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Resumo

O objetivo com o trabalho foi testar concentracdes de levedura (Saccharomyces cerevisiae)
no controle da mancha bacteriana do tomateiro. Os experimentos in vitro foram realizados
por meio do teste do pareamento confrontando o patdogeno Xanthomonas hortorum pv.
gardneri com o possivel antagonista Saccharomyces cerevisiae. Os testes foram realizados
contendo quatro tratamentos, sendo eles: testemunha nao tratada, e as concentracdes de
4x107 células/mL, 8x107 células/mL e 1,6x10% células/mL. Os experimentos foram
conduzidos em delineamento inteiramente casualizado, e verificou-se que o isolado de
Saccharomyces cerevisiae inibiu o crescimento de colonias de Xanthomonas hortorum pv.
gardneri no teste realizado in vitro, porém, nao houve reducéo significativa na severidade
da doenca quando a levedura foi aplicada em plantas mantidas em casa de vegetacdo. Em
contrapartida, houve uma diferenca visual nos tamanhos das lesGes das folhas do tomateiro
tratadas com a levedura quando comparadas com as folhas do tratamento controle. Diante
disso, foi possivel observar que as folhas tratadas tiveram nimero de lesGes menores, € 0

tratamento controle obteve niimero de lesdes maiores.
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Saccharomyces cerevisiae in the biocontrol of bacterial leaf blight (Xanthomonas

hortorum pv. gardneri) on tomato

Abstract

The objective of this work was testing different concentrations of yeast on controlling
bacterial leaf spot of tomatoes plant. The experiments in vitro were conducted by means of
pairing tests, confronting the pathogenic agent Xanthomonas hortorum pv. gardneri with his
possible antagonist Saccharomyces cerevisiae. The tests were done including 4 treatments,
listed ahead: non-treated witness, 4x107 cells/mL concentration, 8x10’ cells/mL
concentration and 1,6x108 cells/mL concentration. The experiments were conducted by
entirely casual design, and it was verified that the isolated Saccharomyces cerevisiae
inhibited the colony growth of Xanthomonas hortorum pv. gardneri in the in vitro test,
however, there was no significant reduction in the severity of the disease, once applied on
the plants that were held inside the greenhouse. On other hand, there was a visual difference
regarding the sizes of the specks on the tomato leaves, treated with yeast when compared
to the leaves of the control. Therefore, it was possible to observe that the treated leaves had

less specks and the control had higher numbers of specks.

Keywords: in vitro, bacterial, leaves, greenhouse, tomato.

1. Introducéo

O tomateiro, dicotiledénea pertencente a familia Solanaceae, género Solanum, € um
vegetal do tipo perene, cultivado como anual, de porte arbustivo e raiz pivotante. Suas flores
sdo hermafroditas, pequenas e amareladas, seus frutos sdo carnosos, com formato
globular a alongado, com dois a doze léculos, e suas sementes sédo pequenas e reniformes
(JARUATA; FANTOVA, 1999; MINAMI; HAAG, 1989).

O tomateiro é uma planta originaria da América do Sul, mais especificamente de
regides entre o Equador e o norte do Chile, desde o litoral até uma altitude de 2.000 m da
regido Andina. Espécies deste vegetal foram levadas pelos Incas até a regido onde os
astecas habitavam, o sul do México, que se tornou o pais centro de domesticagéo do tomate
cultivado, em especial na regidao de Puebla e Vera Cruz (JENKINS, 1948; RICK, 1967;
CAMARGO, 1992; PAZINATO; GALHARDO, 1997).



Atualmente, os principais paises produtores sdo China, india, Estados Unidos e
Turquia, estes que compreendem cerca de 50% da produgcdo mundial (CONAB, 2019). Os
principais estados produtores sdo Goias, Sdo Paulo, Minas Gerais, Bahia, Parana e Santa
Catarina. Neste ultimo estado o cultivo de tomate é destinado ao consumo in natura, sendo
gue a maior parte da area comercial se encontra nas microrregibes de Joacaba,
Florianépolis e Serrana (BARROS; BOTEON, 2020).

Especificamente no Brasil a cultura do tomate foi introduzida por imigrantes europeus
no final do século XIX, mas sua propagacdo e aumento no consumo ocorreram depois da
Primeira Guerra Mundial (ALVARENGA, 2004). Contudo, a comercializagcdo e consumo
deste fruto no pais inicio nos anos 40 no Estado do Rio de Janeiro com a cultivar Santa
Cruz. Acredita-se que esta cultivar teria surgido como um hibrido natural entre Umberto e
Redondo Japonés em Suzano, no estado de Sao Paulo. Esse, por sua vez, obteve uma
boa aceitacdo no mercado do Rio de Janeiro, a partir de entdo o hibrido foi difundido para
os outros estados brasileiros (LOPES; STRIPARI, 1998; ALVARENGA, 2004).

A mancha bacteriana, causada por Xanthomonas hortorum pv. gardneri, € uma das
doencas mais devastadoras em tomateiros cultivados em ambientes quentes e umidos. Os
sintomas ocorrem em toda a parte aérea das plantas, inclusive nos frutos. As manchas
aparecem como pequenas lesdes marrons irregulares nas folhas mais jovens, e de
aparéncia encharcada nas folhas mais velhas (FACCIN, 2022). Doencas bacterianas sao
de dificil manejo devido a rapida multiplicacdo dos patdogenos nos tecidos infectados e a
auséncia de produtos quimicos adequados para o controle, tornando o tratamento ineficaz
apo6s o surto da doenca (FRITSCHE-NETO; BOREM, 2012).

O tomateiro € uma hortalica amplamente cultivada que pode ser acometida por
diferentes doencas, entre elas as manchas foliares, causadas pela bactéria Xanthomonas
hortorum pv. gardneri, a qual pode afetar a parte aérea da planta em qualquer fase de seu
desenvolvimento, inclusive infectando os frutos e principalmente sobre ambientes quentes
e umidos. Os sintomas de manchas foliares aparecem como pequenas lesdes marrons
irregulares nas folhas mais jovens, e de aparéncia encharcada nas folhas mais velhas
(FACCIN, 2022).

De modo geral, doencas bacterianas sdo de dificii manejo devido a rapida
multiplicacdo dos patdgenos nos tecidos infectados e a auséncia de produtos quimicos
adequados para o controle, tornando o tratamento ineficaz apds o surto da doenca
(FRITSCHE-NETO; BOREM, 2012). Por tais circunstancias o desenvolvimento de

metodologias e produtos para 0 manejo e controle alternativo de fungos ou de bactérias em



plantas € uma necessidade da agricultura moderna para diminuir 0 uso de agrotoxicos
(TALAMINI; STADNIK, 2004), que causam alteracdes e reducao da biodiversidade e da
diversidade genética (FACCIN 2022). Desse modo, dentro do controle biolégico de doencas
de plantas véarias metodologias ja foram desenvolvidas, através do uso de diferentes grupos
de microrganismos antagonistas, como bactérias, fungos filamentosos e leveduras
(PUNJA, 1997).

Assim, o controle biolégico é uma alternativa que esta sendo bastante utilizada
juntamente com outros tipos de manejo nas lavouras. Dentre diversos agentes de
biocontrole, as leveduras sdo promissoras e tém sido utilizadas com eficiéncia, pois séo
integrantes da microbiota epifitica, endofitica e do solo onde se desenvolvem as plantas,
competem por nutrientes, colonizam ferimentos e podem induzir resisténcia. As principais
leveduras biocontroladoras sdo Aureobasidium spp., Cryptococcus spp., Rhodotorula spp.,
Saccharomyces spp. e Sporobolomyces spp. (Valdebenito-Sanhueza, 2000).

Pesquisas mostram que a levedura Saccharomyces cerevisiae possui potencial para
reduzir a severidade de doencas causadas pelos fungos Colletotrichum graminicola em
sorgo, Colletotrichum gloeosporioides em mamao e Colletotrichum lagenarium em pepino.
Assim, o controle dessas doencas se da pela capacidade da levedura de formar compostos
antibidticos, e pela sua habilidade de competir contra patbgenos por espaco e nutrientes
em diferentes plantas, fazendo ainda, com que alguns componentes essenciais atuem
como elicitores que ativam os mecanismos de defesa das plantas (PICCININ; DI PIERO e
PASCHOLATI, 2005; ZANARDO, PASCHOLATI e FIALHO, 2009). Assim, a vantagem no
uso de leveduras no biocontrole foliar e doencas de pos-colheita € pelo fato destes
organismos serem 0s maiores componentes da comunidade microbiana na superficie de
folhas, frutos e vegetais (Wilson & Wisniewski, 1989). Diante isso, surge como objetivo
deste trabalho, avaliar diferentes concentracdes de Saccharomyces cerevisiae no controle

da mancha bacteriana (Xanthomonas horotorum pv. gardneri) do tomateiro.

2. Materiais e Métodos

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Fitopatologia (LABFITOP) e
em casa de vegetacdo do Departamento de Fitotecnia, no Centro de Ciéncias Agrarias
(CCA) da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) em Florianopolis, SC. A
conducéo das atividades ocorreu entre os meses de marco e julho de 2022.

2.1 Obtencao de Xanthomonas hortorum pv. gardneri



O isolado de Xanthomonas hortorum pv. gardneri (XG P120) foi fornecido e
identificado por BOX-PCR no Centro Nacional de Pesquisas Vegetais da Embrapa, Brasilia,
DF, e foi mantido a 25°C em solucao tampao (pH 7,0). O patégeno foi repicado para placas
de Petri contendo meio de cultura Nutriente Agar (NA) e mantidos em camara de
crescimento a 25°C por 48 horas.

2.2 Obtengédo de Saccharomyces cerevisiae

Para a obtencéo da suspenséo de levedura Sacharomyces cerevisae, foi utilizado o
“Fermento Bioldgico Fresco Fleischmann”, que foi diluido em agua estéril na concentragao
de 15mg/mL. A suspenséo foi diluida em série até a concentragdo 10, e 50 pl da ultima
diluicdo foram plaqueados em placas de Petri contendo meio Batata Dextrose Agar (BDA).
Assim, apos 5 dias mantidas em camara de crescimento a 25°C, as colbnias foram
transferidas para outras placas contendo meio BDA.

2.3 Obtencéao das plantas de tomate

As sementes de tomate Santa Cruz Kada, fornecidas pela Universidade Federal de
Santa Catarina (UFSC), foram semeadas em bandejas de germinacdo com 128 células
contendo substrato organico SoloVita®, para, apos 15 dias, as plantas serem transferidas
para vasos de 2 L. Assim, as plantas foram mantidas em casa de vegetacao, com irrigacao
diaria. Os tomateiros foram adubados duas vezes com solucao nutritiva Dripsol®.

2.4 Teste in vitro: efeito da levedura Saccharomyces cerevisae sobre o patégeno

Xanthomonas hortorum pv. gardneri

Foram preparadas suspensfes da levedura nas concentracdes 4x107, 8x10’ e
1,6x108 células/mL em camara de Neubauer. No caso do fitopatégeno, foi preparada uma
suspensao bacteriana com o isolado de Xanthomonas hortorum pv. gardneri,
correspondente a 0,3 unidades a 600 nm lidas no espectofotbmetro, que equivalem
aproximadamente a 1x108 UFC, e foi diluida em série até a concentracdo 10°. Assim, 50
pl da dltima diluicdo foram plaqueados, com uma alca de Drigauski, em placas de Petri
contendo meio Nutriente Agar. Apés 5 minutos (tempo para que as placas com a suspensio
de Xanthomonas hortorum pv. gardneri secassem), discos de papéis filtro foram
mergulhados nas suspensdes da levedura com as concentracdes desejadas e colocados,
guatro discos em cada placa, sobre a suspensdo bacteriana, sendo realizadas seis
repeticdes por tratamento em delineamento inteiramente casualizado. Vale ressaltar que,

para o tratamento controle, os discos de papéis filtro foram mergulhados em agua destilada.



Foram utilizadas seis repeticbes por tratamento. O numero de unidades formadoras de
colénias (UFCs) foi analisado apos 5 dias.
2.5 Efeito da levedura sobre a mancha bacteriana do tomateiro

O experimento foi realizado quando as plantas possuiam de 4 a 5 folhas verdadeiras,
sendo submetidas aos seguintes tratamentos: controle (plantas tratadas apenas com agua
destilada); plantas tratadas com levedura na concentragdo 4x10’ células/mL; plantas
tratadas com levedura na concentracdo 8x10’ células/mL; plantas tratadas com levedura
na concentracdo 1,6x108 células/mL. Assim, apds 48 horas as plantas foram inoculadas
com uma pulverizacdo de suspensao bacteriana de Xanthomonas hortorum pv. gardneri
contendo 0,6 unidades a 600 nm lidas no espectofotdbmetro, correspondendo a
aproximadamente 2x10® UFC, e mantidas em camara Umida durante 24 horas. As
avaliacdes foram realizadas 7 e 14 dias ap0s a inoculacdo do fitopatdgeno, sendo que, a
severidade foi avaliada na 3?2 folha de cada planta, através do programa Leaf Doctor. Este
experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com oito repeticbes
por tratamento, onde a unidade experimental esteve constituida por um vaso contendo duas

plantas.

2.6 Anédlise estatistica

Foi utilizado o programa Excel 2016® para realizacdo dos célculos de média e desvio
padrdoe o programa Sisvar® versao 5.6 para as analises de variancia (ANOVA) e teste de
Tukey (p<0,05).

3. Resultados

3.1 Antagonismo entre Saccharomyces cerevisiae contra Xanthomonas hortorum pv.
gardneri no teste de pareamento

No confronto in vitro a levedura reduziu significativamente o crescimento de colbénias
de Xanthomonas hortorum pv. gardneri, observando que a levedura a 1,6x108 células/mL
(T2), e a 8x10’ células/mL (T3) reduziram o numero de col6nias bacteriana em
aproximadamente 30 e 25% respectivamente, quando comparadas com as placas controle.
Jao confronto realizado com a concentragdo 4x10’ células/mL (T4) ndo obteve diferenca

estatistica, como demonstra a Figura 1.



Por outro lado,no teste in vivo a levedura ndo apresentou efeito sobre a severidade
da mancha bacteriana em plantas de tomateiro, em nenhuma das concentragdes testadas,
conforme a Figura 2. Ja na figura 3, pode-se observar fotos representativas da doenca nos

guatro tratamentos no dia da segunda avaliacéo.

Ainda no teste in vivo, 0s numeros de les6es foram contados, e ndo houve diferenca
estatistica, como pode-se ver na figura 4, mas foi observado que, em relacao ao controle,
as plantas tratadas com a levedura na maior concentragdo (concentracdo de 1,6x108
células/mL) obtiveram menos lesdes, porém, com tamanhos maiores, como observa-se na

figura 5 com fotos representativas das plantas.
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Figura 1. Numero de unidades formadoras de colbnia do patégeno Xanthomonas hortorum pv.

gardneri em placa contendo a levedura Saccharomyces cerevisiae como antagonista.
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Figura 3. Follhas do tomateiro tratadas com a levedura Saccharomyces cerevisiae e inoculadas com o

patégeno Xanthomonas hortorum pv. gardneri, no dia da segunda avaliacao, realizada 14 dias apds a

inoculacgéo.
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Figura 4. Numero de lesdes de mancha bacteriana (Xanthomonas hortorum pv. gardneri) em plantas
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Figura 5. Tamanho das lesdes de mancha-bacteriana nas folhas do tomateiro tratadas com a levedura

Saccharomyces cerevisiae e inoculadas com o patégeno Xanthomonas hortorum pv. gardneri, 14 dias

apos a inoculagéo, no dia da segunda avaliagéo.



4. Discusséo

O tomate é uma das hortalicas mais produzidas no mundo, destacando-se no cenario
consumidor devido ao seu sabor, tanto in natura quanto processado (AVILA et al., 2022;
CARILLO et al., 2019). Segundo dados da FAO (Food and Agriculture Organization), em
2020 a producéao mundial de tomate foi de cerca de 186 milhdes de toneladas por ano, em
uma éarea cultivada de aproximadamente 5 milhdes de hectares. O tomateiro pode ser
acometido por diversas doencas, sendo que ja foram relatadas mais de uma centena delas
afetando a cultura (LOPES; REIS, 2011), podendo restringir a sua produtividade, a
depender do nivel de resisténcia genética que a cultivar apresenta (COQUEIRO, 2010).
Portanto, isso também acontece quando o manejo ndo é feito de maneira correta, isso
porque a cultura é suscetivel as doengas em toda sua fase fenologica, tanto em cultivos a
campo quanto em ambiente protegido (RODRIGUES et al., 2013; SILVA et al., 2021).
Dentre as doencas mais importantes da cultura, estd a mancha-bacteriana.

A mancha-bacteriana, segundo Santos (2017), foi primeiramente observada em
plantas de tomateiro (Solanum lycopersicum L.) na Africa do Sul em 1914 e posteriormente
descrita como “tomato canker” (cancro bacteriano) em 1920 por Ethel Doidge.
Xanthomonas spp. € gram-negativa, aerobia, em forma de bastonete e mede 0.7-1.0 x 2.0-
2.4 um. A mancha bacteriana € muito difundida no pais, quando se fala em doencas
bacterianas. Entretanto, existe uma pouca disponibilidade de produtos eficazes entre os ja
registrados para a cultura do tomateiro (Junior, 2008), o que tem incentivado a busca por
alternativas de controle da mancha-bacteriana. Dentre essas alternativas, esta o controle
biologico, que é um fator muito estudado atualmente para que o uso de controle quimico
diminua, e, nesse estudo a levedura (Saccharomyces cerevisiae) foi avaliada como
antagonista do fitopatégeno (Xanthomonas hortorum pv. gardneri).

Leveduras sédo fungos unicelulares, os quais estdo amplamente distribuidos em
solos e na superficie de folhas, ramos, pétalas de flores, frutos e sementes de plantas. Nas
folhas, leveduras se comportam como microrganismos residentes que fazem parte da
microbiota epifitica e se multiplicam nas superficies das mesmas sem prejudicar o
hospedeiro, sendo muitas vezes atraidos pelos exsudatos foliares ou por materiais
depositados sobre elas, como poélen e restos organicos, e podem agir como um tampao
bioldgico, impedindo a ocorréncia de infecgbes (WILSON; WISNIEWSKI, 1989). Ainda é
possivel afirmar que estudos com leveduras para o controle de doencas bacterianas em

plantas sdo poucos, principalmente para doencas de parte aérea (MELO, 2012).



Numerosas pesquisas indicam que leveduras pertencentes a diferentes géneros séo
eficientes agentes de controle de doencas pds-colheita causadas por patdégenos fungicos
em frutas, vegetais (FRAVEL 2005; LASSOIS et al., 2008) e cereais (DRUVEFORS et al.,
2002). H4 também resultados relacionados ao biocontrole, no estudo de Wang et al. (2010),
onde mostraram que o uso de diferentes bioagentes, incluindo espécies de fungos,
espécies de leveduras e extrato aquoso de macéd amarga, foi capaz de inibir o crescimento
micelial de B. allii - o patégeno causador da doenca Botrytis umbel blight. Esses resultados
foram apoiados por outras descobertas que aprovaram a eficiéncia de muitos bioagentes
no controle biol6gico de doencas de plantas. Franca (2016) observou que a esporulacédo
do fungo Penicillium sclerotigenum foi inibida em testes de produgéo de metabdlitos volateis
pelas leveduras. Diante disso, presume-se que a levedura (Saccharomyces cerevisiae), no
atual estudo, tenha produzido compostos volateis, e assim, o namero de unidades
formadoras de colonia (UFC) do fitopatégeno utilizado (Xanthomonas hortorum pv.
gardneri) foi reduzido. Ainda no atual estudo foi possivel observar um resultado positivo no
teste in vitro, havendo menos unidades formadoras de colbénias do patdgeno testado
quando se utilizam as concentracdes 1,6x102 e 8x107 células/mL de levedura.

No teste in vivo do atual trabalho as trés concentracdes de levedura néo diferiram
significativamente na porcentagem de severidade da bacteriose em plantas de tomate. Por
outro lado, um outro trabalho mostra que houve uma reducdo significativa no
desenvolvimento da doenca podriddo da copa, em bananeiras, em compara¢cdo com o
controle, em plantas tratadas com levedura em experimentos feitos em casa de vegetacao,
utilizando o patégeno Fusarium semitectum (ATHER; WARIS; AZHAR; AHMED; AHMED,;
BASHARAT; MOHSIN, 2018).

Ainda no teste in vivo, foi possivel observar uma diferenca visual nos sintomas do
patdégeno Xanthomonas hortorum pv. gardneri, sendo ela o nimero de lesGes nas folhas,
gue, segundo estudos, pode ser um parametro para ser avaliado nos testes de severidade.
Portanto, no atual trabalho, apesar da levedura ndo reduzir a severidade da mancha-
bacteriana, as plantas tratadas com as concentracdes mais altas de levedura apresentaram
menor numero de lesdes, porém, com tamanhos maiores, ja o tratamento controle e a
menor concentracdo da levedura apresentaram maior nimero de lesées com tamanhos
menores. Sabe-se que as lesGes, no campo, sdo fonte de inéculo, portanto, quanto mais
lesdes a folha tiver, maior sera a quantidade de indculo. Desse modo, pode ser colocado
como uma hipétese o fato de que a levedura reduziu o numero de infecgbes, ou seja,

dificultou a entrada do fitopatégeno, e, ao mesmo tempo, a partir do momento que ocorre



a infeccdo na folha, a bactéria esta sendo beneficiada, jA que o antagonista acabou
estimulando sua colonizagédo. Diante disso, segundo Lobo et. al (2015), considerando o
grande numero de plantas que é avaliado em programas de melhoramento, visando
resisténcia a doencas, o numero de lesBes por area e por foliolo foi 0 componente mais
indicado para uso em trabalhos de selecao, devido a maior facilidade de avaliacao, rapidez,
eficiéncia e confiabilidade na selecao de gendtipos portadores de resisténcia a mancha-
bacteriana, quando comparado a area lesionada. Entretanto, a iniciativa de contar as lesfes
das folhas de tomateiro do presente trabalho tomou como base estudos onde também

foram feitas avaliagcbes de numero de lesdes.

5. Concluséo
Dessa forma, conclui-se que a levedura Saccharomyces cerevisiae apresenta
antagonismo contra Xanthomonas hortorum pv. gardneri, visto que inibiu 0 nimero de
unidades formadoras de col6nia (UFCs) do patdégeno no teste do pareamento de culturas.
Entretanto, as mesmas concentragdes utilizadas nas plantas durante o teste em casa de

vegetacao nao apresentaram efeitos de controle da mancha bacteriana do tomateiro.
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