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Resumo — O objetivo deste trabalho foi comparar uma populagdo de leveduras do filoplano de lirio de um
sistema convencional de cultivo com outra de sistema integrado, além de avaliar o antagonismo da levedura
Sporidiobolus pararoseus a Botrytis cinerea. A comunidade de leveduras foi estimada pelo método da queda
dos balistoporos nos ter¢os inferior, médio e superior das plantas, bem como nas faces adaxial e abaxial das
folhas. Nos discos de folhas de plantas do sistema integrado, foi alta a presenca da populacdo de leveduras,
tendo sido maior na face adaxial das folhas do ter¢o médio das plantas. Para avalia¢do do antagonismo, foram
aplicadas aos discos de folhas as concentragdes de 10°, 10° e 107 células mL"' da levedura, em trés periodos
de inoculagdo: 24 horas antes; simultnea a; e 24 horas apos a inocula¢do de 10* esporos mL™! de B. cinerea.
A incidéncia, a percentagem de area de discos colonizados e a esporulagdo de B. cinerea foram avaliadas
por meio de diagrama de notas, a partir do quarto dia ap6s a inoculag@o. Todas as concentragdes da levedura
reduziram a esporulacdo de B. cinerea nos discos de folha, em comparacdo a testemunha, e a concentracao de
107 esporos mL! foi a mais eficiente.

Termos para indexacdo: Lilium, Sporidiobolus pararoseus, controle bioldgico, comunidade de levedura,
sistema convencional, sistema integrado de produgéo.

Potential control of Botrytis cinerea by yeasts in an integrated
cultivation system of lilies

Abstract — The objective of this study was to compare a population of phylloplane yeasts in lilies cultivated in
a conventional cultivation system to other lilies in an integrated system, as well as to evaluate the antagonism
of Sporidiobolus pararoseus to Botrytis cinerea. The yeast community was estimated by the spore-fall method
in the lower, middle and upper thirds of the plants, as well as in the abaxial and adaxial leaf surfaces. The
yeast population was high on the leaf discs of the plants from the integrated system, and it was higher on the
adaxial surface and on leaves from the middle third of the plants. To evaluate yeast antagonism, concentrations
of 105, 10° and 107 cells mL"' were sprayed on the leaf discs in three inoculation times: 24 hours before;
simultaneously; and 24 hours after inoculation with B. cinerea at a concentration of 10* spores mL"'. The
incidence and percentage of disc tissue area colonized and of B. cinerea sporulation were evaluated through a
category scale, starting from the fourth day after the inoculation. All yeast concentrations reduced B. cinerea
sporulation on the leaf discs in comparison to the control, and the yeast concentration of 107 cells mL™' was the
most effective.

Index terms: Lilium, Sporidiobolus pararoseus, biological control, yeast community, conventional system,
integrated production system.

Introduciao

As leveduras presentes no filoplano colonizam as
folhas desde o inicio de seu desenvolvimento, formam
uma barreira na superficie foliar e sdo responsaveis
pelo controle bioldgico natural de diversas doencas
(Fokkema et al., 1979; Buck & Andrews, 1999).
O potencial de leveduras para o controle de doengas
de plantas foi estudado por diversos autores (Fokkema

& Meulen, 1976; Luz, 1985; Pascholati, 1998; Buck,
2002; Helbig, 2002; Allen et al., 2004; Fialho, 2004;
Zanardo et al., 2009).

Redugdes de 50% ou mais na infec¢do causada por
Septoria nodurum em folhas de trigo foi obtida com
a aplicacdo de Sporobolomyces roseus, Aureobasidium
pullulans e Cryptococcus laurentii var. florescens,
residentes na filosfera de trigo (Fokkema & Meulen,
1976). Luz (1985) verificou que leveduras do filoplano
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de trigo controlaram manchas fungicas foliares de
trigo, tanto em casa de vegetagdo quanto no campo.
Cryptococcus albidus, uma levedura isolada de
morango, reduziu a incidéncia e a densidade de
conidioforos de Botrytis cinerea em 86 e 99%,
respectivamente, em avaliagdes em discos de folhas de
morango (Helbig, 2002). O efeito de Saccharomyces
cerevisae no controle de doengas de plantas foi
demonstrado por Pascholati (1998) e Fialho (2004).
Allen et al. (2004) verificaram a agdo de leveduras
contra B. cinerea, Rhizoctonia solani e Sclerotinia
homeocarpa. Buck (2002) relatou uma redugdo no
desenvolvimento de lesdes, causadas por B. cinerea
coinoculada com Rhodosporidium toruloides em
geranio (Pelargonium hortorum).

De acordo com Bettiol et al. (2009) e Droby et al.
(2009), diversas leveduras (Aureobasidium pullulans,
Cryptococcus albidus, Pantoea agglomerans e
Metschnikowia fructicola) sdo registradas, em muitos
paises, como agentes de biocontrole de fitopatdogenos
(Botrytis, Penicillium, Rhizopus, Monilia, Sclerotinia
e FErwinia amylovora). As leveduras agem
principalmente por competi¢ao de nutrientes e indugao
de resisténcia (Fialho, 2004; Zanardo et al., 2009).
Por serem eficientes colonizadoras de superficies
foliares, sdo capazes de consumir nutrientes mais
rapidamente do que os fungos fitopatogénicos
(Droby & Chalutz, 1994). De acordo com Castoria
et al. (1997), além da competi¢do por nutrientes, as
leveduras interagem diretamente com as hifas fungicas
e produzem enzimas liticas da parede celular. Esses
mesmos autores relataram a atividade da glucanase em
dois isolados de leveduras em presenca de Penicillium
expansum ¢ Botrytis cinerea. Sharma et al. (2008)
verificaram que Sporidiobolus pararoseus produziu
toxinas que inibiram o crescimento de fungos.
Segundo Bai et al. (2002), Sporobolomyces roseus
corresponde, em muitos aspectos, a Sporobolomyces
shibatanus, o anamorfico de S. pararoseus.

Segundo Valdebenito-Sanhueza (2000), o uso de
fungicidas para o controle de fitopatogenos elimina
parte da populacdo de leveduras e, consequentemente,
aumenta a disponibilidade de nutrientes para os
patogenos. Gildemacher et al. (2004) verificaram
redugdo na populagdo das leveduras, em frutos
de macga pulverizados com os fungicidas captan e
dithianon.
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Atualmente, diversos agricultores recorrem a
técnicas que permitem a producdo com reducdo ou
mesmo sem o uso de agrotoxicos, como a relatada
para lirio por Wit et al. (2009). Botrytis elliptica ¢
o agente causal da queima das folhas de lirio, que ¢
a doenga economicamente mais prejudicial a cultura.
Entretanto, no caso do sistema apresentado por
Wit et al. (2009), essa doenca é mantida em niveis
baixos, sem a necessidade do uso de fungicidas para
o seu controle. Assim, foi levantada a hipotese de
que as leveduras sdo uma das responsaveis por esse
equilibrio.

O objetivo deste trabalho foi comparar a populacéo
de leveduras do filoplano, de plantas de lirio de um
sistema convencional, com uma outra populagdo de
plantas produzidas em sistema integrado, e avaliar o
antagonismo de Sporidiobolus pararoseus a Botrytis
cinerea.

Material e Métodos

Utilizaram-se lirios da variedade Orange pixie,
no estadio de botdo floral, de duas propriedades
no Municipio de Holambra, SP: uma sob cultivo
convencional e outra com producdo integrada
(Wit et al., 2009). No cultivo convencional, as
plantas foram tratadas com mistura de diversos
inseticidas e fungicidas, entre eles captan, iprodione,
mancozeb, tiofanato metilico, mancozeb+metalaxyl,
imidacloprid, abamectina, deltametrina e paration
metilico, nas dosagens recomendadas. No sistema
integrado, as  plantas foram  pulverizadas
semanalmente com Trichoderma spp., Clonostachys
rosea, Beauveria bassiana, Metharyzium anisopliae
e Bacillus thuringiensis, além de biofertilizante,
produzido aerobicamente com composto organico,
melago e himus de minhoca a 10% e extratos de alho,
pimenta e propolis, conforme recomendagdo (Wit
et al., 2009).

A determinacao da populacdo e o isolamento das
leveduras colonizadoras do filoplano foram realizados
pela técnica de queda dos balistosporos (“spore-fall
method”) em meio de cultivo (Dowding & Peacock,
1991). Para tanto, foram selecionadas sete plantas ao
acaso, de cada tratamento, divididas em ter¢o superior,
médio e inferior para a realizagao dos estudos. Com
auxilio de um furador de 0,9 cm de diametro, foram
retirados dez discos das folhas de cada altura das
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plantas: ter¢o inferior, médio e superior. Cinco discos
de cada face das folhas — adaxial e abaxial — foram
fixados, com auxilio de vaselina, em tampas de placas
de Petri que continham, no fundo, o meio extrato de
malte (15 g de extrato de malte, 12 g de agar e 600 mL
de agua), em condicdes assépticas. As placas foram
mantidas a temperatura ambiente por 24 horas, quando
foram dados leves toques na tampa das placas para
auxiliar a liberacao dos balistosporos. A avaliacao foi
realizada apos 72 horas, tendo-se contado o nimero
de colonias de leveduras nas proje¢des dos discos,
com auxilio de microscopio estereoscopico. Colonias
de leveduras foram transferidas para placas de Petri,
para purificagdo, e preservadas em meio sélido. Com
as mesmas plantas, apds uma semana, foi repetido o
procedimento, para verificar possiveis alteragdes na
comunidade de leveduras nas folhas.

A identificacdo das leveduras foi realizada por
sequenciamento da regido D1/D2, da subunidade
maior do gene rRNA, conforme Medeiros et al.
(2008).

Como as diferencas entre os sistemas de cultivo
foram qualitativas, ndo foi realizada a analise
estatistica dos dados.

Para se determinar o antagonismo de Sporidiobolus
pararoseus a Botrytis cinerea, foram utilizados
lirios da variedade Orange pixie, produzidos no
sistema integrado. Para tanto, o experimento foi
constituido de 13 tratamentos com 3 repeti¢des cada.
A levedura foi aplicada nas concentragdes de 10°,
10° e 107 esporos mL! e trés periodos de dispensa,
com aplicagdo de levedura antes, simultinea a e
apos a inoculagdo com B. cinerea, na concentragao
de 10* esporos mL-'. Além desses, houve dispensa da
levedura sem o patogeno, as trés concentragdes, € um
tratamento somente com o patégeno.

Discos das folhas foram retirados e desinfestados
com hipoclorito de sédio (1 min), alcool a 70%
(1 min) e agua destilada esterilizada (1 min). Apds
a desinfestacdo, os discos foram separados por
tratamento, no total de 30 discos cada, que foram
transferidos para caixas gerbox. No terceiro dia
apos a inoculacao do patdgeno, foram colocados dez
discos em placas de Petri com o meio PCA (paraquat
cloranfenicol agar), para cada tratamento. A primeira
avaliacdo foi realizada quatro dias apos a inoculagio,
e as demais avaliacdes a cada dois dias, até o décimo
segundo dia. Para isso, foi utilizada uma escala com

oitonotas (Peng & Sutton, 1991), adaptada por Morandi
et al. (2000; 2007), de acordo com as percentagens de
areas de discos colonizados por B. cinerea: 0, 0%; 1,
0-3%; 2, 3—6%; 3, 6-12%; 4, 12-25%:; 5, 25-37%; 6,
37-50%; e 7, >50%, e foi calculada a area abaixo da
curva de esporulacdo (AACE). As analises estatisticas
foram realizadas utilizando-se o SAS (SAS Institute,
2003). As médias dos tratamentos foram comparadas
pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Para estudar a inibicdo do crescimento micelial
de B. cinerea por S. pararoseus in vitro, foi utilizada
uma alca com células de S. pararoseus, para fazer
uma estria em placas de Petri com 9 cm de didmetro,
que continha o meio BDA a 2 cm da borda das
placas (Fialho, 2004). Um disco (0,6 cm) de meio
de cultura BDA, que continha B. cinerea em pleno
crescimento, foi posicionado na extremidade oposta
da placa. O controle consistiu de uma placa com um
disco de micélio do patégeno sem levedura. As placas
foram mantidas em temperatura ambiente e, durante
sete dias, foi acompanhado o crescimento micelial
do fungo. Foi avaliada, também, a presenca de halo
de inibi¢do. Utilizou-se o delincamento inteiramente
casualizado com cinco repeti¢des.

Resultados e Discussao

A comunidade de leveduras nas folhas de plantas de
lirio produzidas no sistema sem o uso de agrotoxicos,
em todas as alturas e faces das folhas avaliadas, foi
significativamente maior do que as do sistema com uso
de agrotoxicos (Figuras 1 A e 2 A). Transcorrida uma
semana, o numero de leveduras por discos de folhas
de lirio, de plantas do sistema integrado, continuou
superior aos do sistema convencional, que tendeu a
zero em todas as alturas (Figura 1 B).

A reduzida populacdo de leveduras nas plantas de
lirio do sistema convencional, em comparacdo a do
sistema integrado, pode ser atribuida a sensibilidade
dessas leveduras aos agrotoxicos, principalmente
aos fungicidas. Teixid6o et al. (1999) analisaram o
impacto de fungicidas aplicados a macas e observaram
reducdo significativa da populagio total de leveduras.
Camatti-Sartori et al. (2006) isolaram leveduras
de folhas de macieira nos sistemas convencional,
integrado e organico e verificaram que a populagdo
de leveduras foi maior no sistema organico, em
comparagdo aos outros dois sistemas. Valarini et al.
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(2007) verificaram que a populacdo de levedura em
folhas de ipé (Tabebuia sp.) reduzia-se, na medida em
que se aproximava da regido central da cidade.

Segundo Last & Deighton (1965), conforme a idade
da folha, hda mudancas sucessivas no numero de colonias
de leveduras, que s6 aumenta depois que a folha atinge
a primeira metade da sua vida. Essa informagdo esta
de acordo com o verificado no presente trabalho,
em que se observou maior populagdo de leveduras
no terco mediano das plantas do sistema integrado
(Figura 1 A).

A populagdo de leveduras, para os dois sistemas, foi
maior na face adaxial (Figuras 2 A e B). Entretanto, foi
muito superior no sistema integrado. Em estudos sobre
a distribuicao de colonias de leveduras na superficie
de folhas de gramineas, Last & Deighton (1965)
ndo encontraram diferengas entre as faces adaxial e
abaxial. Porém, esses mesmos autores encontraram
diferengas em crisantemo, em que um niimero maior
de organismos foi encontrado na abaxial em relagdo a
face adaxial das folhas. Caracteristicas de cada espécie
de plantas devem interferir nesses resultados.
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Figura 1. Numero de colonias de leveduras, em discos de
folhas de lirio originado de plantas produzidas sem uso de
agrotoxicos e no sistema convencional, em relagdo a altura
de planta, no momento da coleta (A) ¢ uma semana apés
a primeira avaliagdo (B). As barras na vertical indicam o
desvio-padrao.
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‘ EEm Sem agrotoxico [ Convencional ‘

Figura 2. Numero de colonias de leveduras, em discos de
folha de lirio originado de plantas produzidas sem uso de
agrotoxicos e no sistema convencional, em relacdo as faces
adaxial e abaxial das folhas, no momento da coleta (A) e
uma semana apos a primeira avaliagdo (B). As barras na
vertical indicam o desvio-padrio.
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Os isolados de levedura foram identificados como
Sporidiobolus pararoseus. Esse género possui colonias
de cor rosa e avermelhada e pode, muitas vezes, ser
confundido com Sporobolomyces roseus. Segundo
Fell & Tallman (1981), o género Sporidiobolus
foi classificado por Nyland como semelhante a
Sporobolomyces, com excegao da presenca de micélio
dicariotico e teliosporos. No entanto, diferenciam-
se em graus de assimilacdo de carbono e nitrogénio
(Bai et al., 2002). No caso de S. pararoseus, nao
ha assimilacdo de nitrato (Statzell-Tallman & Fell,
1998), e o contrario ocorre em S. roseus, em que ha
assimilacdo deste composto (Boekhout & Nakase,
1998).

Com relagdo a area abaixo da curva de esporulacio
de B. cinerea,ndohouve diferengasignificativa entre os
periodos de dispensa, mas, de modo geral, a aplicacao
da levedura antes, simultanea a e apds a inoculagdo
colaborou com a sua reducdo. A concentracdo de
106 células mL!, em todos os periodos de dispensa,
ndo diferiu da testemunha (Figura 3 A). Na Figura 4,
observa-se que, ao longo das cinco avaliacdes, a
tendéncia foi de menor severidade da doenga nos
tratamentos que receberam a aplicacdo da levedura.
A incidéncia de B. cinerea, nos discos de folha
de lirio, foi reduzida em todos os tratamentos em
relacdo a testemunha (Figura 3 B), com excecao da
levedura nas concentragdes de 10° e 107 células mL-!,
dispensadas antes da inoculagdo do patdogeno. Esses
resultados corroboram os de Droby & Chalutz (1994)
e El-Ghaouth et al. (2003), que afirmaram que a
atividade antagdnica ¢ mais eficaz, quando a levedura
¢ aplicada antes da infecg@o pelo patogeno.

Um dos principais mecanismos de acdo de leveduras
contra B. cinerea ¢ a competi¢do por nutrientes
(Janisiewicz et al., 2000). Os resultados do presente
trabalho indicam que S. pararoseus apresenta potencial
para reduzir a incidéncia e severidade de Botrytis nas
plantas de lirio, e que ¢ fundamental manter elevada a
sua populagao para atuar no controle biolégico natural
da doenca, o que foi reportado também por Buck &
Andrews (1999), Buck (2002) e Sharma et al. (2008).
Esses resultados indicam que o manejo integrado da
cultura de lirio sem o uso de agrotdxicos, conforme
descrito por Wit et al. (2009), mantém elevada a
populagdo de leveduras nas folhas das plantas.

Nao foi verificada a formagao de halo de inibigao,
quando B. cinerea foi desafiado pela levedura

S. pararoseus. Pode-se, portanto, afirmar que a
levedura ndo inibiu o crescimento micelial de
B. cinerea em comparacao a testemunha . [sso mostra
que essa levedura ndo agiu por meio de antibiose
sobre B. cinerea, o que implica que a levedura deve
possuir outro modo de acdo sobre este fitopatdgeno,
sendo a competicdo o mais provavel.
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Figura 3. Efeito de Sporidiobolus pararoseus sobre a
area abaixo da curva de esporulacdo (AACE) de Botrytis
cinerea, em discos de folhas de lirio, dispensadas antes,
simultaneamente e apo6s a inoculacdo do patdogeno (A), e
incidéncia de B. cinerea em discos de folhas, no sistema
integrado de produgdo (B). BC, B. cinerea; Lev 5, 6 e 7,
levedura nas concentragdes 103, 10° ¢ 107 células mL"; a
s, d, aplicagdo 24 horas antes, simultdnea e 24 horas depois
da inoculagdo de B. cinerea. Médias seguidas de letras
iguais nao diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade.
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Figura 4. Esporulacdo de Botrytis cinerea, em discos de
folhas de lirio cultivado no sistema integrado, sem uso
de agrotoxicos. BC, B. cinerea; Lev 5, 6 e 7, levedura
nas concentragdes de 10°, 10% e 107 células mL'; a, s, d,
aplicacdo de levedura 24 horas antes, simultineamente e 24
horas depois da inoculacdo de B. cinerea.

Conclusoes

1. O manejo da cultura do lirio sem uso de agrotoxico
mantém elevada a populagdo de Sporidiobolus
pararoseus, € o cultivo convencional reduz a populagao
dessa levedura.

2. Sporidiobolus pararoseus, isolada das plantas
de lirio produzidas no sistema integrado de cultivo,
apresenta potencial para a redugdo de incidéncia e
severidade de Botrytis cinerea.

3. Sporidiobolus pararoseus nao inibe o crescimento
micelial de Botrytis cinerea, e o modo de agdo dessa
levedura sobre o patdégeno deve ser o de competicdo
por nutrientes e espago.
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