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RESUMO

Na cultura de milho, um dos vegetais mais consumidos no mundo, utilizam-se numerosas
aplicagdes de agroquimicos para o controle de fitopatdogenos que causam danos a saide humana
e ao ambiente. Dentre as principais doencas que afetam a cultura, o fungo Fusarium
verticillioides € responsavel por causar podriddo em raiz, colmo e espiga, além de causar danos
em graos armazenados. As plantas, naturalmente expostas a estresses ambientais, apresentam
mecanismos de defesa que permanecem inativos ou latentes até serem acionados por condi¢des
adversas. Um desses mecanismos ¢ conhecido como Resisténcia Sistémica Induzida (RSI).
Agentes quimicos, como o acido acetilsalicilico (AAS) ou agentes biologicos, como
microrganismos promotores de crescimento vegetal (MPCV) podem ser utilizados para acionar
a RSI. Embora diversos trabalhos apresentem as potencialidades da RSI por MPCV, o estudo
da acdo de leveduras responsaveis por tais mecanismos ainda ndo estd completamente
elucidado. Considerando o exposto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a capacidade
da levedura rizosférica Torulaspora globosa (linhagem 6S01) de acionar a RSI em milho, a fim
de promover uma resposta imune ao fitopatdgeno F. verticillioides. Para tanto, plantas de milho
foram cultivadas em vaso, em casa de vegetacao, onde receberam os tratamentos (no plantio e
a partir de 4 dias apos emergéncia, a cada dois dias, por 11 dias, totalizando 7 aplicagdes)
seguintes: controle (solucdo salina 0,85%), solugdo de AAS (100mg/L), células de levedura
(1x10° células/ml) e metabolitos da levedura (filtrado do meio de cultivo da levedura por 48
horas). Os tratamentos foram aplicados com borrifador (5 ml/planta). Apds finalizar a aplicacao
dos tratamentos, as plantas foram inoculadas com Iml de suspensao de esporos do patogeno F.
verticillioides (1x10° esporos/ml). Dez dias apds a inoculagio do fungo, as plantas foram
analisadas quanto ao grau de severidade dos sintomas de podriddo, desenvolvimento do vegetal
e atividade de enzimas relacionadas ao sistema de defesa das plantas. Os resultados mostram
que, com a aplicagao de células da levedura 7. globosa, houve a indugdo de resisténcia sist€émica
nas plantas de milho, de forma semelhante ao uso do AAS. A inoculagdo das células da levedura
proporcionou plantas infectadas com menos sintomas de podriddo e com maior atividade para
as enzimas relacionadas a resisténcia vegetal. Conclui-se, portanto, que a espécie de 7. globosa
(linhagem 6S01) tem grande potencial para ser empregada na agricultura como agente de
protecao vegetal, contribuindo para a diminuicdo do emprego de fungicidas no campo e
manuten¢do da produtividade das plantas em condigdes de estresse.

Palavras-chave: Torulaspora globosa. Fusarium verticillioides. Indu¢do de Resisténcia

Sistémica.



ABSTRACT

In maize, one of the most consumed vegetables in the world, numerous applications of
agrochemicals are used to control phytopathogens that cause damage to human health and the
environment. Among the main diseases affecting the crop, the fungus Fusarium verticillioides
is responsible for causing root, stem and ear rot, in addition to causing damage to stored grains.
Plants, naturally exposed to environmental stresses, have defense mechanisms that remain
inactive or latent until triggered by adverse conditions. One of these mechanisms is known as
Induced Systemic Resistance (ISR). Chemical agents such as acetylsalicylic acid (ASA) or
biological agents such as plant growth promoting microorganisms (PGPM) can be used to
trigger ISR. Although several works show the potentialities of ISR by PGPB, the study of the
action of yeasts responsible for such mechanisms is still not completely elucidated. Considering
the above, this study aimed to evaluate the capacity of the rhizospheric yeast Torulaspora
globosa (strain 6S01) to trigger ISR in maize, in order to promote an immune response to the
phytopathogen F. verticillioides. Therefore, maize plants were grown in pots, in a greenhouse,
where they received the following treatments (at planting and from 4 days after emergence,
every two days, for 11 days, totaling 7 applications): control (saline solution 0.85%), ASA
solution (100mg/L), yeast cells (1x10° cells/ml) and yeast metabolites (filtered from the yeast
growth medium for 48 hours). Treatments were applied with a spray bottle (5 ml/plant). After
finishing the application of treatments, the plants were inoculated with 1ml of suspension of
spores of the pathogen F. verticillioides (1x10° spores/ml). Ten days after fungus inoculation,
the plants were analyzed for the degree of severity of symptoms of rot, plant development and
activity of enzymes related to the plant defense system. The results show that, with the
application of T. globosa yeast cells, systemic resistance was induced in maize plants, similarly
to the use of ASA. The inoculation of yeast cells provided infected plants with less symptoms
of rot and with greater activity for enzymes related to plant resistance. Therefore, it is concluded
that the species of 7. globosa (strain 6S01) has great potential to be used in agriculture as a
plant protection agent, contributing to the decrease in the use of fungicides in the field and
maintenance of plant productivity under conditions of stress.

Keywords: Torulaspora globosa. Fusarium verticillioides. Induction of Systemic Resistance.
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1 INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.) ¢ um dos principais produtos do agronegocio brasileiro, sendo o
segundo maior exportador mundial dessa cultura nos ultimos anos (FAO, 2019). Segundo o
ultimo levantamento da CONAB (Companhia Nacional de Abastecimento), no levantamento
de margo de 2021, a safra de 2020/2021 foi estimada em 108 mil toneladas de milho, com
crescimento de 5,4% em comparagdo a safra de 2019/2020. Além de apresentar grande
importancia econdmica, este ¢ um dos cereais de maior relevancia mundial na cadeia alimentar
humana e animal, sendo fonte primordial de energia e carboidratos. O milho também pode ser
utilizado como matéria-prima para combustiveis, bebidas, polimeros e diversos outros produtos
(BOREM; GIUDICE, 2004; MIRANDA, 2018). No entanto, apesar de o cultivo do milho estar
presente em todas as regides do pais, anualmente a producao ¢ afetada pela grande incidéncia
de doencas que afetam a cultura (CASELA; FERREIRA; PINTO, 2006).

Dentre as doencas relacionadas ao milho, destacam-se as provocadas por fungos do
género Fusarium. As espécies de Fusarium sdo capazes de causar doencas em sementes, morte
de plantulas, podriddo de colmo, podridao de raiz, podridio de espigas e danos em graos
armazenados (MUNKVOLD, 2003). No Brasil, a grande capacidade de os fungos causadores
da podridao sobreviverem no solo se da, principalmente, pelos plantios sucessivos e pela adogao
do sistema de plantio direto sem rotacao de culturas, permitindo o acimulo de indculos na area
de cultivo (CONTINI et al., 2019). Um dos patdégenos que se destacam ¢ o Fusarium
verticillioides, espécie que esta diretamente relacionada as perdas em producdo e na baixa
qualidade de graos. Os fungos do género Fusarium produzem fumonisinas, grupo de
micotoxinas termo estaveis reconhecidas por desencadearem cancer de eséfago e
anormalidades no tubo neural em seres humanos (FIGUEIRA et al., 2003).

As micotoxinas sdo metabolitos fungicos secundarios produzidos na fase de pré-colheita
ou de armazenamento. A ocorréncia de micotoxinas estd associada a capacidade de biossintese
dos fungos que infectam os graos e que, em decorréncia dos processos envolvidos, desde a pré-
colheita até o armazenamento, desenvolverem ambientes propicios para a propagacdo da
contamina¢do (SILVA et al., 2015). De acordo com a Food and Agriculture Organization
(FAO), estima-se que 25% dos alimentos no mundo estejam contaminados com micotoxinas, o
que coloca em risco a saide humana e animal (LINO ef al., 2004). Como medida preventiva,
as industrias responsaveis pelo ramo alimenticio, juntamente com a Agéncia Nacional de

Vigilancia Sanitaria (ANVISA), impdem limites de tolerancia para micotoxinas em produtos
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derivados do milho (LANZA, 2013). Consequentemente, o extremo controle e a crescente
contaminagdo pelas micotoxinas acarretam na perda da seguranga alimentar e potenciais riscos
toxicologicos graves para saude humana e animal.

Dentro do cultivares, as plantas naturalmente sdo submetidas a inimeros fatores de
estresse ambiental, como os ataques por pragas e patdgenos. No caso dos microrganismos,
embora apresentem distintas estratégias e mecanismos de patogenicidade para invadir as células
das plantas hospedeiras, o sucesso da infeccao ndo ¢ tdo frequente devido a uma variedade de
mecanismos adaptativos e de defesa desenvolvidos pelas plantas ao longo do processo
evolutivo (SALOMON; SESSA, 2012). Mesmo que consigam superar as barreiras fisicas dos
tecidos vegetais, o que inclui a presenga de ceras, cuticulas e uma espessa camada de parede
celular, os patdégenos ainda estdo sujeitos ao reconhecimento de suas moléculas pelo
hospedeiro, que desencadeiam, a partir das vias de sinalizacao sistémica, a ativagao de distintas
respostas de defesa por parte da planta. Esse mecanismo ¢ denominado imunidade inata, o qual
corresponde a primeira linha de defesa das plantas hospedeiras contra a invasdo de patdogenos
e confere resisténcia a maioria dos microbios invasores. Parte do sucesso se deve,
principalmente, a rapida deteccdo desses invasores, além do largo espectro de especificidades
de reconhecimento por parte de proteinas receptoras que estdo presentes nas células das plantas
hospedeiras (ZIPFEL, 2008).

Segundo Bonaldo et al. (2005), os mecanismos de defesa que permanecem inativos ou
latentes até serem acionados diferem-se em Resisténcia Sistémica Adquirida (RSA) e
Resisténcia Sistémica Induzida (RSI). O aparecimento de respostas locais causada por
fitopatdgenos, como necroses, podem induzir a resisténcia sistémica adquirida e esta, por meio
da geracao de sinais moveis, produz secre¢des de proteinas PR, conferindo resisténcia de forma
sist€émica a uma ampla gama de patogenos. Tal fenomeno ¢ observado quando a mesma planta
¢ atacada uma segunda vez (FU; DONG, 2013). Em contrapartida, a RSI, diferentemente da
adquirida, ndo apresenta respostas locais e ¢ desencadeada por agentes benéficos, simbiontes
ou abiodticos, sugerindo haver outra rota de sinalizacdo ainda ndo completamente elucidada
(KUC; TUZUN, 1992; BARROS et al., 2010).

Entre os indutores abioticos capazes de ativar o sistema de defesa da planta, estdo
produtos comercialmente disponiveis, como o 4cido acetilsalicilico (AAS), que atuam como
elicitores de metabolitos secundarios, importantes no aumento da resisténcia de mudas e plantas
a ambientes potencialmente estressantes. De acordo com Campos et al. (2006), o AAS age
como um mensageiro que ativa a resisténcia de plantas contra patdégenos incluindo a sintese de

proteinas que sdo enzimas que degradam polissacarideos estruturais da parede celular de fungos
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ou alteram a sua arquitetura, prejudicando o desenvolvimento do microrganismo e impedindo
seu crescimento. O AAS atua também como sinalizador e mensageiro de moléculas que
defendem as plantas contra estresses abidticos, como temperaturas elevadas e déficit hidrico
(ORABI et al., 2015) e toxicidades as plantas (METWALLY et al., 2003). Os estimulos
exdgenos com AAS alteram as atividades antioxidantes de enzimas e aumentam a tolerancia
das plantas a estresses (DURRANT; DONG, 2004).

Dentre os agentes bidticos, os microrganismos presentes no solo apresentam-se
envolvidos em diversos processos de interesse agrondmico, como fixacao biologica de
nitrogénio (VITOUSEK et al., 2002), transformagdes de compostos fosfatados (BERTON et
al., 1997), alteragdo da disponibilidade e toxicidade de metais as plantas (BURD et al., 2000),
producao de fitormonios (GLICK, 1995), solubilizacdo de minerais do solo, reguladores de
nutrientes e controle bioldgico (SILVEIRA; FREITAS, 2007). Além disso, a comunidade
microbiana pode auxiliar na tolerancia a alta salinidade (ZHANG et al., 2008) e a seca
(CASTIGLIONI et al., 2008) que interferem no desenvolvimento e na produtividade das
plantas. Esse grupo de microrganismos ¢ conhecido como promotores de crescimento vegetal
(MPCV); podem ser encontrados na rizosfera, na superficie ou no interior dos tecidos das
plantas e auxiliam o seu desenvolvimento por meio de diversos mecanismos, diretos e indiretos.

O principal mecanismo direto consiste na produ¢do de hormoénios vegetais, os quais
podem proporcionar estimulo a germinagdo, maior desenvolvimento do sistema radicular e
producao de biomassa vegetal. Dentre os hormdnios produzidos por microrganismos, foram
relatadas auxinas, giberelinas e citocininas (PEREZ-MONTANO et al., 2014). Mecanismos
indiretos de promog¢do de crescimento vegetal consistem, principalmente, no controle de
fitopatdgenos ou estimulo do sistema de defesa da planta e na disponibilizagdo de nutrientes,
por meio da mineralizagdo da matéria organica ou solubiliza¢ao de minerais nao labeis no solo
(DE OLIVEIRA et al., 2003).

De acordo com Gomes ef al. (2016), dentro do grupo MPCV, destacam-se as bactérias
gram-negativas do género Azospirillum, Gluconacetobacter, Pseudomonas e Rhizobium; e
gram-positivas do género Bacillus e Paenibacillus. Os autores ressaltam que caracteristicas
como motilidade, quimiotaxia, crescimento, aderéncia e resisténcia a estresses contribuem para
a sobrevivéncia desses microrganismos na rizosfera. Além das bactérias, um grande numero de
leveduras esta sendo estudada nos Ultimos anos, demonstrando que as leveduras rizosféricas
podem contribuir para o crescimento de plantas. Dados publicados indicam que as leveduras
rizosféricas que podem contribuir significativamente com o crescimento de plantas estdo

presentes nos géneros Criptococcus (CLOETE et al., 2009), Candida, Rhodotorula,
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Sporobolomyces, Trichosporon (EL-TARABILY; SIVASITHAMPARAM, 2006), Williopsis
(NASSAR et al., 2005) e Yarrowia (MEDINA et al., 2004).

Bactérias e leveduras rizosféricas atuam de forma satisfatoria como agentes bioticos na
indugdo de resisténcia sist€émica. Em um estudo recente realizado por Syed-Ab-Rahman et al.
(2019), notou-se que rizobactérias produtoras de compostos volateis foram capazes de controlar
fitopatdgenos ao passo que promoviam o crescimento vegetal. Em leveduras, a espécie Candida
oleophila, por exemplo, induziu resisténcia a Penicillium digitatum em toranjas (PORAT et al.,
2003), enquanto outros estudos utilizam apenas extratos da parede celular da levedura para
promover a a¢do de resisténcia (NARUSAKA et al., 2015). Dentre as leveduras rizosféricas, a
Torulaspora globosa destaca-se por ser importante agente na promogao de crescimento vegetal
(CABRINI; SALA; MAGRI, 2019; OLIVEIRA et al. 2019), controle bioldgico de
fitopatdgenos (ROSA et al., 2010), producao de acido indolacético (ALBERTINI, 2017) e
solubilizacao de fosfato de calcio in vitro (ROCHA, 2017).

Embora fun¢des relacionadas a RSI tenham sido atribuidas as leveduras encontradas no
ambiente, com sua baixa concentragdo no solo em relacdo a outros microrganismos, como
bactérias e fungos filamentosos, ha maior escassez de estudos direcionados ao conhecimento
do seu potencial como agente indutor de resisténcia. Dessa forma, ¢ de suma importancia
expandir o conhecimento sobre as relagdes das plantas de milho com a levedura rizosférica T.
globosa, possibilitando futuras contribui¢cdes para minimizar a aplicagcdo de agroquimicos e

possibilitar o equilibrio dos ecossistemas e a seguranca alimentar.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Induzir resisténcia sistémica em plantas de milho pela agdao da levedura rizosférica

Torulaspora globosa (6S01).

2.2 Objetivos especificos

- Avaliar o desenvolvimento vegetal de plantas de milho com 19 dias ap6s o cultivo, 30
dias apds o cultivo em condi¢des normais e 30 dias apds o cultivo em condi¢des de estresse
biotico desencadeado pelo patogeno F. verticillioides.

- Avaliar a severidade dos sintomas em plantas de milho tratadas com o AAS, células

de levedura e metabolitos e inoculadas com o patdgeno F. verticillioides.
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- Avaliar a acdo da levedura rizosférica 7. globosa (6S01) como indutora de resisténcia
sistémica em plantas de milho sob condigdes de estresse bidtico e ndo estresse, por meio da

analise de alteracdes enzimaticas relacionadas a resisténcia no tecido vegetal.

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Material biologico

3.1.1 Levedura

Foi utilizada a linhagem de levedura 7. globosa (linhagem 6S01), isolada da rizosfera
de milho, pertencente ao banco de microrganismos do Laboratdrio de Microbiologia Agricola
e Molecular (LAMAM), da Universidade Federal de Sao Carlos, Centro de Ciéncias Agrarias,
campus Araras/SP. A levedura foi selecionada por apresentar potencial para promocgao de
crescimento vegetal (CABRINI; SALA; MAGRI, 2019) e para controle biologico de
fitopatogenos (ROSA et al., 2010). Essa linhagem vem sendo mantida em tubos de ensaio com
meio inclinado YEPD (10g/L extrato de levedura, 20g/L peptona, 20g/L dextrose e 15g/L 4gar),

cobertas com 6leo mineral, em geladeira a 8°C.

3.1.2 Fungo fitopatogénico

O fungo fitopatodgeno escolhido para proporcionar o estresse bidtico ao milho foi o F.
verticillioides, causador da podriddao de raiz, no sistema vascular das plantas de milho e na
espiga. A cepa utilizada foi disponibilizada pelo Laboratério de Cultura de Tecidos e Fisiologia
Vegetal, da Universidade Federal de Sao Carlos, Centro de Ciéncias Agrarias, campus Araras,

sob responsabilidade do Prof. Dr. Jean Carlos Cardoso.

3.1.3 Milho

As sementes de milho utilizadas pertencem a variedade IAC AIRAN — Lote IA 92/2018
cedidas pelo Instituto Agrondémico de Campinas e escolhidas para este trabalho por

apresentarem alta taxa de germinagao nas condi¢gdes experimentais propostas.

3.2 Germinacio das sementes de milho

Para os experimentos, as sementes foram desinfetadas por imersdo em alcool 70% por

3 minutos, seguida por imersdo em solug¢d@o de hipoclorito de sddio 2% por 5 minutos e apos
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esse tempo, lavadas abundantemente com agua destilada estéril para a remogdo do excesso de
cloro e secadas ao ar, dentro da camara de fluxo laminar. Apos a assepsia, as sementes
selecionadas foram colocadas em placa de Petri contendo papel filtro umedecido com 2ml de
agua destilada estéril. As placas, com quatro sementes cada, foram mantidas em BOD a 30°C.
Apos quatro dias de incubagdo, as sementes saudaveis de mesmo tamanho de radicula foram
transferidas para vasos plasticos de 6L contendo solo adubado com 8g/vaso de adubo NPK 4-
14-8. Os vasos foram mantidos em casa de vegetacao para possibilitar o pleno desenvolvimento

das plantas.

3.3 Producio de indculos

3.3.1 Indculo de levedura

Para o preparo do in6culo, a levedura 7. globosa (6S01) foi reativada em placas de Petri
com meio YEPD sélido e incubadas a 25°C até o desenvolvimento das colonias. Uma al¢ada
de células das colonias crescidas foi transferida para tubos falcon com 10ml de meio YEPD
liquido, sob agitacao de 160rpm, a 25°C por 48 horas. Apds esse tempo, os tubos foram
centrifugados a 3000rpm por 5 minutos; o sobrenadante foi separado e as células ressuspensas
em solucdo salina 0,85% estéril. A contagem das células foi realizada em camara de Neubauer
e padronizadas para 1x10° de células/ml. O sobrenadante, posteriormente, foi filtrado em

membrana de 0,22um e utilizado nos tratamentos como metabolitos da levedura.

3.3.2 Indculo do patégeno

Para o preparo do indculo, o fungo fitopatogénico F. verticillioides foi cultivado em
placa de Petri contendo meio BDA (Batata Dextrose Agar) e armazenado em BOD a 30°C por
sete dias. Apos a incubagdo, foi adicionado 5ml de solugdo salina 0,85% estéril em temperatura
ambiente em cada placa e com a al¢a de platina por meio de movimentos circulares foram soltos
0s esporos em suspensdo. A contagem dos esporos foi realizada em camara de Neubauer e

padronizadas para 1x10° de esporos/ml.

3.4 Inducio de resisténcia

Como controle positivo para indu¢do de resisténcia do milho, foi utilizado o AAS na
concentragdo de 100mg/L. O reagente foi diluido inicialmente em 2ml de dimetilsulfoxido,
composto que ndo apresenta alteragdes e toxicidades a planta, e 4gua destilada estéril até atingir

o volume final. A indug¢ao de resisténcia promovida pela levedura 7. globosa apds a germinagao
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das sementes foi realizada de duas formas: uso das células da levedura e uso do filtrado
contendo os metabolitos. O tratamento a partir das células da levedura continha o inoculo
ressuspenso em solugdo salina 0,85% estéril. O tratamento com o filtrado contendo os
metabolitos foi obtido do sobrenadante filtrado do inoculo de células da levedura (a produgao
do indculo e a obtengdo do filtrado foram descritos no item 3.3.1). O AAS, as células da
levedura, o filtrado dos metabdlitos e o controle (solu¢do salina 0,85%), foram aplicados por
duas vias diferentes: incorporados ao substrato de germinacao e pulverizados na parte aérea da
planta, ambas utilizando borrifadores.

A primeira aplicagdo aconteceu no dia que as sementes foram transplantadas para os
vasos. As outras aplicacdes foram realizadas de dois em dois dias, desde o 4° dia até o 15° dia
ap6s o plantio, totalizando sete aplicagdes dos tratamentos. Foram utilizados 8 vasos por

tratamento, distribuidos por delineamento inteiramente casualizado (Figura 1).

Figura 1. A - Transplante das sementes pré-germinadas em placas para os vasos em casa de vegetagdo e
primeira aplicacdo do tratamento. B - Vasos distribuidos por delineamento inteiramente casualizado.

Apo6s 19 dias do plantio das plantas, foi realizada a primeira coleta de 8 vasos por
tratamento, para analise do crescimento vegetal e inducdo de resisténcia. Dos vasos restantes,
um grupo recebeu a inoculagdo do fungo fitopatdgeno (com estresse) e outro grupo nao recebeu
a inoculacdo (sem estresse), de acordo com os tratamentos (Quadro 1). As plantas
permaneceram na casa-de-vegetacao até 30 dias apds o plantio, quando foram coletadas e

analisadas.



Quadro 1. Descrigdo dos tratamentos para indugdo de resisténcia e analise apos aplicagdes.
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Vasos Tratamento Condicoes Siglas
la8 Controle Controle de Indugdo de Resisténcia* C/Cl
9al6 AAS Controle de Indugdo de Resisténcia* AAS/CI

17 a 24 Levedura Controle de Indugao de Resisténcia* L/CI
25a32 Metabolito Controle de Inducdo de Resisténcia* M/CI
33a40 Controle Sem Estresse** C/SE
41 a 48 AAS Sem Estresse** AAS/SE
49 a 56 Levedura Sem Estresse** L/SE
57 a 64 Metabolito Sem Estresse** M/SE
73 a 80 Controle Estresse com Patogeno** C/EP
81 a 88 AAS Estresse com Patdégeno™** AAS/EP
89296 Levedura Estresse com Patogeno™* L/EP
97 a 104 Metabolito Estresse com Patogeno™* M/EP

*Plantas coletadas para analise 19 dias ap6s o plantio.

** Plantas coletadas para analise 30 dias apos o plantio.

3.5 Estresse vegetal biotico

Foi realizada a infeccdo das plantas pelo fitopatégeno F. verticillioides 20 dias apds o

inicio do cultivo, sendo cinco dias apos a ultima aplicacdo dos tratamentos indutores de

resisténcia. A inoculagao foi feita por meio de ferimentos superficiais abertos na base do caule

da planta. Foram inoculados com seringa 1ml de 1x10° de esporos/ml.

3.6 Analises realizadas nas plantas de milho

3.6.1 Desenvolvimento vegetal

A analise do desenvolvimento da planta foi realizada com 19 dias de cultivo e com 30

dias de cultivo (metade das plantas infectadas com o fungo fitopatégeno). As andlises de

desenvolvimento consistiram em medidas de comprimento de raiz, comprimento parte aérea e

massa seca de raiz. Para isso, a planta foi separada (parte aérea e raiz) e realizada a medida com

fita métrica. Em seguida a parte aérea foi embrulhada em papel aluminio para analise

enzimdtica. A raiz foi armazenada em sacos de papel e incubados a 60°C até atingir peso

constante para medida da massa seca.

3.6.2 Descricao dos sintomas

A analise dos sintomas demonstrados em cada tratamento, apds 10 dias de infecao pelo

patogeno F. verticillioides, foi realizada conforme Bosqueiro (2019) com adaptagdes para as
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descrigdes das categorias (Quadro 2).

Quadro 2. Categorias para a descri¢do dos sintomas desenvolvidos apos 10 dias de infecgéo.

Estrutura Categorias Descricao

0 Sintomas ndo visiveis
< 30% acometido
> 30% e < 60% acometido

> 60% e < 100% acometido

1
2
3
0 Sintomas ndo visiveis
1
2
3

Colmos

< 30% acometidas
Folhas

> 30% e < 60% acometidas

> 60% e < 100% acometidas

3.6.3 Avaliacdo dos mecanismos de defesa

3.6.3.1 Extracao vegetal

Os mecanismos de defesa das plantas contra estresses ambientais envolvem alteragdes
metabolicas relacionadas com atividades enzimaticas nos metabolismos primario e secundario.
Dentre esses mecanismos, o grupo de peroxidases, polifenoloxidases e fenilalanina amdnia-
liases representam um papel importante na defesa da planta (DE ARAUJO; MENEZES, 2009).
Para a determinacao da atividade de peroxidases (POD), polifenoloxidases (PPO) e fenilalanina
amonia-liases (FAL), o material foliar foi coletado com 19 dias de cultivo (plantas sem estresse)
e com 30 dias de cultivo (plantas com estresse € nao estresse). As amostras de tecidos foliares
coletadas foram embrulhadas em papel aluminio, congeladas e armazenadas a -80°C até serem
processadas para as diferentes andlises bioquimicas. O protocolo de extracdo seguido foi
descrito por Silva et al. (2007). Inicialmente, tecidos foliares congelados foram macerados com
10ml de tampao acetato de sodio 0.1M pH 5,0 gelado para extracdo e submetidos a
centrifugacao refrigerada a 4°C, 15.000g, durante 20 minutos. O sobrenadante foi separado e
considerado como extrato proteico para andlise enzimatica e para a quantificacdo do teor de
proteinas totais por meio do método de Bradford. As leituras da atividade enzimatica e
avaliacdo de teor de proteinas totais foram realizadas na leitora de microplacas Tecan Infinite
M200 utilizando microplacas de 96 pocos estéreis (Costar), em volume final de trabalho de
200pl. Desta forma, os volumes dos reagentes foram reduzidos proporcionalmente para uso das

microplacas.
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3.6.3.2 Proteinas totais

O teor de proteinas totais foi determinado pelo método de Bradford (1976), sendo que
para cada amostra se utilizou 2pL de extrato proteico, 158uL de agua Milli-Q estéril e 40pL de
reagente Bradford (composto p6 250 mg de corante Comassie Brillant Blue G-250, 125mL de
acido fosforico (H3PO4) e 125mL de dgua destilada). O reagente de Bradford foi adicionado as
amostras que foram incubadas por 5 minutos, efetuando-se a leitura de absorbancia a 595nm.
Cada amostra foi composta em duplicata. Na prova em branco, utilizada para calibragdo do
aparelho de leitura, se utilizou 2uL de tampao acetato de so6dio 0.1M pH 5,0, 158uL de agua
Milli-Q estéril e 40uL de reagente Bradford. A absorbancia foi plotada em curva padrao para
proteinas (y= 0,1667x + 0,0091, onde “y” ¢ a absorbancia a 59nm e “x” a concentragdo de

proteina (mg)) (Figura 2).
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Figura 2. Curva padrao para proteinas.

3.6.3.3 Atividade enzimatica

Peroxidases sdo responsaveis por catalisar a oxidagdo de compostos organicos que
possuem importante acdo na resisténcia quimica e mecanica em condigdes de estresse
(CAMPOS; SILVEIRA, 2003). A atividade de peroxidase foi determinada por método
espectrofotométrico, por meio da conversdo do guaiacol em tetraguaiacol (LUSSO;
PASCHOLATI, 1999). A reagao consistiu em 7ul do extrato proteico enzimatico e 193ul de
solucao contendo 250ul de guaiacol e 360ul de peroxido de hidrogénio em 100mL de tampao
fosfato de sodio 0.01M pH 6,0. A reacdo foi realizada a 25°C por 10 minutos, em que houve

leituras da unidade de absorbancia (470nm) no minuto 0 € no minuto 10. A unidade de atividade
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de POD foi definida pela mudanga de absorbancia de 0,01 por minuto a 470nm por mg de
proteina total (U/min/mg prot).

Polifenoloxidases sdo enzimas que atuam na oxidagdo de compostos fenolicos que
geram acao antimicrobiana (CAMPOS; SILVEIRA, 2003). A analise de polifenoloxidases se
deu pela mensuracdo da conversdo do catecol em quinona (DUANGMAL; APENTEN, 1999).
A reacdo consistiu em 20l do extrato proteico enzimatico e 180ul de catecol 0.02M dissolvido
em tampao fosfato de sddio 0.1M pH 6,8. A reacao foi realizada a 30°C por 1 minuto, em que
houve leituras da unidade de absorbancia (420nm) a cada 10 segundos. O diferencial entre a
terceira e a quinta leitura foi utilizado para a determinacao da atividade. A unidade de atividade
de PPO foi definida pelo incremento de absorbancia de 0,001 por minuto a 420nm por mg de
proteina total (U/min/mg prot).

A enzima fenilalanina amdnia-liase atua como catalisadora da L-fenilalanina em é4cido
trans-cindmico e amonia e possui importante acdo na resposta de defesa gerada em infecgdes
(PASCHOLATI et al., 1986). Sua atividade foi determinada pela quantificagdo colorimétrica
do 4cido frams-cinamico liberado do substrato fenilalanina (UMESHA, 2006). A reagao
consistiu em 20ul de extrato protéico enzimatico, 80ul de solugao tampao Tris-HCI1 0.025M pH
8,8, 100ul de L-fenilalanina 0.05M dissolvida em tampao Tris-HCl 0.025M pH 8,8. A reagado
foi incubada a 40°C por 2 horas e, apos a esse periodo, foi acrescentado 20ul de solugdo HCI
6N para interromper a reacdo. A absorbancia das amostras foi determinada a 290nm, sendo
subtraido de cada amostra o valor do controle (20ul de extrato proteico enzimatico, 180ul de
solucao tampao Tris-HCI 0.025M pH 8,8) A atividade enzimatica foi expressa em pg de acido
trans-cindmico (acido trams-cinamico/min/mg de prot). A absorbancia das amostras foi
calculada de acordo com a curva padrdo para o acido trans-cindmico (y= 0,0303x + 0,0237,
onde “y” ¢ a absorbancia a 290nm e “x” a concentracao de acido trans-cinamico) utilizando

uma curva padrao para o acido (Figura 3).
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Figura 3. Curva padrio para 4cido trans-cindmico.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Desenvolvimento vegetal

As primeiras analises realizadas em nosso experimento ocorreram 19 dias ap6s o plantio
(Figura 4) e buscaram mensurar o desenvolvimento da parte aérea, comprimento ¢ massa seca

de raiz para avaliar a capacidade dos tratamentos em promover o desenvolvimento do milho.

Figura 4. Experimento em casa de vegetacdo com 19 dias apds o plantio.
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Os resultados observados para o desenvolvimento vegetal (Figuras 5, 6 € 7) mostram
que os tratamentos ndo diferiram estatisticamente entre si (Tabela 1). Para a varidvel
comprimento da parte aérea, o valor médio para o tratamento com AAS foi superior aos demais
(Figura 5). De acordo com Khan et al. (2003) ha aumento da captacdo de CO: e,
consequentemente, aumento da taxa fotossintética apds 48h de aplicagdo de AAS em plantas

de milho e soja. Tal processo pode ser o responsavel pelo melhor desenvolvimento das plantas.

Tabela 1. Analise estatistica dos dados de desenvolvimento das plantas de milho coletadas 19 dias ap6s o plantio.

Analise de Variancia Comprln’qento Compqmento Massa Seca Raiz
Parte aérea Raiz

GL residuo 28 28 28

F tratamentos 0,49 0,10 1,17

Média geral 63,19 41,34 1,72

Desvio-padrao 16,65 10,21 1,16

DMS (5%) 22,73 13,94 1,59

CV (%) 26,35 24,70 67,68

Teste de Tukey a 5%:

Controle 58,63 a 41,63 a 1,18 a

AAS 68,13 a 42,38 a 1,78 a

Levedura 61,38 a 41,63 a 1,66 a

Metabolito 64,63 a 39,75 a 2,26 a

GL: graus de liberdade; DMS: diferenca minima significativa; CV: coeficiente de variagdo.
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Figura 5. Comprimento parte aérea de plantas de milho 19 dias ap6s o plantio.
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Para os dados de comprimento de raiz (Figura 6), podemos observar, pelos valores

médios dos tratamentos, que ndo houve influéncia desses no desenvolvimento radicular.
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Figura 6. Comprimento de raiz de plantas de milho 19 dias apds o plantio.

Cabrini, Sala e Magri (2019) observaram que a inoculagdo da levedura 7. globosa em
mudas de alface proporcionou aumento de massa seca de raiz, porém, com redug¢dao do
comprimento da raiz. Esse dado refere-se ao fato de que esta linhagem de levedura produz
grande quantidade de 4acido indol acético (AIA), observado em condi¢des de laboratorio. Sendo
o AIA uma auxina, esta promove aumento do desenvolvimento de pélos e ramificagdes na raiz,
enquanto reduz seu comprimento (IDRIS ez al. 2007). Nossos resultados, no entanto, mostram
que, apesar da presenca da levedura, esta ndo comprometeu o comprimento da raiz se
comparado aos outros tratamentos estudados.

Para a variavel massa seca de raiz (Figura 7), foi observado valor médio superior no
tratamento com metabolitos em relagdo aos outros tratamentos, contudo, ndo foi observada
diferenca estatistica significativa entre eles. E importante ressaltar que o tratamento com
metabolitos foi obtido do meio de cultura em que as células de levedura se desenvolveram.
Apesar da filtragdo, compostos nutricionais proprios do meio de cultura permaneceram no

tratamento, o que poderia ter contribuindo para o aumento da massa seca de raiz.
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Figura 7. Massa seca de raiz de plantas de milho 19 apds o plantio.

A andlise do desenvolvimento das plantas 30 dias apds o plantio mostrou que aquelas
submetidas ao estresse pelo fitopatdgeno, para os tratamentos com controle e metabdlito,
apresentaram menor comprimento da parte aérea e comprimento de raiz. Para a variavel massa

seca de raiz ndo foi observado diferenga estatistica entre os tratamentos (Tabela 2).

Tabela 2. Analise estatistica dos dados de desenvolvimento das plantas de milho coletadas 30 dias ap6s o plantio.

Comprimento Massa Seca

Analise de Variancia Comprimento Raiz

Parte Aérea Raiz

GL residuo 48 48 48

F tratamentos 12,85 ** 4,58 ** 1,59
Média geral 90,75 71,23 7,89
Desvio-padrao 15,43 12,07 4,44
DMS (5%) 26,13 20,45 7,52
CV (%) 17,00 16,95 56,28
Teste de Tukey a 5%:

Controle com Estresse 57,00 b 65,43 ab 3,96 a
AAS com Estresse 101,14 a 76,29 a 10,53 a
Levedura com Estresse 96,57 a 75,86 a 7,56 a
Metabolito com Estresse 59,00 b 49,29 b 6,88 a
Controle sem Estresse 101,14 a 73,00 a 10,03 a
AAS sem Estresse 102,14 a 79,00 a 8,29 a
Levedura sem Estresse 95,71 a 77,14 a 6,69 a
Metabolito sem Estresse 113,29 a 73,86 a 9,17 a

Nivel de significancia: **: 1%; *: 5%.

GL: graus de liberdade; DMS: diferenca minima significativa; CV: coeficiente de variagdo.
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As plantas que ndo foram infectadas com o fungo fitopatdogeno, independente do
tratamento que receberam, ndo diferiram entre si para as variaveis de desenvolvimento vegetal
avaliadas (Figuras 8, 9 e 10). Ao observar os graficos, € possivel observar que o emprego dos
tratamentos com AAS e células de levedura ndo se diferenciaram quando comparados em
condi¢des de estresse e ndo estresse. Portanto, ¢ possivel observar que os tratamentos
proporcionaram a ativagdo do sistema de defesa das plantas, possibilitando a manutengdo do
seu desenvolvimento mesmo na presenga do fungo fitopatogeno.

Os indutores de resisténcia vegetal abioticos, capazes de ativar o sistema de defesa da
planta, como 0 AAS, atuam como elicitores de metabolitos secundarios importantes no aumento
da resisténcia de mudas e plantas a ambientes potencialmente estressantes. De acordo com
Campos et al. (2006), a fungao mais bem compreendida do AAS em plantas ¢ como mediador
de respostas de defesa, tanto local quanto sistemicamente. O interessante em nossos resultados
foi observar que a levedura desenvolveu papel semelhante ao realizado pelo AAS. Com base
no potencial das leveduras rizosféricas promotoras de crescimento vegetal como agentes de
inducdo de resisténcia sistémica, este € o primeiro trabalho que buscar identificar a acao da
levedura 7. globosa como indutora de resisténcia vegetal concomitantemente a sua agao

comprovada de promocao de crescimento vegetal.
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Figura 8. Comprimento parte aérea de plantas de milho 30 dias ap6s o plantio.
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Figura 9. Comprimento de raiz de plantas de milho 30 dias ap6s o plantio.
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Figura 10. Massa seca de raiz de plantas de milho 30 dias apds o plantio.

A principio, a RSI requer microrganismos benéficos que, eficientemente, colonizem o
sistema radicular das plantas hospedeiras para que haja o estabelecimento de uma associagdo
mutualista de sucesso. Sendo assim, acredita-se que microrganismos promotores de
crescimento vegetal estabelecam um didlogo molecular capaz de induzir a resisténcia sist€émica
(PIETERSE et al., 2014; BURKETOVA et al., 2015). Segundo Syed-Ab-Rahman et al. (2019),
rizobactérias produtoras de compostos volateis foram capazes de controlar fitopatdgenos ao

passo que promoviam o crescimento vegetal. O mecanismo utilizado pelas leveduras para
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promover o desenvolvimento das plantas difere de acordo com a espécie. A producdo de
fitormonios reguladores de crescimento tem sido descrita como a principal (EL-TARABILY;
SIVASITHAMPARAM, 2006) e, dentre os compostos produzidos pelas leveduras, estdo as
auxinas (AIA) e as giberelinas (CLOETE et al., 2009).

4.2 Sintomas causados pelo fitopatogeno nas plantas de milho

Apos as andlises de desenvolvimento vegetal, foi possivel observar o impacto do fungo
fitopatogénico por meio da analise dos sintomas nas plantas (Figuras 11, 12 ¢ 13).
Durante a analise qualitativa, criamos uma escala de sintomas (Quadro 2) para melhor

descreve-los. Os resultados estdo apresentados na Figura 14.

v

AAS/EP

Figura 11. Folhas de milho 30 dias apos o plantio. C/SE — Controle e sem estresse. C/EP — Controle e estresse
com patogeno. AAS/EP — Planta que recebeu tratamento AAS e estresse com patogeno. L/EP — Planta que recebeu
tratamento com células de levedura e estresse com patéogeno. M/EP — Planta que recebeu tratamentos com
metabdlitos e estresse com patdgeno. Nao ha escala definida entre as fotografias.
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AAS/EP

Figura 12. Colmos de milho 30 dias ap6s o plantio. C/SE — Controle e sem estresse. C/EP — Controle e estresse
com patogeno. AAS/EP — Planta que recebeu tratamento AAS e estresse com patdgeno. L/EP — Planta que recebeu
tratamento com células de levedura e estresse com patdogeno. M/EP — Planta que recebeu tratamentos com
metabdlitos e estresse com patdgeno. Nao ha escala definida entre as fotografias.

Figura 13. Corte transversal em colmos de milho 30 dias apds o plantio. C/SE — Controle ¢ sem estresse. C/EP —
Controle e estresse com patogeno. AAS/EP — Planta que recebeu tratamento AAS e estresse com patogeno. L/EP
— Planta que recebeu tratamento com células de levedura e estresse com patégeno. M/EP — Planta que recebeu
tratamentos com metabolitos e estresse com patdogeno. Nao ha escala definida entre as fotografias.
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Figura 14. Sintomas apresentados nas folhas (A) e colmos (B) ap6s 10 dias de infec¢@o pelo patogeno. Categoria
0 (azul) representa sintomas nao visiveis; categoria 1 (cinza) representa < 30% acometido; categoria 2 (amarelo)
representa > 30% e < 60% acometido; categoria 3 (vermelho) representa > 60% e < 100% acometido.

O tratamento controle apresentou somente a categoria 3, tanto para colmo como para as
folhas, demonstrando alta severidade dos sintomas nas plantas. O tratamento com metabodlitos
demonstrou categorias 1 ¢ 2 em sintomas nos colmos e categorias 0, 1, 2 e 3 nas folhas,
sugerindo que houve certa resisténcia das plantas a infec¢do. Os tratamentos com AAS e células
de leveduras foram os que melhor demonstraram resisténcia nos sintomas, nao apresentando
nenhum sintoma de categoria 3 nos colmos. Nas folhas, o tratamento com células de levedura
apresentou aproximados 10% de sintomas de categoria 3, 0 mesmo que observado para o

tratamento com AAS. Contudo, ¢ possivel observar aproximados 40% de categoria 0 em



29

tratamentos com células de levedura e AAS, dado que representa a prote¢ao da planta contra o
fitopatdgeno. Apesar de apresentar sintomas de categoria 2 e 3, o tratamento com células de
levedura demonstra que inicialmente a planta desenvolveu a infec¢do provocada pelo patogeno
em seu sistema, mas conseguiu resistir aos ataques de podridao nos colmos, contribuindo para

a manutencao da nutri¢do vegetal, possibilitando a continuidade de seu desenvolvimento.

4.3 Enzimas de Defesa

4.3.1 Peroxidase

A avaliagdo da produ¢do da enzima peroxidase pelas plantas (Figura 15) mostrou que
esta se manteve baixa nas plantas até 19 dias ap6s o plantio. A andlise realizada 30 dias ap6s o
plantio, porém, mostrou que houve aumento no valor médio da enzima nas plantas tratadas com
AAS e células de levedura em condi¢des de nao estresse. Para as plantas que receberam o
estresse causado pelo fitopatégeno, o aumento da atividade de peroxidase ficou evidenciado

nas plantas controle e nas tratadas com células de levedura.
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Figura 15. Variacdo da peroxidase nos extratos vegetais de plantas de milho.
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A alta atividade da enzima nas plantas controle (com 30 dias apds o plantio) que
receberam o estresse do patdgeno, demonstra o trabalho ativo do sistema de defesa da planta a
presenca do fungo filamentoso. Esta atividade, porém, ndo se mostrou suficiente para resistir a
infec¢do, conforme observado pelas anélises dos sintomas (Figura 14). Em contrapartida, a alta
na atividade de peroxidase nas plantas que receberam o tratamento com células de levedura
(com e sem estresse), demonstra que o tratamento proporcionou forte inducdo do sistema de
defesa das plantas, com redugdo nos sintomas de podridao, tanto nos colmos, quanto nas folhas.

(Tabela 3).

Tabela 3. Atividade de peroxidase nos extratos de plantas de milho.

Tratamento Dias Apos o Plantio Estresse Peroxidase
19 Nio 1,66 d
Controle 30 Nao 5,03 abcd
30 Sim 8,64 a
19 Nio 1,75d
AAS 30 Nio 8,42 a
30 Sim 6,46 abc
19 Nao 2,35¢cd
Levedura 30 Nao 7,44 ab
30 Sim 8,47 a
L1 19 Nao 1,87 cd
Metabolito 30 Ndo 3,18 bed
30 Sim 5,35 abed
CV (%) 30,94

Teste de Tukey. As médias seguidas de mesma letra ndo diferem significativamente entre si. CV% = coeficiente
de variacdo em %.

De acordo com Campos e Silveira (2003), as peroxidase se localizam na parede celular
e sdo responsaveis por catalisar a oxidagdao do substrato a partir de HoO> ou de perdxidos
organicos € possuem importante atuacao na modificagdo estrutural, aumentando a resisténcia
quimica e mecanica em condi¢des de estresse. Além disso, a atividade de peroxidase reflete no
reconhecimento das células ou metabolitos da levedura por parte das plantas, o que acarreta em
alteragdes no metabolismo e podendo gerar inducao de resisténcia (RONCATTO;

PASCHOLATI, 1998).

4.3.2 Polifenoloxidase

A atividade da enzima polifenoloxidase, nos extratos das plantas com 19 dias,

demonstrou ser baixa (Figura 16). Na avaliagao realizada nas plantas com 30 dias sem estresse,
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o tratamento AAS mostrou-se superior em relacao aos outros tratamentos, enquanto nas plantas
com estresse, o tratamento com células de levedura foi o que apresentou maior valor médio.
Apesar de menor, em relagdo ao tratamento com o uso de AAS, em plantas tratadas com células
de levedura e sem o estresse bidtico, a atividade da enzima também se manteve alta, quando
comparadas com as plantas do tratamento controle. Apesar das variagdes observadas nos
valores médios dos tratamentos, a analise estatistica mostrou ndo haver diferengas entre os

tratamentos (Tabela 4).
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Figura 16. Atividade da enzima polifenoloxidase nos extratos vegetais de plantas de milho.

A atividade da polifenoloxidase esta relacionada, principalmente, com a senescéncia de
tecidos infectados por meio da oxida¢do de compostos fendlicos. Os fendis presentes nos
ferimentos sdo oxidados em quinonas, composto que possui a¢cao antimicrobiana. Quanto maior
a atividade oxidativa, maior ¢ o estimulo para aumento desta enzima (CAMPOS; SILVEIRA,

2003).
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Tabela 4. Atividade de polifenoloxidase em plantas de milho.

Tratamento Dias Apos o Plantio Estresse Polifenoloxidase
19 Nao 0,41 a
Controle 30 Niio 0,072
30 Sim 0,15a
19 Nao 0,08 a
AAS 30 Nao 0,62 a
30 Sim 0,36 a
19 Nao 0,20 a
Levedura 30 Niio 04142
30 Sim 0,80 a
. 19 Nao 0,05a
Metabolito 30 Nio 0252
30 Sim 0,34 a
CV (%) 88,34

Teste de Tukey. As médias seguidas de mesma letra ndo diferem significativamente entre si. CV% = coeficiente
de variacdo em %.

Campos et al. (2004) avaliou a atividade de peroxidase e polifenoloxidase em cultivares
de feijdo pulverizados com AAS e microrganismos indutores, € observou que em plantas
tratadas houve crescimento na atividade destas enzimas ap6s a inoculacao de patogenos. Ainda
segundo o autor, a atividade de peroxidase e polifenoloxidase tém sido associadas a diversos
processos relacionados ao sistema de defesas das plantas, afetando a hipersensibilidade,
lignificagdo e a¢do antimicrobiana. Nas plantas em geral, como no milho, a peroxidase atua na
lignificagdo, reforcando a parede celular e aumentando a resisténcia da planta a degradacao
enzimatica (SILVA; PASCHOLATI; BEDENDO, 2007). A polifenoloxidase também esta
intimamente relacionada aos mecanismos de defesa, atuando por meio de processos oxidativos

em ferimentos (BARROS et al., 2010).

4.3.3 Fenilalanina amonia-liase

A atividade de fenilalanina amonia-liase se mostrou baixa nos extratos das plantas
colhidas apds 19 dias do plantio (Figura 17), como também observado para as outras enzimas
analisadas. Em plantas com 30 dias, sem estresse, a atividade da enzima tratada com AA se
mostrou maior em relagdo aos outros tratamentos. Em plantas com estresse, a atividade da

enzima se mostrou maior em plantas tratadas com cé¢lulas de levedura.
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De acordo com Pascholati et al. (1986), a fenilalanina amodnia-liase ¢ uma enzima

intensamente estudada em plantas e que atua no metabolismo de compostos fendlicos, sendo a

enzima-chave na regulacao da rota dos fenilpropandides. Além disso, atua como catalisadora

da L-fenilalanina em acido trans-cindmico e amodnia; a regulagdo do acumulo de fenois se

mostra eficaz em resposta a infec¢do e ferimentos.

Neste trabalho, dentre os tratamentos avaliados, ¢ possivel notar que as plantas com 30

dias, tratadas com as cé€lulas de levedura, que receberam o estresse causado pela infecg¢ao pelo

fitopatdégeno, apresentaram atividade da enzima estatisticamente superior aos outros

tratamentos (Tabela 5). O aumento significativo da atividade enzimética proporcionada pelo

tratamento com células de levedura confirma a hipdtese de que a levedura 7. globosa tem acao

como indutora de resisténcia sistémica nas plantas de milho, promovendo controle contra os

prejuizos causados pelo patdgeno F. verticillioides.
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Tabela 5. Atividade de fenilalanina amdnia-liase em plantas de milho.

Tratamento Dias Apoés o Plantio Estresse FenAlla.lan.l na
Amonia-liase
Controle 19 Nao 874,89 d
30 Nao 2046,66 bed
30 Sim 3418,61 ab
19 Niao 795,50d
AAS 30 Nio 2821,41 be
30 Sim 2766,54 be
Levedura 19 Nao 958,91d
30 Nio 1813,85 cd
30 Sim 4693,80 a
- 19 Niao 838,99 d
Metabslito 30 Nio 1521,05 cd
30 Sim 1481,10 cd
CV (%) 25,95

Teste de Tukey. As médias seguidas de mesma letra ndo diferem significativamente entre si. CV% = coeficiente

de variacdo em %.

A utilizacdo de elicitores abioticos como o AAS e bidticos como microrganismos
direcionados a resisténcia sistémica, vem sendo amplamente discutida na literatura. O AAS,
quando aplicado externamente na planta, induz o aumento da sintese do acido salicilico,
protegendo a planta contra os ataques dos fitopatogenos (KHAN et al., 2003). Silva e Pascholati
(1992) demonstraram o efeito de suspensdes de células da levedura Saccharomyces cerevisiae
no controle de Colletotrichum graminicola e Exserohilum turcicum em plantas de milho.

O controle bioldgico relacionado a indugdo de resisténcia apresenta comprovagao com
rizobactérias. A inducdo de resisténcia sist€émica induzida por rizobactérias atua por meio de
sinais translocaveis produzidos pelos microrganismos que induzem a prote¢ao de tecidos
distantes da raiz. Quando rizobactérias promotoras de crescimento vegetal, como Pseudomonas
spp., colonizam a raiz das plantas, ha a sintese de sinalizadores que geram novas rotas
metabolicas que podem ativar genes promotores de compostos de defesa (VAN LOON et al.,
1998). Além de rizobactérias, leveduras amplamente utilizadas na industria, como a
Saccharomyces cerevisiae demonstraram agao eficaz na indu¢do de resisténcia em tomateiros
contra a infeccdo causa por Xanthomonas gardneri (AGUIAR, 2016). As alteragdes
enzimaticas ocorridas no sistema de defesa das plantas podem se dar pelo reconhecimento da
planta as leveduras e seus metabdlitos, alterando seu metabolismo normal em resposta aos
possiveis invasores (RONCATTO; PASCHOLATI, 1998).

Os microrganismos promotores de crescimento vegetal (MPCV) podem ser utilizados
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como inoculantes a partir de produtos bioldgicos ou podem ser utilizados para a producao de
moléculas bioestimulantes (IGNATOVA et al., 2015). A levedura T. globosa ¢ um MPCV, pois
ha trabalhos que mostram sua capacidade de promover o crescimento vegetal (CABRINI;
SALA; MAGRI, 2019), por meio da producao do fito-hormonio AIA (ALBERTINI 2017;
OLIVEIRA, 2019), solubilizacao de fosfato (ROCHA, 2017), e do controle biolégico de
fitopatogenos (ROSA et al., 2010; BOSQUEIRO, 2019). A partir dos resultados obtidos nesse
trabalho, ¢ possivel observar que a levedura 7. globosa (6S01) também pode apresentar
mecanismos que atuam no sistema de defesa das plantas, induzindo resisténcia sist€émica contra

o patdgeno F. verticillioides em plantas de milho.

5 CONSIDERACOES FINAIS E CONCLUSOES

A utilizagdo de microrganismos na agricultura como promotores de crescimento vegetal
vem sendo amplamente estudada para melhorar a qualidade das plantas nos cultivares. No
entanto, 0s mecanismos que tais microrganismos produzem muitas vezes sao estabelecidos em
ensaios laboratoriais. Sabe-se que o solo ¢ um ambiente rico em biodiversidade e nutrientes,
porém, com o alto indice de utilizagcdo de agroquimicos e culturas sem rotatividade, drasticos
impactos podem comprometer a qualidade do solo. Por isso, a utiliza¢ao de produtos biologicos
capazes de contribuir para a agricultura sem agredir o ambiente estd ganhando espago na
literatura, no comércio e na agricultura. Contudo, deve-se estar atento ao produto utilizado para
que nao haja desequilibrio no ecossistema ali estabelecido. A utilizagdo de leveduras se
apresenta com potencial para a producdao de produtos biologicos, uma vez que leveduras
rizosféricas habitam naturalmente as plantas.

A partir desse estudo, foi possivel considerar que a levedura 7. globosa estabeleceu
mecanismos capazes de atuarem no sistema de defesa da planta, impedindo a propagagao da
infeccdo por todo sistema vascular. Por meio dos resultados obtidos, observamos que nas
plantas tratadas com células da levedura, apesar de n3o promoverem um maior
desenvolvimento de parte aérea e raiz, foi capaz de atenuar os sintomas de podriddo apds
infeccdo pelo fitopatogeno F. verticillioides. Além disso, as analises enzimaticas demonstraram
alta atividade para peroxidase, polifenoloxidase e fenilalanina amonia-liase nas plantas tratadas
com células de levedura e submetidas ao estresse pelo fungo.

Portanto, a aplicacdo de células da levedura 7. globosa se mostrou eficaz como indutora
de resisténcia sistémica em milho em ensaios em casa de vegetacao. No entanto, sdo necessarios

novos estudos que possibilitem o aprofundamento dos mecanismos empregados pela levedura
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na a¢do de indugdo de resisténcia concomitante a acdo de promocao de crescimento vegetal.
Além disso, estudos que busquem estabelecer e viabilizar o emprego dessa levedura na
agricultura sdo fundamentais para promover o aumento da produtividade de culturas de

interesse econdmico a partir do viés sustentavel.
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