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RESUMO

O desenvolvimento de métodos de controle biolégico é necessario para promover praticas
agricolas de controle de doencas mais sustentaveis ao meio ambiente e evitar riscos a saude
humana. Nesse contexto, as leveduras tém emergido como uma alternativa promissora para o
controle bioldgico, devido a capacidade de inibir o crescimento de fungos filamentosos. A
antracnose causa pelo fungo Colletotrichum truncatum causa perdas na producéo do feijdo-fava
(Phaseolus lunatus) prejudicando o sustento da agricultura familiar na regido nordeste. O
estudo visou investigar a eficacia de leveduras antagonistas no combate ao agente causal da
antracnose no feijao-fava. No estudo foi utilizada leveduras de uma colecdo que representava
leveduras que colonizavam a superficies de frutos. As leveduras foram testadas em co-cultivo
com o patdgeno, avaliando o efeito antagbnico em experimentos in vitro e o potencial para
reduzir a severidade da doenca nas folhas. Os ensaios in vitro foram realizadas com 41
leveduras e no final foram selecionas 8 leveduras como maiores percentagens de inibicdo do
crescimento micelial no confronto direto e pela producdo de compostos volateis. Na avaliacdo
da reducdo da severidade da doenga em casa de vegetacao, a aplicagédo da levedura em condicao
protetiva, indicou que o isolado P1 foi 0 mais eficaz na inibi¢cdo do crescimento do fungo.
Algumas leveduras na avaliagcdo da reducdo da severidade apresentaram resultados diferentes
dos observados nos testes de inibicdo do crescimento micelial. Ressaltando a necessidade de
estudos adicionais para entender melhor as interagdes entre antagonistas, patdgenos e plantas,
considerando que esses fatores podem influenciar e modificar o desenvolvimento do patdgeno

em condigdes naturais.

Palavras-chave: Controle Bioldgico; Metabolitos; Controle alternativo; Bioinsumos;

Sustentabilidade agricola.



ABSTRACT

The development of biological control methods is essential for promoting more
environmentally sustainable agricultural practices and minimizing the risks to human health. In
this context, yeasts have emerged as promising alternatives for biological control owing to their
ability to inhibit the growth of filamentous fungi. Anthracnose, caused by the fungus
Colletotrichum truncatum, leads to significant losses in Lima bean (Phaseolus lunatus)
production, adversely affecting the livelihoods of family farmers in the northeastern region.
This study aimed to evaluate the efficacy of antagonistic yeasts in controlling the causal agent
of anthracnose in lima beans. The yeasts used in this study were sourced from a collection
representing colonizing fruit surfaces. These yeasts were tested in co-cultivation with the
pathogen, assessing their antagonistic effects in vitro and their potential to reduce disease
severity in leaves. A total of 41 yeasts were screened through in vitro tests, of which eight were
selected based on their high percentage of mycelial growth inhibition, both in direct
confrontation and through the production of volatile compounds. In greenhouse trials assessing
disease severity reduction, yeast application under protective conditions identified isolate P1 as
the most effective at inhibiting fungal growth. Interestingly, some yeasts exhibited different
results in disease severity reduction compared to their performance in mycelial growth
inhibition tests. This underscores the need for further studies to understand better the complex
interactions among antagonists, pathogens, and plants, as these factors may influence and

modify pathogen development under natural conditions.

Keywords: Biological control; Metabolites; Alternative control; Bioinput; Agricultural

sustainability.
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1 INTRODUCAO

O crescimento continuo da densidade demografica global tem gerado uma maior
demanda por produtos agricolas, e consequentemente, medidas de controle para doencgas de
plantas (SAATH; FACHINELLO, 2018). Em contrapartida, 0 uso excessivo dos agroquimicos
tem acarretado prejuizos ao meio ambiente e a humanidade, aléem de contribuir para o
surgimento de linhagens fungicas resistentes aos ingredientes ativos dos fungicidas utilizados
nas lavouras (KRETSCHMER; HAHN, 2008). O equilibrio entre 0 aumento da produtividade
agricola e a preservacdo ambiental exige uma abordagem mais sustentavel no manejo de
doencas que priorize a redu¢do do uso indiscriminado de agroquimicos mitigando os impactos
negativos sobre o ecossistema e evitar o agravamento da resisténcia fungica aos fungicidas.

Uma abordagem mais sustentavel tem sido progressivamente adotada nos sistemas
agricolas. No Brasil, o registro de produtos biologicos estd em expansao: foram 27 registros em
2011, 137 em 2018; 200 em 2019; e atingido 500 registros em 2022. O aumento da oferta
produtos bioldgicos indicam a aceitacdo dos produtores agricolas em adotar tecnologias mais
sustentaveis (TORDIN, 2022). O crescimento é impulsionado pela crescente conscientizacao
sobre 0s impactos ambientais negativos dos agrotoxicos e pela busca por alternativas que
promovam a saude do solo e das plantas (AL-AHMADI, 2019). Além disso, politicas
governamentais e incentivos financeiros tém facilitado a adocdo de praticas agricolas
sustentaveis, promovendo pesquisas e desenvolvimento de novas tecnologias bioldgicas
(MOLOSSI et al., 2023).

O controle biolégico refere-se ao uso de agentes bioldgicos com o objetivo de restringir
o desenvolvimento de doencas causadas por patogenos (O’BRIEN, 2017). Essa abordagem
envolve a utilizagdo de organismos vivos, como bactérias, fungos filamentosos e leveduras, que
competem com 0s patdgenos por espaco e nutrientes, ou produzem substancias que inibem o
crescimento dos agentes causadores de doencgas (TSEGAYE et al., 2018). Portanto, representa
uma pratica promissora na agricultura moderna, contribuindo para a protecdo das plantas e a
preservacao do meio ambiente.

Entre os fungos, as leveduras tém sido reconhecidas como eficazes no combate a
diversos patdgenos de plantas devido a sua capacidade antag6nica, podendo desempenhar um
papel fundamental na reducdo do tamanho e do nimero de lesdes nas plantas, além de inibir a
esporulacdo de fungos nos tecidos do hospedeiro, proporcionando uma funcéo protetora nos
Orgdos aereos das plantas (STANGARLIN et al., 2010). A leveduras sdo facilmente cultivadas

em substratos liquidos, manipuladas em condi¢des limitadas no processo de multiplicacéo, e
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distinguem-se das bactérias contaminantes pelo seu tamanho, permitindo um controle de
qualidade mais rigoroso e reduzindo o risco de contaminagdo cruzada durante o cultivo e a
aplicacdo (KURTZMAN; FELL; BOEKHOUT, 2011b).

A utilizacdo das leveduras como agente de controle biolégico pode ser uma alternativa
viavel para os pequenos agricultores. Uma vez que reduz os custos em defensivos agricolas e
contribui de sobremaneira na preservacdo do solo e meio ambiente, favorecendo desta forma
para uma producdo mais sustentavel e agregando consequentemente mais valor aos produtos
no mercado. O feijao-fava (Phaseolus lunatus) é uma das principais leguminosas cultivadas no
Brasil, sendo de extrema relevancia para a agricultura familiar, pois serve tanto como fonte de
renda quanto como meio de subsisténcia para os produtores (CHEL-GUERRERO et al., 2012;
MOSES, 2012). A cultura se destaca por sua adaptabilidade a diferentes condi¢des climaticas,
tolerdncia ao encharcamento do solo e resisténcia a temperaturas elevadas, superiores as
suportadas pelo feijdo comum (GOMES et al., 2020; LONG et al., 2014; VIEIRA, 1992). No
entanto, a ocorréncia de doencas tem limitado a produtividade dessa cultura, especialmente a
Antracnose, causada pelo fungo Colletotrichum truncatum, considerada a mais importante
(FIGUEIREDO, 2001; SILVA et al., 2010a).

A antracnose causa danos em folhas, ramos e vagens, e, quando o ataque do patégeno é
mais severo, causa reducdo da produtividade e queda no valor dos grdos comercializados
(LOPES; GOMES; ARAUJO, 2010). Embora o controle quimico seja o método mais
empregado para combater doencas foliares, seu uso torna-se frequentemente impraticavel na
agricultura familiar, devido ao alto custo envolvido (HENNING et al., 2014). Além disso, a
aplicacdo de defensivos agricolas em excesso vem sendo cada vez mais questionada pelos
impactos negativos que provoca, tanto no meio ambiente quanto na saide humana (HILLEN et
al., 2012). Dessa forma, a utilizacdo de agentes biologicos surge como uma alternativa viavel
para o controle de doencas fungicas foliares e atende a crescente demanda dos consumidores

por alimentos isentos de residuos quimicos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O Caminho para uma Agricultura Sustentavel

A crescente preocupacdo com 0s impactos ambientais e a busca por praticas agricolas
ecologicamente viaveis impulsionam o interesse em estratégias de manejo que reduzam a
dependéncia de produtos quimicos (KOWALSKA; KRZYMINSKA; TYBURSKI, 2022). A
substituicdo gradual de fungicidas quimicos por agentes bioldgicos representa, assim, uma
resposta positiva a esses desafios, proporcionando beneficios tanto para a saude do solo quanto
para a qualidade dos produtos agricolas (SPADARO; DROBY, 2016). Essa abordagem néo
apenas proporciona uma gestao mais sustentavel e amigavel ao meio ambiente, mas também
promove a preservacdo da biodiversidade nos ecossistemas agricolas.

Com o aumento populacional e a crescente demanda por produtos agropecuarios, torna-
se essencial implementar agentes quimicos no controle de doencas fitopatogénicas para manter
a produtividade agricola. O controle quimico é especialmente importante em paises de clima
tropical, onde as condi¢des quentes e Umidas favorecem a proliferacdo de microrganismos
nocivos as plantas. A intensificacdo do uso do controle quimico resulta em casos de intoxicagao,
devido as lentas taxas de biodegradacdo dos principios ativos e a persisténcia de seus derivados
toxicos no ambiente, acarretando riscos para 0 bem-estar dos agricultores, consumidores e 0
meio ambiente (GOND et al., 2010). O uso em excesso de fungicidas pode levar a selecéo de
populacdes de fitopatdgenos resistentes aos principios ativos, demandando doses mais elevadas
ou a aplicacdo de compostos mais toxicos (LEROUX; WALKER, 2013; VELA-CORCIA et
al., 2019). O acumulo dos principios ativos nos agroecossistema resulta em desequilibrios na
microbiota da parte aérea e do solo, impactando a fisiologia da planta e afetando a fertilidade
(SYED AB RAHMAN et al., 2018).

A preferéncia dos consumidores nos Gltimos anos tem se voltado para os valores éticos
no processo produtivo e no abastecimento, e nesse contexto, tanto 0s consumidores quanto a
comunidade cientifica tém priorizado a tecnologia verde, destacando-se alimentos de alto valor
agregado, procedéncia adequada e qualidade diferenciada (LIMA et al., 2020). Por esta razéo,
a utilizacdo de agentes biologicos em substituicdo aos fungicidas quimicos destaca-se como

uma alternativa eficaz para o controle de doencas fungicas (KHUNNAMWONG et al., 2020).
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2.2 Manejo bioldgico de patégenos de plantas

O controle biologico refere-se ao uso de organismos vivos, cOmo microrganismaos,
insetos, plantas daninhas e nematoides, com o objetivo de reduzir as popula¢des de patdgenos
de plantas e pragas agricolas, garantindo a protecdo dos cultivos e promovendo préticas
agricolas sustentaveis (BAKER; GREEN; LOKER, 2020). Os principais microrganismos
utilizados no biocontrole, destacam-se o Bacillus thuringiensis (Bt), uma bactéria eficaz contra
lepiddpteros por produzir proteinas cristalinas toxicas (BRAVO et al., 2011; PARDO-LOPEZ;
SOBERON; BRAVO, 2013). Os fungos Metarhizium anisopliae e Beauveria bassianasio
amplamente empregados no combate a insetos-praga (AULD, 2002; ZIMMERMANN, 2007).
Além disso, os baculovirus, especificos para insetos, representam uma alternativa
ambientalmente segura para o controle de pragas como a lagarta-do-cartucho (Spodoptera
frugiperda) (HERNIOU et al., 2003; SZEWCZYK et al., 2006).

No que se refere ao controle de microrganismos fitopatogénicos, os fungos do género
Trichoderma sdo amplamente reconhecidos por sua capacidade de suprimir patogenos de
plantas, a0 mesmo tempo que promovem 0 crescimento vegetal, proporcionando uma dupla
funcdo no manejo de doencas (HARMAN, 2006; VINALE et al., 2008). No grupo das bactérias,
Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens e Pseudomonas fluorescens se destacam por sua
acao contra fitopatdgenos como Colletotrichum gloeosporioides (ASHWINI; SRIVIDYA,
2014), Pythium ultimum (LARA-CAPISTRAN et al., 2020) e Ralstonia solanacearum
(CHAKRAVARTY; KALITA, 2012) através da producdo de compostos antimicrobianos,
promogéo do crescimento e resisténcia sistémica induzida.

O controle bioldgico de doencas visa reduzir a quantidade de inéculos e, por
conseguinte, os sintomas na planta, buscando minimizar os efeitos prejudiciais dos pesticidas
nos alimentos e no meio ambiente (HE et al., 2021; LLORENS; AGUSTI-BRISACH, 2022).
O controle bioldgico pode envolver a utilizacdo de inoculantes microbianos para combater um
tipo ou classe especifica de doencas de plantas (HAMDI; ALZAWI, 2023). Em determinadas
situacBes, quando a aplicacdo exclusiva de leveduras nao for suficiente, pode-se recorrer a
combinacdo com fungicidas quimicos de baixo risco, substancias antimicrobianas naturais e
métodos fisicos, como a rotacdo de culturas, a remogdo de restos culturais e o aumento do
espacamento entre as plantas (DROBY et al., 2009).

Os microrganismos utilizados no biocontrole de doencas exibem uma ampla diversidade

de mecanismos de atuacéo, classificados predominantemente em duas categorias principais:
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acdo direta e indireta. No primeiro caso, 0s microrganismos antagonistas compartilham o
mesmo ambiente ecologico que o patdgeno, estabelecendo interacfes diretas por meio de
parasitismo, antibiose, secrecdo de enzimas hidroliticas e compostos organicos volateis (COVs)
e competicdo por espago e nutrientes. Na acdo indireta, o agente induz uma resposta de
resisténcia no hospedeiro, conferindo protecdo contra eventuais fitopatdgenos. A reacdo
induzida é similar a resposta de defesa desencadeada por uma estirpe menos virulenta do
fitopatdgeno. A reacdo pode também ser ativadas por outros tipos de microrganismos, como
fungos filamentosos e bactérias, ou pela aplicacdo de partes ou substancias produzidas pelo
agentes de biocontrole (ZHANG et al., 2017).

Os desafios para desenvolver um biocontrole que possa competir com os fungicidas
incluem a necessidade de oferecer beneficios econémicos aos agricultores. Os produtos de
biocontrole devem garantir uma viabilidade celular prolongada, manter a eficiéncia durante
varios meses de armazenamento e apresentar compatibilidade com tratamentos quimicos e
fisicos (SLININGER et al., 2003). Um dos desafios para a aceitacdo do controle bioldgico € a
eficacia do produto no campo. O controle biolégico muitas vezes apresenta uma eficacia
insatisfatoria em ambientes comerciais, sendo comum empregd-los em conjunto com
compostos quimicos, ainda que em concentragdes mais baixas, para atingir niveis
consistentemente elevados de eficacia (MAJUMDAR, 2023). Necessitando de uma continua
busca e selecdo de agentes eficientes que atendam as demandas do mercado.

Uma série de requisitos especificos é necessario para que o biocontrole seja considerado
eficiente e competitivo. As caracteristicas essenciais de um insumo de origem bioldgica ideal
incluem estabilidade genética, eficacia em concentracdes reduzidas, requisitos nutricionais
simples, capacidade de sobreviver em condi¢cdes ambientais adversas, crescimento em
fermentadores utilizando meios de cultivo de baixo custo, auséncia de patogenicidade para a
planta hospedeira, incapacidade de produzir metabolitos que possam ser potencialmente
prejudiciais para a salude humana e resisténcia aos pesticidas mais comuns (KONSUE;
DETHOUP; LIMTONG, 2020; STEN; DIENGNGAN; DAS, 2016). Portanto, um biocontrole
com essas propriedades pode oferecer uma solucdo eficiente, segura e sustentavel para a

protecdo das culturas agricolas.
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2.3 Uso de leveduras no controle bioldgico

As leveduras sdo fungos unicelulares que evoluiram de maneira convergente a partir de
fungos filamentosos pertencentes aos filos Ascomycota e Basidiomycota (NAGY et al., 2014).
Embora cerca de 2.000 espécies de leveduras ja tenham sido descritas, muitas ainda possuem
posicdes taxondémicas incertas (BOEKHOUT et al., 2022). Esses organismos, originados de
multiplos clados de fungos com relag6es distantes entre si, incluem espécies que passam toda
ou grande parte do ciclo de vida em uma forma unicelular (DUJON, 2010; KURTZMAN,;
FELL; BOEKHOUT, 2011b). Contudo, em certas condi¢fes, algumas espécies,
predominantemente unicelulares, podem desenvolver crescimento filamentoso, assim como
fungos que normalmente sdo filamentosos podem assumir a forma de levedura em situacdes
especificas, evidenciando o fendmeno conhecido como dimorfismo (BASTIDAS; HEITMAN,
2009; SANCHEZ-MARTINEZ; PEREZ-MARTIN, 2001).

As leveduras mais conhecidas pertencem ao filo Ascomycota e incluem Saccharomyces
cerevisiae, amplamente utilizada na fermentacdo alcodlica e na panificacdo (ALMEIDA;
OLIVEIRA, 2021). Outras espécies sao Pichia e Schizosaccharomyces, estas com relevancia
tanto na inddstria alimenticia quanto em processos biotecnologicos (MAICAS; MATEO,
2023). A maior parte das leveduras benéficas ao ser humano pertence ao filo Ascomycota. Entre
as espécies mais relevantes, além da S. cerevisiae, encontra-se a Candida kefyr, amplamente
empregada na produgdo de laticinios fermentados devido ao seu potencial probidtico,
favorecendo a saude intestinal e o equilibrio da microbiota (APALOWO et al., 2024). A Pichia
pastoris, essencial nas industrias farmacéutica e biotecnoldgica por sua eficiéncia na produgéo
de proteinas recombinantes, com destaque para enzimas industriais e proteinas terapéuticas
(KARBALAEI; REZAEE; FARSIANI, 2020). A Kluyveromyces marxianus, aplicada na
producdo de bioetanol e no processamento de derivados do leite, além de fermentar residuos
agroindustriais, reduzindo custos e impactos ambientais (BILAL et al., 2022). Por fim, a
Yarrowia lipolytica, tendo aplica¢Ges em biocombustiveis e biorremediacéo por sua capacidade
de degradar lipidios, além de ser utilizada na sintese de &cidos organicos e compostos
aromaticos nas industrias alimenticia e ambiental (MAMAEV; ZVYAGILSKAYA, 2021).

Algumas espécies sdo patogénicas aos seres humanos, a Candida albicans é um
importante patégeno humano (SANTOS et al., 2022). No filo Basidiomycota, destacam-se
Cryptococcus neoformans, um patégeno capaz de causar infeccfes graves em pessoas com 0

sistema imunologico comprometido (SILVA et al., 2023), e Rhodotorula, cujas espécies sao
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frequentemente encontradas em ambientes aquaticos e podem atuar como agentes oportunistas
em infec¢bes (WIRTH; GOLDANI, 2012). Outro exemplo relevante de levedura basidiomiceta
é Malassezia, conhecida por sua associacdo a doencas de pele, como a dermatite seborreica
(SAUNTE; GAITANIS; HAY, 2020).

As leveduras, como a S. cerevisiae, desempenham papel essencial na decomposicao de
substratos vegetais, possibilitando sua aplicacdo em biorrefinarias para a producdo de
combustiveis renovaveis (KRICKA; FITZPATRICK; BOND, 2014). A Candida utilis auxilia
na reciclagem de nutrientes, como carbono e nitrogénio, facilitando o processamento de
residuos organicos e sua disponibilidade para as plantas (BZDUCHA-WROBEL et al., 2024;
KAUR; VYAS, 2024). Cryptococcus laurentii e Rhodotorula glutinis (SLAVIKOVA;
VADKERTIOVA; VRANOVA, 2009), bem como por Candida tropicalis e Candida
guilliermondi (CHEN; LIU, 2024), colonizam respectivamente folhas e raizes, promovendo
interacdes simbidticas com as plantas hospedeiras. Além disso, sdo encontradas em frutos,
néctar de flores e trato digestivo de insetos, devido a presenca de agucares simples, acidos
organicos e outros compostos prontamente assimilaveis (AHANSAL et al.,, 2008;
GLUSHAKOVA; YURKOV; CHERNOV, 2007; KURTZMAN; FELL; BOEKHOUT,
2011a).

Desde os primordios da civilizagdo as leveduras tém beneficiado a humanidade na
alimentacdo, proporcionando ndo apenas o pao, mas também o queijo, o vinho e a cerveja.
Atualmente, destacam-se como biorreatores para producao de diversos farmacos, como insulina
humana, hormdnios de crescimento, fator de crescimento epidérmico, interleucina 2, enzimas
digestivas e vacinas (MA; DRAKE; CHRISTOU, 2003). Além de salvar vidas, também
produzem bilhdes de litros de biocombustiveis, ajudando a desacelerar as mudancas climaticas
(MONEY, 2021). Ademais, desempenham um papel importante na agricultura, atuando no
controle bioldgico de doencas nas plantacdes (JOHNSON; ECHAVARRI-ERASUN, 2011).

Na década de 1960, aconteceu a primeira iniciativa para empregar leveduras do filo
Ascomycota no combate a fungos e bactérias, visando controlar microrganismos associados a
deterioracdo de alimentos. Essa ideia surgia a partir de observacGes que determinadas cepas da
S. cerevisiae produziam compostos antimicrobianos, também conhecidos como proteinas
killers, capazes de eliminar cepas sensiveis da mesma espécie que ndo possuiam imunidade a
essas toxinas (GEORGESCU; CORBU; CSUTAK, 2024; SAO-JOSE; SANTOS; SCHMITT,
2017).
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Fungos saprofiticos podem causar problemas de salde tanto direta quanto
indiretamente, provocando alergias e infeccdes oportunistas, além de problemas decorrentes da
ingestdo ou contato com substancias toxicas que produzem (MOLINARO; CAPUTO;
AMENDOEIRA, 2010). Desta forma, o uso de um agente de biocontrole dever ser de forma
segura a saude humana. A maioria das leveduras s&o micro-organismos ndo patogénicos com
exigéncias nutricionais simples, que ndo produzem esporos alergénicos, micotoxinas ou
metabdlitos secundarios (KONSUE; DETHOUP; LIMTONG, 2020).

No contexto do uso de biocontrole para doencas fitopatogénicas, as leveduras sao
especialmente importantes devido a sua capacidade de crescer e colonizar uma ampla variedade
de substratos, como frutas, vegetais e cereais, se adaptar a diferentes condi¢des, como variacdes
de temperatura, pH e disponibilidade de nutrientes, e manter sua atividade por periodos
prolongados, que podem se estender de semanas a meses (MUCCILLI; RESTUCCIA, 2015;
SPADARO; DROBY, 2016). Alguns leveduras séo conhecidas por estimular o crescimento das
plantas por meio da producdo de auxinas, como o &cido indole-3-acético (AlA), incluindo
espécies como Rhodosporidium paludigenum, S. cerevisiae, Aureobasidium pullulans, Candida
sp., Dothideomycetes sp, Hanseniaspora uvarum, Meyerozyma caribbica, Meyerozyma
guilliermondii, Torulaspora sp., Barnettozyma californica, Cryptococcus laurentii,
Rhodosporidiobolus fluvialis, Candida maltosa e Pichia kudriavzevii (BUNSANGIAM et al.,
2019; FERNANDEZ-SAN MILLAN et al, 2020; FU et al., 2016; LIMTONG;
KOOWADJANAKUL, 2012; MUKHERJEE; SEN, 2015; NUTARATAT et al., 2016;
PRABINA et al., 2019; RAO et al., 2010). Ademais, as espécies Williopsis californica, S.
cerevisiae, P. dianae e M. guilliermondii tém a capacidade de fornecer nutrientes essenciais,
como nitrogénio, fosforo e potassio, desempenhando uma funcdo importante na regulacédo dos
processos fisiologicos e favorecendo o desenvolvimento saudavel das plantas (FALIH;
WAINWRIGHT, 1995; FERNANDEZ-SAN MILLAN et al.,, 2020; FU et al.,, 2016;
MUKHERJEE; SEN, 2015).

Entre os exemplos relevantes do uso de leveduras como agentes de controle bioldgico
no combate a antracnose, destacam-se a aplicacdo de Meyerozyma caribbica (BAUTISTA-
ROSALES et al., 2013), Cryptococcus laurentii (BAUTISTA-ROSALES et al., 2014),
Papiliotrema aspenensis (KONSUE; DETHOUP; LIMTONG, 2020) e Metschnikowia
pulcherrima (TIAN et al., 2018) no controle pds-colheita de mangas. Também merecem
mencdo as leveduras Trichosporon asahii (HASSAN et al., 2021), Wickerhamomyces

anomalus e Meyerozyma guilliermondii na pos-colheita de mamdes (LIMA et al., 2013). Além
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disso, existe 0 uso de S. cerevisiae na pés-colheita de uvas (LIU et al., 2018) e Pichia
guilliermondii na pos-colheita de pimentas (CHANCHAICHAOVIVAT; RUENWONGSA,;
PANIJPAN, 2007). No contexto da pré-colheita, houve um efeito positivo na reducéo
significativa da doenga com o uso de Torulaspora globosa e Candida intermedia em folhas de
sorgo e milho para combater Colletotrichum sublineolum e Colletotrichum graminicola
(ROSA-MAGRI; TAUK-TORNISIELO; CECCATO-ANTONINI, 2011), além de S.
cerevisiae em folhas de sorgo no combate a C. sublineolum (PICCININ; DI PIERO;
PASCHOLATI, 2005).

Apontados como promissoras no controle de doengas fitopatogénicas, as leveduras e 0s
fungos semelhantes as leveduras podem ser cultivados em tanques fermentadores na
propriedade agricola, utilizando substratos de baixo custo e acessiveis aos agricultores
(SPADARO et al., 2010). Uma consideravel porcao de leveduras se multiplica rapidamente em
ambientes ricos em carboidratos, nutrindo-se dos agUcares disponiveis, gerando compostos
antimicrobianos e limitando a colonizacao de outros organismos (DUGAN; ROBERTS, 1994;
YEHIA et al., 2022).

Os métodos utilizados para a identificacdo e classificacdo de espécies de leveduras tém
se baseado em caracteristicas morfoldgicas, fisioldgicas e biogquimicas das espécies
(BARNETT, 2000). Além de técnicas moleculares baseadas no DNA ribossomal, que incluem
as regibes codificantes 5S, 5.8S, 18S e 26S (dominio D1/D2), assim como as regifes nao
codificantes ITS (Espacadores Internos Transcritos) e IGS (Espacadores Intergénicos)
(TURGUT GENC; GUNAY, 2020).

As regides codificantes do DNA ribossomal (rDNA), como 5S, 5.8S, 18S e 26S, sdo
partes altamente conservadas que codificam componentes essenciais dos ribossomos,
responsaveis pela sintese de proteinas. Elas sdo usadas principalmente para identificar e
classificar organismos em niveis mais amplos, como géneros ou familias, devido a sua
estabilidade evolutiva. Entre essas, o dominio D1/D2 do gene 26S € particularmente Gtil para
distinguir espécies de leveduras (KURTZMAN, 2006).

Por outro lado, as regifes ndo codificantes, como os Espacadores Internos Transcritos
(ITS) e os Espacadores Intergénicos (IGS), séo muito mais variaveis, acumulando mutacdes
com mais frequéncia. Isso as torna ferramentas ideais para identificar e diferenciar organismos
em niveis mais especificos, como espécies ou até mesmo cepas. A regido ITS, em particular, é

amplamente usada para identificacdo precisa de fungos e leveduras, enquanto o IGS € aplicado
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em estudos de diversidade genética e discriminacio de populagdes (CHALUPOVA et al.,
2014).

Dessa forma, as leveduras s@o organismos versateis e fundamental em diversas areas,
desde a alimentacg&o até a agricultura. A capacidade das leveduras em colonizar tecidos vegetais
e produzir compostos antimicrobianos destaca sua importancia no controle biologico de
fitopatdgenos. A utilizacdo de leveduras no biocontrole ¢, portanto, uma alternativa promissora
e eficaz, especialmente em condi¢des ambientais adversas. Esta abordagem sustentavel ndo
apenas beneficia a produtividade agricola, mas também promove préaticas mais ecoldgicas e
economicamente viaveis principalmente para cultura com baixo suporte tecnoldgico e

assisténcia técnica com as culturas de subsisténcia cultivadas por agricultores familiares.

2.4 Feijao-fava (Phaseolus lunatus L.)

O feijao-fava (Phaseolus lunatus L.), também conhecido como fava, feijao-de-lima,
fava lima, feijdo rajada (JUNQUEIRA; OLIVEIRA; MASCARENHAS, 2010; NOBRE et al.,
2012) ¢ uma cultura de subsisténcia tipia da agricultura familiar da regido nordeste. A cultura
é fonte de carboidrato, proteina e renda para os produtores rurais. O P. lunatus pertence a familia
Fabaceae, que engloba 643 géneros e 18.000 espécies distribuidas por todo o mundo, em
particular nas regides tropicais e subtropicais (BROUGHTON et al., 2003). A espécie esta
adaptada aos tropicos de terras baixas, especialmente os solos altamente lixiviados e inférteis
das regibes mais Umidas, mas prefere solos neutros (pH 6-7) bem drenados e arejados
(AREMU; IBRAHIM; EKANEM, 2016; ARTTAWUTTIKUN et al., 2019). Com origens na
América tropical, a domesticacdo do feijao-fava ocorreu na Mesoamérica e nos Andes entre
8000 e 10000 anos atras (ANDUEZA-NOH et al., 2016), disseminando-se para a América do
Norte, América do Sul, Europa, leste e oeste da Africa e o sudeste da Asia (AMBIKA et al.,
2022; BAUDOIN, 1988).

O P. lunatus se divide em dois grupos genéticos distintos: 0 Mesoamericano e 0 Andino.
O grupo Mesoamericano abrange gendtipos de sementes pequenas, que surgiram na America
Central e se espalharam para o sul dos Estados Unidos, ilhas do Caribe e nordeste do Brasil. J&
o0 grupo Andino compreende gendtipos de sementes grandes, mais comuns na América do Sul,
especialmente nas regides aridas da costa peruana ao sul de Lima (BAUDOIN, 1988;
SHERASIA et al., 2017).
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No Brasil, o feijdo-fava, P. lunatus, € considerada a segunda leguminosa mais
importante do género devido ao seu alto teor proteico, além da resisténcia a seca, calor e
umidade excessiva, ficando atras apenas do feijdo comum, Phaseolus vulgaris L. (VIEIRA,
1992; ARAUJO et al., 2017). O feijdo-fava, cultivado majoritariamente por agricultores
familiares, tm demonstrado significativa capacidade produtiva, especialmente com o avanco
das tecnologias agricolas e o0 aumento do suporte fornecido por 6rgaos de pesquisa e extensao
rural (BARBOSA; ARRIEL, 2018; GOMES et al., 2022).

Em 2022, o Brasil produziu 12.061 toneladas de graos de feijao-fava. A regido Nordeste
foi responsavel por 99,6% da produgdo, consolidando como a regido mais produtora do pais. O
estado do Ceara se destacou como o maior produtor, alcangando um rendimento médio de graos
de 275 kg/hat. Alagoas ficou na sexta colocagéo, cobrindo uma éarea colhida de 528 ha, com
uma producio média de 488 toneladas e um rendimento médio de 924 kg/ha™* (IBGE, 2022).

Reconhecida por seu alto valor nutricional, a P. lunatus apresenta grdos com teor de
amido variando entre 56 e 60%, atingindo também uma marca de 26% de proteina (OGUNJI;
ABDEL-KAREEM; OSUIGWE, 2003; AZEVEDO; FRANCO; ARAUJO, 2003; SANTOS et
al., 2010; CHEL-GUERRERO et al., 2011). As vagens e 0s graos sdo encontrados no mercado
como vegetais frescos, enlatados e congelados, oferecem a versatilidade de serem cozidos no
vapor, fervidos e assados (SMALL, 2009). Essas opgOes permitem servi-los como
acompanhamento, adiciona-los a ensopados e sopas. Além disso, os brotos do feijao constituem
outra opcao alimentar (SMALL, 2009). Algumas variedades de P. lunatus podem conter em
seus graos uma concentracdo de até 200 mg/kg de &cido cianidrico (HCN) (WAITE-CUSIC,
2019). No entanto, ap6s serem cozidos de trés a cinco vezes, tornam-se seguros para 0 Consumo
(AZEVEDO; FRANCO; ARAUJO, 2003). Essa caracteristica é de extrema importancia tanto
no comeércio quanto no valor do produto (SILVA et al., 2010a).

O método de cultivo adotado nas lavouras, que se baseia no consércio com outras
culturas e no uso de pequenos lotes de terra, contribui para diminuir a incidéncia de ataques de
insetos e pode até eliminar a necessidade de inseticidas na propriedade (ALVES, 2006; SILVA
et al., 2010b). No entanto, a produtividade dessa cultura é impactada pela ocorréncia de
doencas, sendo a antracnose a mais importante (ASSUNCAO et al., 2011; NASCIMENTO et
al., 2017).
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2.5 Antracnose em Phaseolus lunatus

A antracnose no P. lunatus é considerada uma das doengas mais agressivas que afeta
essa cultura. A doenga é causada principalmente pelo fungo Colletotrichum truncatum
(NASCIMENTO et al., 2017). Além do C. truncatum, outros fungos como C. brevisporum, C.
lobatum, C. plurivorum, C. musicola, C. clivae e C. fructicola podem ser os agente causais da
antracnose em P. lunatus (SOUSA et al., 2018). O género Colletotrichum possui uma ampla
distribuicdo geogréfica e tem a capacidade de infectar diversas leguminosas, incluindo soja,
lentilha, ervilha e grio-de-bico (ROBERTS; PERNEZNY; KUCHAREK, 2012; ROGERIO et
al., 2017; WEIDEMANN, 1988).

O género Colletotrichum ¢é classificado dentro dos fungos anamorficos, pertencendo a
classe Sordariomycetes, ordem Glomerellales e familia Glomerellaceae (KIRK et al., 2009).
Nesse género sdo reconhecidas 280 espécies, identificadas com base em dados moleculares.
Entre elas, 15 espécies sdo consideradas isoladas, enquanto as outras 265 sdo organizadas em
16 complexos, como C. gloeosporioides, C. gigasporum, C. boninense, C. acutatum, C.
graminicola, C. caudatum, C. spaethianum, C. destructivum, C. dematium, C. truncatum, C.
orbiculare, C. dracaenophilum, C. magnum, C. orchidearum, C. agaves e C. bambusicola (LIU
et al., 2022; SILVA-MATOS; SOUSA; MORAES, 2022; TALHINHAS; BARONCELLI,
2021).

A espécie C. truncatum apresenta hifas vegetativas sdo hialinas e septadas. Os
conidioforos variam de hialinos a marrom-claros, e os conidios sdo hialinos, lisos ou
ligeiramente rugosos, curvados e com extremidades arredondadas ou afiladas. Apresenta
acérvulos pretos, dispersos ou em grupos, com setas de cor marrom-escura. Os apressorios sao
marrons e lobulados, com formato variando de arredondado a elipsoidal (ZHANG et al., 2023).

O C. truncatum sobrevive nos restos de culturas anteriores, sendo disseminado
principalmente por sementes contaminadas, ventos e respingos de chuva (MANANDHAR,
1985; NECHET et al., 2003). As condicOes ideais para seu desenvolvimento e esporulagédo
incluem temperaturas entre 25°C e 30°C, com méaxima intensidade da doenca ocorrendo a
28,4°C, umidade relativa média de 76%, e precipitacdo de 92,5 mm (CHATTOPADHYAY;
KOLTE; WALIYAR, 2015; JUNIOR et al., 2021). As condic@es climaticas da regio Nordeste
do Brasil, caracterizadas por altas temperaturas e umidade, favorecem a esporulacdo e a

propagacéo do patdgeno, aumentando a incidéncia de doengas como a antracnose em culturas
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agricolas como a soja e o feijio-fava (DIAS et al., 2019; DIAS; PINHEIRO; CAFE-FILHO,
2016).

Os sintomas da antracnose no feijdo-fava incluem manchas avermelhadas na face
inferior das folhas, hastes e peciolos jovens (DOS SANTOS SIQUEIRA GOMES et al., 2023).
Nas vagens, a infeccdo se manifesta por lesGes necréticas e pardacentas, com presenca de
acérvulos do patdgeno, resultando em necroses no hipocotilo e nas nervuras (NOETZOLD et
al., 2014). A medida que a doenca avanca, as folhas tornam-se encarquilhadas, as plantas ficam
subdesenvolvidas, e ocorre a queda das folhas (BESSERA JR; BARGUIL, 2021; COSTA,
1986).

Entre as principais estratégias para reduzir a incidéncia da antracnose e minimizar suas
perdas, destaca-se 0 emprego de cultivares mais resistentes, a ado¢do de préaticas culturais
apropriadas, como a rotacdo de culturas e a reposicao adequada de nutrientes ao solo, além do
uso de fungicidas, que podem ser aplicados de maneira complementar para reforcar o controle
da doenca (MELO-FILHO; GUENTHER, 2015).

O que deve ser evitado é o0 uso de fungicidas com mecanismos especificos de acao, uma
Vez que O Sseu uso repetitivo aumenta a pressdo seletiva sobre os fungos, favorecendo o
surgimento de linhagens resistentes. Portanto, uma simples alteracdo das proteinas alvo do
fungicida é suficiente para conferir resisténcia ao patégeno, comprometendo a eficacia do
tratamento (MA; MICHAILIDES, 2005).

A fim de mitigar esse problema é fundamental monitorar a eficacia dos fungicidas,
permitindo o desenvolvimento de estratégias de manejo mais eficientes. Além disso, existem
evidéncias que o uso de misturas de fungicidas, como fludioxonil e ciprodinil, pode
proporcionar um controle mais eficiente contra a antracnose, causada pelo C. truncatum,
diminuindo o risco de surgimento de resisténcia aos fungicidas (ROGERIO et al., 2024;
TORRES-CALZADA et al., 2015).

Os fungicidas disponiveis no mercado sdo: Alade®, uma associacio de
Benzovindiflupyr (pirazol carboxamida), ciproconazol (triazol) e difenoconazol (triazol);
Fitter®, uma associagdo de ciprodinil (anilinopirimidina) e fludioxonil (fenilpirrol); Mitrion®,
uma associacao de Benzovindiflupyr (pirazol carboxamida) e Protioconazol (Triazolinthione);
e Switch® uma associacdo de ciprodinil (anilinopirimidina) e fludioxonil (fenilpirrol)
(AGROFIT, 2024).
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3 METODOLOGIA

3.1 Obtencao dos isolados de leveduras

No estudo foram utilizadas 41 leveduras obtidas da colecéo da clinica de Fitossanidade
do Campus de Engenharias e Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Alagoas (Tabela
1). As leveduras foram isoladas de frutos como jambo (Syzygium jambos), graviola (Annona
muricata), pitanga (Eugenia uniflora), goiaba (Psidium guajava), amora (Rubus subg. Rubus),
jabuticaba (Plinia cauliflora), jambo albino (Syzygium aqueum), acerola (Malpighia
emarginata), caju (Anacardium occidentale), manga (Mangifera indica), brinco-de-vilva
(Syzygium cumini), além da graminea cana-de-acUcar (Saccharum officinarum). A leveduras
estavam conservadas em tubos fechados contendo meio YEPD (Extrato de levedura, 10 g/L;
peptona, 20 g/L; glicose, 20 g/L; e agar, 20 g/L) e mantidos a 5°C em geladeira. As culturas
puras foram conservadas em tubos Slants com meio YEPD, mantidas & temperatura de 4°C em
geladeira e devidamente identificadas quanto a procedéncia e de acordo com caracteristicas

morfoculturais manifestadas em meio agar nutriente Wallerstein Laboratory (WL).
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Tabela 1 - Isolados de leveduras obtidas de diferentes espécies de frutas e demais origens, a
localidade da coleta, os codigos designados aos isolados e as caracteristicas morfoldgicas das

coldnias em &gar nutriente Wallerstein Laboratory (WL).

N° Origem Localizagdo Codigos Caracteristica Morfol6gica

1 Fleischmann X-X-X-X SAC Creme Brilhante, Lisa e Pequena

2 Acerola CECA ACE1l Creme Lisa e Grande

3 Acerola CECA ACE2 Creme Escura, Lisa e Pequena

4  Amora CECA AM1 Escura, Lisa e Grande

5 Amora CECA AM2 Verde-Clara e Lisa

6 Amora CECA AM3 Verde, Borda Transparente e Grande
Espalhada

7 Brinco-de-vilva CECA BV1 Borda Verde-Clara e Transparente

8 Brinco-de-vilva CECA BV2 Verde, Borda Verde-Clara e Lisa

9 Brinco-de-vilva CECA BV3 Verde, Borda Branca, Lisa e Pequena

10 Brinco-de-vilva CECA BV4 Creme, Lisa e Pequena

11 Brinco-de-vilva CECA BV5 Branca, Lisa e Pequena

12 Brinco-de-vilva CECA BV6 Verde-Escura, Lisa e Grande

13 Brinco-de-vilva CECA BV7 Verde-Clara, Centro Liso e Médio

14 Cambui CECA CAMB1 Verde, Borda Escura, Lisa e Média

15 Cambui CECA CAMB2 Amarela-Esverdeada, Lisa e Média

16 Cana-de-agucar CECA CAN1 \I\ilzrccjjiz-Escura Mesclada, Lisa e

17 Cana-de-acUcar CECA CAN2 Creme, Transparente, Lisa e Grande

18 Casca de cajueiro CECA CC1 Creme, Lisa e Média

- Centro Escuro, Borda Creme, Lisa e

19 Casca de cajueiro CECA CC2 Pequena

20 Casca de cajueiro CECA CC3 Verde-Clara, Lisa e Pequena

21 Casca de cajueiro CECA CC4 Creme, Brilhante, Lisa e Pequena

29 Goiaba FLEXEIRAS GBE Verde-CIarg Mesclada com elevacéo
Central e Lisa

23 Goiaba CECA GB1 Centro-Acinzentado, Borda Branca e
Rugosa

24 Goiaba CECA GB2 Clara e Rugosa com Pelicula

25 Jabuticaba CECA JAB Verde-Escura e Lisa

%6 Jambo CECA M Eiosr:a Mesclada, Centro Escuro e

27 Jambo albino CECA JA Rosa, Borda Cinza, Lisa e Média

28 Manga CECA MAL I\_/i(:;r(;je-CIara, Centro Verde, Médio e

29 Manga CECA MA2 Branca e Rugosa

30 Pitanga CECA P1 Verde, Borda Clara e Lisa

31 Pitanga CECA P2 Verde-Clara, Pequena, Brilhante e

Lisa
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N° Origem Localizagdo Codigos Caracteristica Morfol4gica
Casca com seiva de

32 - CECA CSC1 Creme, Lisa e Média
cajueiro
33 Casca com seiva de CECA CSC2 Branca, Lisa e Pequena
cajueiro
34  Seiva de mangueira CECA SM Cinza-Escura, Borda Clara e Lisa
35 Tamarindo CECA TAl Borda Cinza e Fosca
36 Tamarindo CECA TA2 Branca, Lisa e Média
37 Tamarindo CECA TA3 Verde-Escura, Lisa e Pequena
38 Tamarindo CECA TA4 Lisa e Média
39 Tamarindo CECA TA5 Branca e Lisa
40 Tamarindo CECA TAG I\_/ies;Ide-Amnzentada, Borda Clara e
41  Seiva de tamarindo CECA STA Creme, Lisa e Grande

Fonte: Dados da pesquisa

3.2 Isolados de C. truncatum

O isolado de C. truncatum, denominado ICT12 (LIMA, 2013), foi obtido no Laboratério
de Fitopatologia Molecular - CECA/UFAL, isolado este previamente caracterizado por estudos
morfoldgicos e moleculares (SOARES et al., 2024). O patdgeno foi cultivado no meio BDA
(Batata, 200 g/L; dextrose 20 g/L; e &gar, 20 g), incubado a 27 £ 2 °C por sete dias em estufa

incubadora para demanda bioldgica de oxigénio (B.0.D).

3.3 Ensaio in vitro de antagonismo direto entre leveduras e C. truncatum

A selecdo inicial da capacidade antagonica das leveduras foi realizada segundo a
metodologia descrita por HASSAN e colaboradores (2021), com modificacfes (as estrias tinha
3,0 cm de comprimento). Cada linhagem de levedura foi cultivada com C. truncatum em meio
BDA, suplementado com extrato de levedura a 1% (ZHIMO; BHUTIA; SAHA, 2016). A
levedura foi semeada no meio fazendo uma estria retilinea da massa de levedura obtido de um
cultivo de sete dias. A estria tinha aproximadamente 3,0 cm e foi feita a 1,5 cm da borda da
placa de Petri. Ap6s 48 horas, procedeu-se a inoculacdo de um disco micelial de 6 mm no centro
da placa. As placas foram incubadas em camaras de BOD a 28 °C, durante sete dias. Todos 0s
tratamentos in vitro foram realizados em triplicata. A avaliacdo do antagonismo foi realizada a
partir do indice de inibicdo percentual do crescimento radial (PICR) com base na seguinte
formula (HASSAN et al., 2021; SARIAH, 1994):
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picr = L= R2 o0
~  R1

Onde, R1 = Crescimento radial de C. truncatum na placa controle; e R2 = Crescimento radial
de C. truncatum cultivados com levedura potencialmente antagonica.

Somente isolados com PICR > 40% foram selecionados.

3.4 Ensaio in vitro com leveduras antagonicas selecionadas de acordo com PICR

O antagonismo das leveduras foi avaliado no teste de confronto direto considerando
uma maior distancia entre as leveduras e C. truncatum, permitindo avaliar o efeito antagdnico
em um maior intervalo de tempo. Cada linhagem de levedura foi cultivada com C. truncatum
em meio BDA, suplementado com extrato de levedura a 1% (ZHIMO; BHUTIA; SAHA, 2016).
No confronto, um estriamento retilineo da massa de levedura cultivada por 7 dias foi feitoa 1,5
cm da borda da placa de Petri. Apos 48 horas, procedeu-se a inocula¢do de um disco micelial
de 6 mm, com sete dias de cultivo, sendo posicionado a 1,5 cm da borda oposta da estria das
leveduras. O confronto foi incubado em camaras de BOD a 28 °C, durante 18 dias. A avaliacao
do antagonismo foi realizada a partir do indice de inibi¢do percentual do crescimento radial
(PICR).

3.5 Efeito de sobrenadantes livres de células das leveduras selecionadas no crescimento do

C. truncatum

O efeito inibitorio do sobrenadante dos cultivos das linhagens de leveduras selecionadas
foi realizado pela técnica de difusdo e incorporacao na placa. Uma suspensdo das linhagens de
leveduras, cultivadas por 24 horas em meio YEPD (10 uL), foi transferida para tubos Falcon
contendo 30 mL de caldo YEPD (extrato de levedura, 10 g/L; peptona, 20 g/L; glicose, 20 g/L).
Os cultivos foram mantidos em estufa incubadora por 3 dias a 28 °C. Apds a incubacéo, as
culturas foram centrifugadas a 4.000 rpm durante 5 minutos. O sobrenadante foi descartado, e
a massa decantada foi pesada e utilizada para padronizar a concentragdo do inoculo para
producdo do sobrenadante. Uma concentracao equivalente a 2,0 g/L foi preparada com cada
uma das linhagens, adicionando-se 0,2 g da massa de leveduras a 100 mL de caldo YEPD. Os
frascos Erlenmeyer contendo as amostras foram agitados utilizando um Shaker por 72 horas a

temperatura ambiente (25 a 28 °C). Em seguida, as suspensdes foram centrifugadas a 4.000 rpm
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por 5 minutos, e os sobrenadantes obtidos foram esterilizados por filtragdo utilizando
membranas de microfiltracdo com porosidade de 0,22 pum.

O efeito inibitorio sobre Colletotrichum truncatum foi avaliado utilizando 20 mL do
sobrenadante de cada isolado incorporado em 80 mL de meio YEPD (extrato de levedura, 8
g/L; peptona, 16 g/L; glicose, 16 g/L; e agar, 20 g/L). Como controle, foi utilizado meio YEPD,
sem adicdo de sobrenadante, com um disco micelial de 6 mm posicionado no centro da placa
de Petri. As placas foram incubadas a 28 °C por 7 dias, e o crescimento micelial foi medido ao
final desse periodo. A atividade inibitoria do sobrenadante foi realizada a partir do indice de
inibicdo percentual do crescimento radial (PICR).

3.6 Potencial de Compostos Orgéanicos Volateis (COVs) de Linhagens de Leveduras

Selecionadas na Inibi¢éo do Crescimento de Colletotrichum truncatum

O potencial de compostos organicos volateis (COVSs) liberados pelas leveduras em inibir
o crescimento de C. truncatum em co-cultivos foi avaliado pela metodologia de placas
sobrepostas (DI FRANCESCO et al., 2015), utilizando duas formas de inoculacéo da levedura
na placa contendo meio BDA. Na primeira metodologia, a levedura foi inoculada no centro da
placa (estria de 3,0 de didmetro). Na segunda, espalhou-se uma aliquota (30 uL) de suspenséo
de células de leveduras (1x108 células unidades formadoras de colénia (UFC/mL), com o
auxilio da alca de Drigalski, por toda a superficie do meio de cultura. Em ambas as
metodologias as placas foram incubadas a 25 °C por 48 h. Um disco micelial de 6 mm foi
introduzido numa segunda placa contendo meio BDA. Os dois fundos foram entdo sobrepostos
e selados com filme plastico. As placas foram incubadas a 25 °C por 7 dias. O controle consistia
em uma placa contendo meio BDA inoculada exclusivamente com patogeno flngico sobreposto
com outra placa contendo apenas o meio de cultivo. Os dois experimentos foram feitos
separadamente. A porcentagem de inibi¢&o do crescimento do patdgeno fangico foi realizada a

partir do indice de inibigdo percentual do crescimento radial (PICR).

3.7 Potencial dos volateis das linhagens de leveduras selecionadas em inibir a germinacao

conidial de C. truncatum

O ensaio de germinag&o de conidios foi conduzido para avaliar a atividade antagbnica

de isolados de levedura contra C. truncatum em placas sobrepostas (GOMES et al., 2022). Um
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volume de 30 pL da suspenséo de leveduras (1x108 células UFC/mL) foi inoculada em meio
BDA e 30 pL de suspenséo de 1x108 conidios/mL de C. truncatum foi espalhada em meio agar-
agua, sendo essas inoculacGes realizadas em cada um dos fundos da placa de Petri. No
tratamento controle, a suspensdo de esporos de levedura foi substituida por 30 pL de &gua
destilada estéril. A germinacg&o dos conidios foi examinada observando-se 100 conidios de cada
tratamento sob um microscopio éptico 48 h apos a inoculagcdo com os conidios. Um conidio foi
considerado germinado quando o comprimento do tubo germinativo era igual ou maior que o
comprimento do esporo. Os resultados foram expressos em termos da percentagem de esporos

germinados.

3.8 Eficacia do biocontrole dos antagonistas no manejo de infeccdes pelo fitopatdgeno em

casa de vegetacao.

A eficacia de biocontrole das leveduras selecionadas foram avaliados em caréater
protetivo. As leveduras foram aplicadas nas plantas 48 h antes da inoculagcdo do patégeno. O
delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, com 8 tratamentos (TAM (7).B.C,
AM (1)A, P1 (b), SC (1), CANA (a), JAB (2), CAMB (2), TAMSS (7)) e 4 repeticOes, tendo
cada parcela experimental representada por 2 folhas compostas trifolioladas de uma mesma
planta. A variedade OVIC utilizada no ensaio era suscetivel ao C. truncatum. As plantas foram
cultivas em vaso plasticos contendo 4 kg de terra vegetal adubada. Inicialmente, foram
semeadas trés sementes em cada vaso e, ap6s 15 dias, foi realizado o desbaste, deixando uma
planta por vaso, garantindo assim a uniformidade entre as plantas. As plantas foram mantidas
em casa de vegetacdo por mais 20 dias. No 35° dia ap06s o plantio realizou-se o tratamento
protetivo nas folhas. Uma suspenséo de levedura, na concentragdo de 10° leveduras mL™, foi
aspergida até que a superficie das folhas ficasse coberta por pequenas goticulas. O indculo do
C. truncatum foi preparado a partir de colonias do fungo cultivado em meio BDA por 7 dias.
Apos 72 horas, foi realizada a inoculagdo com os esporos do C. truncatum na concentracdo de
10° esporos mL™ nas duas folhas compostas logo acima das folhas cotiledonares, até que as
superficies estivessem cobertas por goticulas. A folhas inoculadas foram mantidas em camera
Umida por 3 dias. A avaliacdo da percentagem de area total em folha com sintomas foi realizada
no 3° e 5° dia apds a inoculacdo. A quantificacdo da severidade das lesdes foi realizada de
acordo com a escala diagramaética desenvolvida para o feijdo-comum (Figura 1; GODOY et al.,
1997).



33

Figura 1 - Escala diagramatica de severidade (porcentagem de area foliar afetada) da
antracnose causada por Colletotrichum lindemuthianum do feijoeiro (Phaseolus vulgaris)
(GODOQY et al., 1997).

yidb

Fonte: GODOQY e colaboradores (1997).
3.9 Analise estatistica
Os dados sobre taxa de inibi¢do e notas das avalia¢fes de sintomas foram submetidos a

analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5 %. As analise
foram realizadas utilizando o programa SISVAR 5.6 (FERREIRA, 2014).
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliacéo da pureza de leveduras dos isolados da colecdo

Um total de 41 cepas de leveduras foram avaliadas. A pureza das leveduras no estoque
foi confirmada realizando o isolamento por esgotamento pelo método de estrias. A pureza do
estoque foi confirmada pela presenca de coldnias isoladas e com caracteristicas morfologicas
distintas em meio nutriente WL (Figura 2). As caracteristicas morfologicas observadas foram a
coloracéo da col6nia, formato e textura da borda de crescimento da colonia. Todos os isolados
puros foram novamente preservados em tubo inclinados. Um cultivo de trabalho foi mantido
como fonte de indculo para a avaliacdo das atividades antagdnicas contra o C. truncatum. O
cultivo de trabalho era renovado a cada 7 dias.

Figura 2 - Morfologia das coldnias das linhagens selecionadas cultivadas em agar nutriente

WL (A) e morfologia da célula observada em microscépio 6tica (B; 400 vezes).

Fonte: Dados da pesquisa
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4.2 Selecdo in vitro de levedura antagonicas ao C. truncatum

A selecdo das 40 linhagens foi realizada através do co-cultivo com C. truncatum,
enquanto a linhagem SAC (S. cerevisiae) foi utilizada como controle devido a capacidade
competitiva conhecida (KHUNNAMWONG et al., 2020). A percentagem de inibicdo foi
determinada tendo como referéncia o crescimento do C. truncatum na auséncia na levedura. A
percentagem de inibicdo do crescimento radial de C. truncatum na presenca das leveduras
variou de 47 a 10% (Figura 3). As linhagens com maiores valores de inibi¢do foram MA2 e JM
com taxas de 47 e 45% de inibicdo, respectivamente. A leveduras com taxas inferiores a 17%
foram BV4, CAMB2, BV7, JA e BV6 que diferenciaram das leveduras superiores. A demais
leveduras apresentam nos grupos intermediarias que ndo diferenciam estatisticamente das

leveduras superiores ou inferiores.

Figura 3 - Porcentagem de inibicdo do crescimento micelial (PICR) de C. truncatum sob co-
cultivo com diferentes isolados de leveduras, em ensaio realizado in vitro. As letras indicam

diferencas significativas entre as médias pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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Fonte: Dados da pesquisa

O ensaio foi repetido para confirmar os resultados observados no primeiro ensaio das
leveduras que obtiveram os melhores resultados. No ensaio foram avaliadas 29 leveduras. A
confirmagdo dos resultados foi obtida com a realizacdo de dois experimentos. No primeiro
experimento foram avaliadas 15 linhagens de leveduras (Figura 4). No experimento, as

leveduras apresentaram uma taxa de inibigéo variando de 47 a 27%. A levedura JAB, foi a
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linhagem com maior taxa de inibicdo de crescimento do patdgeno acima de 47%. A levedura
CC3 apresentou menor taxa, diferenciando estatisticamente da JAB. As demais leveduras
apresentam nos grupos intermediarios, que ndo diferenciam estatisticamente das leveduras

superiores ou inferiores.

Figura 4 - Porcentagem de inibicdo do crescimento radial (PICR) de C. truncatum co-
cultivados com 15 linhagens de leveduras. As letras indicam diferencas significativas entre as

médias pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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Fonte: Dados da pesquisa

No segundo ensaio foram avaliadas 14 leveduras. A taxa de inibicdo variou de 55% a
26%. As leveduras ndo diferenciaram estatisticamente. A levedura como menores taxas de
inibicdo foram BV7, CAMB2 e SM (Figura 5).
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Figura 5 - Porcentagem de inibicdo do crescimento radial (PICR) de C. truncatum co-
cultivados com 14 linhagens de leveduras. As letras indicam diferencas significativas entre as

médias pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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Fonte: Dados da pesquisa

No final da selegdo preliminar, considerando a avaliagdo dos dois ensaios foram

selecionadas 13 levedura para avaliacdo mais detalhadas dos mecanismos de inibicéo.

4.3 Avaliacdo in vitro da atividade antagbnicas das leveduras selecionadas contra o C.

truncatum

O teste foi realizando utilizando uma metodologia de confronto direto que mantinha as
linhagens e leveduras em uma maior distancia permitindo avaliar o efeito antagbnico em um
maior intervalo de tempo. A leveduras foram inoculadas em uma extremidade da placa e o
fungo do lado oposto, mantendo uma distancia de 7 cm. No ensaio, as 13 cepas exibiram
diferentes taxas de inibicdo do crescimento do C. truncatum (PICR), ap6s dezoito dias de co-
cultivo (Figura 6). As linhagens P1, CAN1 demonstraram efeitos inibitorios superiores a 50%,
diferenciando estatisticamente das CC2 e BV7. A duas linhagens apresentaram 0s menores
valores. A demais linhagens de leveduras foram reunidas em grupos intermediarias que nédo

diferenciam estatisticamente das leveduras superiores ou inferiores.



38

Figura 6 - Valores de porcentagem de inibigéo do crescimento micelial (PICR) de C. truncatum
sob co-cultivo com os isolados selecionados. As letras indicam diferencas significativas entre

as médias pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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Fonte: Dados da pesquisa

No ensaio foram selecionadas sete linhagens para avaliacdo detalhada dos mecanismos de
inibicdo do crescimento das leveduras. As leveduras selecionadas foram P1, CAN1, AM1, JAB,
TA5, STA, e CAMB2, uma vez que apresentava caracteristicas distintas em relacéo as demais,

inclusive da BV4, a qual assemelhavam-se no nivel de significancia.

4.4 Determinacéo in vitro dos Mecanismos Antagonicos das leveduras com maior taxa de

inibicdo Antagonistas

4.4.1 Efeito de sobrenadantes de cultivo no crescimento do C. truncatum

A avaliagdo da capacidade das sete linhagens de leveduras secretarem no meio de
cultivo substancia capazes de inibir o crescimento de C. truncatum foi verificado incorporando
20% do sobrenadante livres de células ao meio de cultivo. A incorporacdo do sobrenadante
inibiu o crescimento do C. truncatum. A taxa de inibigdo variou de 30% a 13% ap0s 10 dias de
cultivo. O sobrenadante do cultivo da linhagem CANL1 inibiu em 30% o crescimento de C.
truncatum e diferenciou da linhagem com menor taxa de inibicdo. As linhagens P1, SAC, TA5,
JAB, AM1, STA e CAMB2 seguiram com percentuais de inibicdo de 27%, 26%, 26%, 25%,
21%, 16% e 13%, respectivamente (Figura 7). No entanto, os valores ndo diferenciam

estatisticamente dos valores superiores ou inferiores.
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Figura 7 - Valores da porcentagem de inibicdo do crescimento micelial (PICR) com
sobrenadante incorporado no meio de cultura YEPD a 20%. As letras indicam diferencas

significativas entre as medias pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

50% -

45% +
40% +
3 35% -
5 a
< 30% A ab
2 abc abc abc
GE) 25% 1 abc
?BP 20%
-
§ bc
E) 15% H ¢
10% +
5% H
0% -
CAN1 P1 SAC TAS5 JAB AM1 STA CAMB2

LINHAGENS DE LEVEDURAS

Fonte: Dados da pesquisa

4.4.2 Efeitos dos Compostos Organicos Volateis Antifungicos (COVs)

4.4.2.1 Efeitos dos COVs no crescimento micelial de C. truncatum

A inibicdo do crescimento do micelial e a germinacao de esporos por compostos volateis
produzidos pelas sete linhagens foi conduzido com placas sobrepostas tendo como inéculo uma
estria da linhagem no meio da placa. O segundo método foi semear na placa uma concentracédo
definida de leveduras por toda a placa. Uma linhagem de S. cerevisiae (SAC) foi utilizado como
referéncia.

No ensaio com estria, todas as linhagens produziram compostos organicos volateis que
inibiram o crescimento do fungo. A taxa de inibicdo variou de 68% a 36% (Figura 8). A
linhagem AML1 apresentou 0 maior valor, quanto a S. cerevisiae e 0 STA 0s menores valores,
diferenciando estatisticamente. A linhagens TA5, P1 e CAN1 apresentaram taxas de inibigdo
de 55%, 54% e 50%, respectivamente. Os valores ndo diferenciaram das linhagens com maior

e menor taxa de inibicéo.
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Figura 8 - Porcentagem de inibigc&o do crescimento micelial (PICR) de C. truncatum sob co-
cultivo com as cepas de leveduras sobre o efeito dos COVs com o0 método de estria no meio da
placa. As letras indicam diferencas significativas entre as médias pelo teste de Tukey ao nivel
de 5% de probabilidade.
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Fonte: Dados da pesquisa

No ensaio com semeadura, uniformizando a populacdo de leveduras na superficie da
placa (1x108 de células UFC/mL), as linhagens produziram compostos organicos volateis que
inibiram o crescimento do fungo (Figura 14). A taxa de inibicdo variou de 100 a 97% (Figura
9). Considerando a variacdo das taxas entre os dois métodos foi avaliada a possibilidade do

efeito da concentracdo no indculo na inibi¢do do crescimento de C. truncatum.
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Figura 9 - Valor da porcentagem de inibigdo do crescimento micelial (PICR) de C. truncatum

sob co-cultivo com as cepas de leveduras efeitos dos COVs com o método de espalhamento de

30 pl de suspencdo numa concentragdo de 1x108 de células UFC/mL. As letras indicam

diferencas significativas entre as médias pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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No ensaio para determinar a concentracdo minima de leveduras com efeito inibitorio do

fungo, foram selecionadas duas linhagens: a SAC, considerada o controle, e a AML1, que se

destacou em relacéo aos demais no ensaio com estria. O efeito inibitorio dos volateis produzidos

pelas leveduras reduziu a medida que a concentracdo de leveduras diminuia (Figura 10). A

reducdo na taxa de inibicdo para S. cereviseae foi continua. A taxas iniciaram com 93% e

finalizaram com 13% para menor nimero de leveduras na placa. A taxa de inibicdo do

crescimento do fungo utilizando uma concentracgdo de leveduras a 10 (UFC/mL) diferenciou

da maior concentragéo de leveduras, 102, e menor concentragdo, 10™.
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Figura 10 - Valor da porcentagem de inibigcéo do crescimento micelial (PICR) de C. truncatum
sob co-cultivo com o isolado SAC nas concentragdes 1.108, 1.107, 1.1081.10° 1.10% 1.10% e
1.10%. As letras indicam diferencas significativas entre as médias pelo teste de Tukey ao nivel
de 5% de probabilidade.
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Fonte: Dados da pesquisa

A reducdo na taxa de inibicdo para AM1 ndo foi continua (Figura 11). A taxas iniciaram
com 100% mantendo-se até a concentragdo de 102 leveduras por mL, quando a taxa de inibi¢éo
foi de 76%. O valor foi proximo ao teste com estria. A menor taxa de inibicdo foi 13% e na

menor concentragéo.
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Figura 11 - Valor da porcentagem de inibigé&o do crescimento micelial (PICR) de C. truncatum
sob co-cultivo com o isolado AM1 nas concentragdes 1.108, 1.107, 1.1061.10° 1.10%1.10% e
1.10%. As letras indicam diferencas significativas entre as médias pelo teste de Tukey ao nivel
de 5% de probabilidade.
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4.4.2.1 Efeitos dos COVs na germinacao de esporos de C. truncatum

As sete linhagens de leveduras inibiram a germinacdo dos esporos. Considerou-se 0

esporo germinado quando o tubo germinativo apresentasse comprimento igual ou superior ao

do proprio conidio (Figura 12). As sete linhagens reduziram as porcentagens de germinacéo de

esporos de C. truncatum em comparacao ao controle (Figura 13).
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Figura 12 - Fotomicrografia de esporos do fungo Colletotrichum truncatum. A: Germinado; B:

N&o germinado.

A, B

Fonte: Dados da pesquisa

As taxas de inibi¢do da germinacao do esporo variaram entre 32% e 7%. A cepa de S.
cerevisiae (SAC) apresentou a maior taxa de inibicdo, com um percentual de 32%. A cepa
CANL1 apresentou o segundo melhor desempenho, 37%. As cepas TA5, P1 e AM1 apresentaram

taxas de inibicdo similares.
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Figura 13 - Valores correspondentes & porcentagem de inibi¢do da germinagéo conidial de C.
truncatum sob co-cultivo com cepas de leveduras a 1x10® células UFC/mL e efeitos dos
compostos organicos volateis (COVs). As letras indicam diferencas significativas entre as

médias pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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4.5 Efeito protetivo das sete linhagens de leveduras selecionadas contra C. truncatum

A eficacia do antagonismo contra C. truncatum observado em ensaios laboratoriais foi
verificada no controle da antracnose em condicGes de casa de vegetacdo. No ensaio foi avaliado
o efeito protetivo da aplicagdo das linhagens das leveduras 48 h antes da inoculagéo do
patégeno. Considerando a escala de notas para doengas, todas a leveduras apresentaram
diferencas em relacdo a testemunha. As cepas SAC (S. cerevisiae), P1, STA e TA5 reduziram
efetivamente a severidade da antracnose nas folhas de feijdo-fava. Em contrapartida, as
linhagens CAMB2, JAB, CAN1 aumentaram a severidade da doenca (Figura 14 e 15).
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Figura 14 - Severidade da Antracnose em folhas de P. lunatus foi avaliada com base na escala
de notas de Godoy, apds o uso de leveduras antagonistas ao C. truncatum como agentes
protetores em condicdes de casa de vegetacdo. A severidade da doenca foi avaliada 7 dias apos
a inoculacdo do patégeno. As letras indicam diferencas significativas entre as médias pelo teste
de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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Figura 15 - Folhas de Phaseolus lunatus tratadas com as leveduras e com sintomas de

antracnose com base na escala de notas de Godoy.
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Fonte: Dados da pesquisa

Durante a avaliacdo da evolucdo dos sintomas nas folhas, a abscisdo foliar foi
contabilizada considerando os seis foliolos inoculados da planta. A quantidade de foliolos que
cairam foi registrada até o décimo dia ap6s a inoculacdo. Todas as leveduras apresentaram
diferencas significativas, porém a cepa P1 reduziu a abscisdo foliar. Em contrapartida, as
linhagens CAN1, JAB e CAMB2 aumentaram a abscisdo foliar (Figura 16).
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Figura 16 - A abscisdo foliar por planta, causada pela antracnose em plantas de P. lunatus, foi
analisada apds o uso de leveduras antagdnicas ao C. truncatum como agentes protetores em
condigdes de casa de vegetacdo. A quantificacao foi realizada dez dias apds a inoculacdo. As
letras indicam diferencas significativas entre as médias pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.
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5 DISCUSSAO

A diversidade das leveduras presentes na superficie de frutos caido no chdo em inicio
de processo de fermentacdo em fase inicial de colonizacdo microbiana revela potenciais agentes
de controle para fitopatdgenos foliares. Leveduras isoladas de diferentes frutos inibiram o
crescimento micelial de C. truncatum e reduziram a manifestacdo dos sintomas de antracnose
em P. lunatus causadas pelo fungo. No entanto, a eficacia das leveduras como agentes de
biocontrole ndo deve ser considerada somente pelo efeito antagbnico contra o patdgeno.
Algumas leveduras, que inibiram o crescimento do patégeno em condi¢éo in vitro, promoveram
0 aumento dos sintomas da doenca. Indicando que a interacdo das leveduras com superficie
foliar das plantas pode ativar vias de sinalizacdo celular que podem favorecer o avangco dos
sintomas da doenga.

A maioria das leveduras testadas inibiram o crescimento fungico, resultado que
corrobora com outros estudos que também demonstram a eficacia do antagonismo de leveduras
contra patogenos fangicos. No biocontrole da VVassoura-de-Bruxa, causada por Moniliophthora
perniciosa em cacau, as leveduras Wickerhamomyces anomalus e Saccharomyces cerevisiae
mostraram potencial in vitro, aderindo e parasitando as hifas do fungo (FERRAZ et al., 2021).
Para a antracnose em maméao, causada por Colletotrichum gloeosporioides, a levedura
Trichosporon asahii reduziu a doenca in vitro e in vivo, interferindo na colonizacao flngica
(HASSAN et al., 2021). No controle da podridao de plantulas de arroz, causada por Curvularia
lunata e Helminthosporium oryzae, Torulaspora indica e Wickerhamomyces anomalus
mostraram atividade antagonista in vitro e em estufa, com produgdo de compostos volateis
(LIMTONG; INTO; ATTARAT, 2020). Outras leveduras, como Torulaspora indica e
Papiliotrema aspenensis, foram eficazes contra a podriddo dos frutos, causada por
Lasiodiplodia theobromae, e da antracnose, provocada por Colletotrichum gloeosporioides, em
mangas pos-colheita (KONSUE; DETHOUP; LIMTONG, 2020). Para doencas em videiras e
arroz, Papiliotrema odontotermitis e Metschnikowia pulcherrima atuaram por deplegéo de ferro
e producdo de enzimas antagonistas (PRETSCHER et al., 2018).

Algumas linhagens de levedura (CAMZ2, JAB e CAN1) aumentaram a manifestacdo dos
sintomas das plantas apesar de inibirem o crescimento do fungo em teste de confronto. Os
isolado P1 foi considerado o mais efetivo na reducdo na reducdo da severidade da antracnose

em folhas. Além disso, o isolado foi efetivo na diminui¢do da abscisdo foliar por planta. Nos
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testes de confronto, o isolado inibiu o crescimento micelial de C. truncatum tanto por confronto
direto quanto pela producao de compostos organicos volateis (COVs).

A falta de coeréncia entre a efetividade in vitro em relacdo aos ensaios in vivo €
observado em outros patossistemas. Embora isolados de leveduras tenham inibido o
crescimento micelial em ensaios in vitro, 0 mesmo sucesso nédo foi observado na reducdo da
severidade da doenca em mudas. Nenhuma das cepas de leveduras de W. anomalus, M.
pulcherrima e Candida lusitaniae, que apresentaram forte inibicdo do crescimento micelial in
vitro, conseguiu conter o desenvolvimento da doenca mancha-de-alternaria, causada por A.
alternata, de forma eficiente em tomates-cereja (FERNANDEZ-SAN MILLAN et al., 2021).
Algumas leveduras que demonstraram eficacia no controle do fungo C. gloeosporioides em
condigdes in vitro ndo apresentaram o mesmo desempenho no combate a antracnose em testes
in vivo realizados em frutos e folhas de mamé&o (DE CAPDEVILLE et al., 2007).

A principal explicagdo para essa discrepancia entre os resultados in vitro e in vivo reside
na maior complexidade dos sistemas naturais. No ambiente in vivo, diversos fatores influenciam
o desempenho das leveduras, como as intera¢cbes com outros microrganismos e com as plantas
hospedeiras, alem de condigbes ambientais adversas, incluindo pH, radiagdo UV-B e
temperatura (SUI et al., 2015). O pH do meio afeta diretamente o crescimento das leveduras,
com algumas espécies adaptando-se melhor a faixas especificas de acidez (LIU et al., 2012;
WANG et al., 2014). A radiacdo UV-B compromete sua viabilidade no campo, embora a
producéo de substancias protetoras possa melhorar a sobrevivéncia (LAHLALI; BROSTAUX;
JIUAKLI, 2011). Por fim, a temperatura é um fator determinante, ja que o estresse térmico pode
reduzir a viabilidade das leveduras, dependendo da espécie e de sua capacidade de adaptacédo a
diferentes condicdes (MELIN et al., 2006; TEIXIDO et al., 1998).

Para potencializar o desempenho das leveduras como agentes de biocontrole em campo,
técnicas que aumentem a tolerancia aos estresses sao fundamentais. A pré-adaptacdo, ou
aclimatagdo, que consiste em expor leveduras, previamente a aplicacéo, a condigdes controladas
de estresse, permite o desenvolvimento de defesas celulares, resultando no aumento da
sobrevivéncia e eficacia em condic¢des naturais. A manipulacgéo fisiologica também contribui
para 0 aumento de resisténcia, sendo realizada mediante ajustes no meio de cultivo, como a
adicdo de sal ou reducdo de agua, estimulando adaptac6es na parede celular e no metabolismo
osmotico das leveduras. Outra abordagem é a inclusdo de compostos antiestresse no meio de

cultivo ou de armazenamento, como polidis e antioxidantes, que estabilizam as células em face
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de condi¢Ges ambientais adversas, especialmente em climas instaveis, otimizando sua
eficiéncia no campo (SUI et al., 2015).

Embora algumas leveduras ndo sejam eficazes como agentes de controle biolégico na
interacdo com a planta e o patdgeno, € possivel identificar que certas leveduras possuem a
capacidade de liberar compostos que podem funcionar como bioativos para controle de
doencas. O bom desempenho dos isolados P1 e CAN1 na inibi¢cdo do crescimento micelial no
confronto direto em meio de cultura também foi observado com a utilizacdo do sobrenadante,
o0 que revelou que o efeito do confronto direto decorre de substéncias secretadas pelas leveduras.
Os metabdlitos extracelulares de Candida oleophila, por exemplo, inibiram o crescimento
micelial fungo Penicillium digitatum, responsavel pela deterioracdo pos-colheita em frutas
citricas e de caroco (BAR-SHIMON et al., 2004), indicando uma consonancia entre o confronto
direto e a acdo desses metabolitos.

Algumas leveduras produziram compostos organicos volateis (COVs) que inibem o
crescimento micelial. Os compostos em baixas concentracdes mostraram altamente eficazes na
inibicdo do crescimento micelial e na germinacgéo de esporos. A Saccharomyces cerevisiae foi
uma das mais eficientes na inibicdo da germinacédo de conidios de C. truncatum por meio da
producéo de COVs. A literatura aponta que a S. cerevisiae inibe a germinacao de esporos de C.
gloeosporioides (LIU et al., 2018). Contudo, apesar dos bons resultados in vitro,
Saccharomyces cerevisiae ndo apresentou um efeito antagénico expressivo contra C. truncatum
na casa de vegetacdo, sendo menos eficaz no controle da severidade da doenca. Da mesma
forma, o isolado CANL1, que obteve o segundo melhor resultado na inibicdo da germinacao
conidial, teve baixa eficacia na reducdo da severidade da doenca em casa de vegetacdo e
apresentou desempenho ainda pior no teste de abscisédo foliar por planta, indicando que os testes
de inibicdo de germinacdo dos conidios e o efeito dos COVs ndo estdo necessariamente
associados ao controle da antracnose em casa de vegetacdo. Apesar disso, nos testes in vitro, a
variacdo na eficacia dos COVs entre diferentes isolados de leveduras sugere que ndo apenas a
presenca desses compostos é determinante, mas também sua concentracdo e composi¢do
quimica.

As leveduras Candida intermedia e Candida maltosa (NP9) produzem volateis que
inibem o crescimento de Botrytis cinérea, causador da podriddo pés-colheita de morango, e a
germinacdo de esporos de Aspergillus brasiliensis, causador de podriddo dos frutos, como
macas, laranjas e uvas (ANDO et al., 2012; HUANG et al., 2011). Da mesma forma, a levedura

Sporidiobolus pararoseus foi eficaz em impedir a germinacdo de conidios e 0 crescimento
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micelial de B. cinerea em morangos pos-colheita (HUANG et al., 2012). Além disso, linhagens
de Aureobasidium pullulans (L1 e L8) desempenharam um papel importante como agentes
antagonicos nos testes in vitro, como nos testes in vivo, macas e laranjas inoculadas com
conidios, contra cinco patégenos pds-colheita da fruta, como: Botrytis cinerea, Colletotrichum
acutatum, Penicillium expansum, P. digitatum e P. italicum, (DI FRANCESCO et al., 2015).

A diversidade fenotipica das leveduras, especialmente aquelas isoladas de frutos
abscisos em inicio da colonizacdo por microrganismos, abre novas possibilidades para o
desenvolvimento de agentes de biocontrole com um amplo espectro de atuacdo. No entanto, os
resultados varidveis entre 0s ensaios in vitro e in vivo sugerem que a eficacia do biocontrole
depende de varios fatores, e que o sucesso obtido em condic¢des controladas nem sempre se
repete em ambientes naturais. Isso ressalta a importancia de um entendimento mais profundo
dos mecanismos que regem as interacdes entre leveduras, patdgenos e a microbiota presente na
superficie das plantas, bem como das influéncias ambientais.

O estudo demonstra o potencial das leveduras como agentes de biocontrole para fungos
causadores de doencas foliares, como por exemplo, o C. truncatum. No entanto, apontam para
a necessidade de pesquisas futuras que explorem a diversidade genética das leveduras e
busquem novas linhagens com maior potencial antifungico. Ademais, é fundamental investigar
estratégias para aumentar a eficacia do biocontrole em condi¢Bes de campo, validando o uso
dessas leveduras em diferentes cenarios ambientais e aprimorando o entendimento das

interagdes ecoldgicas envolvidas.
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6 CONCLUSAO

A diversidade das leveduras presentes na superficie de frutos maduros, em inicio de
colonizagdo por microrganismos, cotem leveduras potenciais para 0 uso como agente de

biocontrole ou producgéo de substancias bioativas com efeito fungicidas contra C. truncatum.
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