os antagonistas.

As leveduras, por serem habitantes naturais e fenotipicamente adaptaveis as
superficies dos vegetais (Filonow, 1998), possuirem capacidade de tolerar ampla faixa de
umidade relativa, temperaturas baixas e altas, flutuacdes de pH, baixos niveis de oxigénio,
radiacdo ultravioleta e dessecacdo (Ariene e Carolina, 2020) sdo boas opcOes para serem
utilizadas como antagonistas, além do mais, estas particularidades as ajudam a competir com

outros microrganismos desafiantes.
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O potencial dos antagonistas pode ser mantido ou aumentado quando o0s
microrganismos desafiantes sdo do mesmo ambiente (Bettiol,1997). Também, os antagonistas
possuem mais chance de se adaptarem e serem mais eficientes quando forem utilizados nos
lugares que sdo oriundos (Grigoletti Jr. et al., 2000). Estas afirmacgdes feitas por autores
explicam o potencial biocontrolador que os isolados de leveduras mostraram durante os testes
in vivo contudo, reduziram de forma eficiente as percentagens de severidade da queima das
folhas de inhame destacando-se os isolados Y047, Y051 e Y052b que proporcionaram
menores quantidades de sintomas nas folhas.

A inducdo de resisténcia da planta antes de ataque do patdgeno, ajuda a ativar 0s
mecanismos de defesa (Leite et al., 2020), neste caso, a planta fica protegida, o que pode
evitar a ocorréncia de grandes prejuizos causados por microrganismos fitopatogénicos (Barda
et al., 2015; Buxdorf et al., 2013; Lee et al. 2017; Liu et al. 2016). Estas afirmag0es talvez
justifiguem as baixas percentagens de severidade, pois, estes microrganismos possuem a
capacidade de promover a resisténcia das plantas, o que ja foi comprovada por De Miccolis et
al. (2019); El Ghaouth et al. (2015); Lu et al. (2013 e 2014); Sun et al. (2018), nas leveduras
Saccharomyces cerevisiae, Rhodosporidium paludigenum, Candida saitoana e
Metschnikowia spp., induzindo uma resposta imune e a resisténcia contra patdgenos na
filosfera.

Leveduras ja foram utilizadas em outros trabalhos sobre biocontrole e foram
consideradas 6timos agentes de controle de doencas. Alguns destes trabalhos foram realizados
por Gomes et al. (2005) e Melo (2012). Porém, ndo existem outras referéncias bibliogréficas
em que mostram a protecdo de plantas de inhame com leveduras sobre a queima das folhas
causadas por C. eragrostidis, sendo assim, este é o primeiro relato.

Os estudos relacionados aos mecanismos de competicdo sdo dificeis mecanicamente,
portanto, € indispensavel a realizacdo de mais trabalhos para melhor compreendé-los, ja que

0s antagonistas podem apresentar comportamentos diversificados em diferentes ambientes.



439

440

441

442

443

444

445

446

447

448

449

450

451

452

453

454

455

456

457

458

55

E necessario a producéo de produtos bioldgicos a base de leveduras para subsidiar no
controle da queima das folhas em inhame, j& que algumas espécies deste patdégeno podem
sofrer a mutagdo e tornarem-se resistentes aos produtos quimicos utilizados no manejo sem a

recomendacdo do MAPA.
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CONCLUSOES GERAIS

e Os isolados Y047, Y051, Y052b, Y085 e Y086 foram eficientes na inibicdo do
crescimento in vitro dos isolados de C. eragrostidis e na reducdo dos sintomas da
queima das folhas de inhame da costa.

e Os isolados apresentaram diferencas quanto as percentagens de severidade
da queima das folhas na cultua de inhame da costa.

e As leveduras séo principais competidores por espaco e nutrientes e dificultam o
crescimento dos patdgenos durante o processo da competicao.

e Os isolados Y047, Y051 e Y052b sdo potenciais agentes de controle bioldgico
de C. eragrostidis e podem ser associados com outros métodos para 0 manejo da

queima das folhas de inhame da costa.
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Tabela 1. Periodo de incubacéo e médias de severidade de queima-das-folhas em inhame-da-costa causada por
Curvularia spp.

Espécie Isolado PI" SEV™
CFS 499 5 2,08 A
CFS 506 3 3,38 A
CFS 509 5 0,48B
CFS 624 3 0,53B
CFS 626 gr** 0,00B
CFS 703 3 0,62B
CFS 709 5 2,27 A
CFS 721 5 182A
CFS 722 6 0,04B
CFS 732 6 0,35B
CFS 738 3 2,30 A
CFS 980 5 197 A
CFS 981 5 2,02 A
CFS 985 3 3,28 A
CFS 996 3 3,22 A

MG 1,62
CV (%) 28,70

* P - Periodo de incubagdo (dias): determinado pelo intervalo de tempo entre a inoculagéo e o surgimento

dos primeiros sintomas da queima-das-folhas;

CV (%) — Porcentagem do coeficiente de variacéo estatistico;

**SEV — Severidade dos sintomas de queima-das-folhas em inhame-da-costa determinada pela escala diagramatica indicando niveis
de 1,2, 4,8, 16 e 32%; valores médios + valores de desvio médio;

Médias seguidas por letras diferentes, diferem entre si (p<0,01) pelo teste de Scott-knott a 5% de probabilidade, em delineamento
de blocos inteiramente casualizados — BIC; os dados foram transformados para raiz (SEV).

8***- Até o Ultimo dia da avaliacdo ndo foram observados sintomas nas plantas inoculadas.
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Tabela 2. Efeito de leveduras sobre o indice de velocidade de crescimento micelial — IVCM (mm h) e porcentagem de
inibicdo de crescimento micelial — PIC (%) de Curvularia eragrostidis — CFS 996, ap6s 8 dias de crescimento in vitro.

Isolado IVCMY PIC? Isolado IvCwmY PIC*?
Y001 0,38+0,02C 49,27 +3,04D Y054 0,55+0,06 D 25,74+831E
Y003 0,40+0,05C 4543 +420D Y055 0,67+0,06 E 0,77+1,20G
Y004 0,55+0,04 D 1,27+156 G Y060 0,61+0,11D 594+720G
Y005 0,31+0,02C 51,60 + 3,20 D Y061 0,54 +0,02 D 29,91 +4,63E
Y006a 0,50+0,05D 32,08+3,71E Y063 0,59+0,14D 7,94 +10,67 F
Y006b 0,67+0,05E 13,89 +5,84 F Y064 0,59+0,23D 38,45+ 27,69 D
Y007 0,68 +0,06 E 164+327G YO067A 0,85+0,12F 424 +6,48 G
Y010 0,44 +0,08 C 42,09+6,92D Y067B 0,52+0,13D 11,58 +8,14 F
Y011 0,53+0,09D 3358+ 6,45 E Y069 0,57+0,11 D 6,61+7,63G
Y012 0,44 +0,08 C 44,09+4,38D Y071 0,43+0,08 C 31,08 +12,86 E
Y013 0,09 +£0,02 A 79,64 + 0,66 B Y072 0,37+0,05C 32,74+ 7,62 E
Y014 0,38+0,25C 47,60+ 27,29 D Y074 0,51+0,08D 444+513G
Y016 0,22+0,13B 81,14+9,82B Y076 0,78+0,15F 2591 +4,63E
Y019 0,18+0,02B 57,44 + 4,60 D Y079 0,63+0,07E 1,47 +£293G
Y021 0,34+0,01C 4493+1,76 D Y080 0,60 +0,07 D 494+570G

Y022a 0,50+0,12D 26,90 + 10,48 E Y083 0,69+0,01E 0,00+0,00G
Y024 0,66 +0,06 E 244+312G Y085 0,14 +0,01 A 79,03+1,38B
Y025 0,37+0,07C 62,95+4,89C Y086 0,23+0,03B 71,79+1,38B
Y027 0,49+0,11D 2740+ 9,01 E Y087 0,59+0,18 D 11,45+ 13,35F
Y029 0,47+0,14D 39,26 +16,76 D Y089 0,21+0,06 B 69,46 + 4,09 C
Y030 0,14 £0,02 A 83,48+252B Y090 0,29+0,03C 55,11 +3,05D
Y031 0,51+0,04 D 20,73+ 6,46 E Y092 0,64+0,04 E 0,64+127G
Y032 0,60+0,18 D 3391+6,92E Y093 0,66 +0,01E 0,64+127G
Y033 0,54+0,14D 32,08 +14,38 E Y095 0,52+0,04 D 25091 +144E
Y034 0,45+0,04C 4293+0,86 D Y096 0,66+0,11E 558+6,35G
Y035 0,71+0,05E 327+4,11G Y098 0,82+0,07F 1,97+394G
Y040 0,36+0,11C 45,76 + 10,57 D Y100 0,59 +0,09 D 33,08 + 6,68 E
Y041 0,82+0,10F 28,74 +532E Y101 0,75+0,09 F 3,74+4,05G
Y042 0,36 £0,12C 4393+7,76 D Y102 0,46 £0,08 C 33,38+ 8,34 E
Y044 0,53+0,17D 48,10+8,73D Y103 0,67+0,11E 1,30+£2,60G
Y045 0,51+0,16 D 15,62+ 18,11 F Y109 051+0,12D 8,61+ 10,08 F
Y046 0,26 £0,05B 51,94+5,17D Y111 0,39+£0,04C 30,24 + 457 E
Y047 0,00 £0,00 A 93,32+ 0,00 A Y112 0,74+0,02 F 2,10+3,08G
Y048 0,68+0,10 E 10,58 + 10,47 F Y113 0,49+0,18 D 29,41 + 18,01 E
Y050 0,57 +£0,08 D 16,56 + 3,66 F Y114 0,68+0,10 E 164+327G
Y051 0,32+0,06 C 68,29 +5,49 C Y116 0,44+0,04C 2574+ 184 E

Y052a 0,65+0,15E 16,59+ 11,92 F Y117A 0,53+0,02D 12,22+ 2,69 F

Y052b 0,34+0,03C 68,46 +1,48 C Y118 0,71+ 0,06 E 337+148G
Y053 0,43+0,15C 4726+1840D CONTROLE 0,56+0,11D -NA
MG 0,50 29,82

CVv 19,39 28,48

Cf—Ci

YValores médios de IVCM = valores de desvio padréo. IVCM foi determinado segundo a equagédo: I[VCM = -

sendo Cf = crescimento final; Ci = crescimento inicial e t= intervalo de avalia¢&o;
Z Valores médios de PIC + valores de desvio médio. PIC foi determinado segundo a equagédo: PIC =

sendo Cc = Crescimento do controle; Ct = Crescimento tratamento.

-NANao aplicado;

Cc—Ct
Cc

* 100,

Na coluna, diferentes letras representam diferencas significativas (p<0,01) pelo teste de Scott knott a 5% de
probabilidade.

Valores

médios

negrito

representam

tratamentos

selecionado
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Tabela 3. Efeito de leveduras sobre a porcentagem de inibi¢do de crescimento micelial — PIC (%) de diferentes isolados de Curvularia eragrostidis,
apos oito dias de crescimento in vitro.

PIC (%)™

Isolados” Y013 Y016 Y025 Y030 Y047 YOSi : Y052b Y085 Y086 Y089 MG Ccv

(%)
CFS 499 5431+417D 20,79+824E 000+000F  2667+857E 9412+000A 76,08+345C 8314+180B 7098+296C 8236+358B  000+000F 5084 8,69
CFS506 000+000H 1549+302G 2549+183F  000+£000H 9412+000A 7098+193D 8333086B 70,19+425D 7824+0,60C 3647+422E 47,43 4,86
CFS509 1961+189F 3451+180E 8,63+8,03G 000+0,00H 9412+000A 70,78+2,78C 8353+513B 6255+148D 7470+4,44C 56,47+848D 50,49 8,84
CFS624 4019+7,19D 59,02+514B 4765+655C  000+0,00F 9412+000A 60,78+1,80B 66,82+507B 61,77+1,01B 6353+1,02B 3255+223E 52,65 7,53
CFS 626 4981+1201C 2294+7,78D 2627+222D 2333+£595D 9412+000A 7373+1,23B 6667+3,39B 70,39+442B 7451+290B 4373+680C 54,55 10,57
CFS703 2549+601E 20,78+222E 4765+765D 451+781F 9412+000A 7313+123B 7529+311B 7372x271B 61,37+600C 20,00+102E 49,61 13,31
CFS709 5000£11,81C  2843+180D 4294+459C 31,18+561D 9412+0,00A 7490+6,29B 7647+358B 7275+1,80B 7157+354B 21,96+544D 56,43 9,59
CFS721 3745+635C 2824+561C 3922+1,80C 3039+827C 9412+0,00A 59,02+6,69B 6569+266B 61,18+1,77B 69,02+650B  3725t1342C 52,16 12,44
CFS 722 5765+353C 4784+278D 823%715F 000+0,00G  9412+000A 5922+136C 60,39+324C 6353+102C 7235+353B 1921+580E 4825 7,50
CFS732 000+000E 0,00£000E  0,00+0,00E 000+000E 9412+000A 8039+122C 8451+035B 7686+123D 77,06+156D 000+000E 41,29 1,80
CFS738 3412+155E 000+000G 1745+767F 000+£000G  9412+0,00A 6529+059E 81,18+116B 8157+1,80B 7235+059C 0,00+000G 44,61 5,79
CFS980 7294+1,18B  0,00+0,00H  4510+324E 1647+622G 9412+000A 76,08+0,68B 66,67+034C 6020£290D 14,12+270G 2588+655F 47,16 7,03
CFS981 2314+648C 3804+180B 3471+870B 2745+1,70C 8608+034A 8432+068A 8667+068A 8706+102A 9294+0,00A 1569+449D 57,61 6,64
CFS985 2745+645D 0,00+000E 40,79+9,12C  000+000E  9412+0,00A 8843+033B 8667+068B 8373+1,23B 8314+068B 000+000E 5043 7,08
CFS996 10,78+934D  0,00+0,00E  0,00+0,00 E 000+000E 9412+000A 7137+148B 7608+647B 5765+118C 7059+3,27B  000+000E 3806 9,96

MG — Média geral de PIC, dentro da varidvel isolado de Curvularia eragrostidis.
CV (%) — Porcentagem do coeficiente de variacéo estatistico.

*Leveduras antagonistas: Y013, Y016, Y025, Y030, Y047, Y051, Y052b, Y085, Y086 e Y089; Isolados de Curvularia eragrostidis: CFS 499, CFS 506, CFS 509, CFS 624, CFS 626,
CFS 703, CFS 709, CFS 721, CFS 722, CFS 732, CFS 738, CFS 980, CFS 981, CFS 985, CFS 996.

" Valores médios de PIC * valores de desvio médio. PIC foi determinado segundo a equagéo: PIC =

Cc—Ct

Na linha, diferentes letras representam diferengas significativas (p<0,01) pelo teste de Scott knott a 5% de probabilidade, em DIC.

x 100, sendo Cc = Crescimento do controle; Ct = Crescimento tratamento.



Tabela 4. Severidade de queima-das-folhas em inhame-da-costa causada por diferentes
isolados de Curvularia eragrostidis.
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EXPERIMENTO | EXPERIMENTO 11
Isolados PI* SEV** PI* SEV**

Y047 7 0,76+0,3 A 6 114+02A
Y051 6 093+05A 6 1,65+0,4 A
Y052b 7 1,29+0,2 A 7 1,31+02A
Y085 5 4,06 £0,5B 5 345+0,3B
Y086 5 428+0,8B 5 3,00+0,4B
Controle 2 5,90+0,3C 2 5,90+ 03 C

MG 2,87 2,74

CV (%) 14,31 8,92

**SEV — Severidade dos sintomas de queima-das-folhas em inhame-da-costa (%); valores médios +
valores de desvio médio; médias seguidas por letras diferentes, diferem entre si (p<0,01) pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade; os dados foram transformados para raiz (SEV).



Fig. 1. Efeito in vitro de isolados de leveduras contra fitopatdgeno Curvularia eragrostidis no segundo
teste. Controle (A); isolado Y047 (B); isolado Y051 (C); isolado Y052b (D); isolado Y085 (E); isolado
Y086 (3]
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Fig. 2. Sintomas da queima das folhas de inhame em plantas tratadas e néo tratadas com leveduras: A
(ISO Y047) e B (ISO Y051). C (Controle positivo). A letra D representa controle negativo (sem
inoculacdo do patdgeno e nem tratamento com leveduras).



