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RESUMO

VIEGAS, Larinne Paiva, M.Sc., Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro, Margco de 2015. Titulo: Potencial Biotecnolégico de Isolados de Cana-de-Aglcar.

Orientador: Prof. Arnoldo Rocha Fag¢anha.

Todos os tecidos vegetais sdo habitados por micro-organismos
denominados endofiticos. Associacgbes planta - micro-organismos sdo
dinamicas e sdao consideradas de grande importancia ecolégica conferindo
caracteristicas vantajosas ao hospedeiro e ao micro-organismo.

Na agricultura o estudo de endofiticos no controle biolo6gico de doencgas
causadas por fungos é importante, pois estes afetam grandes culturas
impactando diretamente na economia, especificamente em se tratando de
culturas de cana-de-acgucar.

Neste contexto, o objetivo foi explorar a microbiota presente nos tecidos
vegetais de cana-de-aclcar como repositério de novas espeécies e cepas de
leveduras ainda ndo caracterizadas quanto ao seu potencial biotecnolégico. O
projeto integra um programa maior gue visa especificamente isolamento, a
selecdo e a caracterizacdo de espécies/cepas com capacidade de incrementar
a produtividade e sustentabilidade agricola da cultura da cana-de-aclcar.
Pode-se observar que as Jleveduras analisadas possuem <capacidade de
atuarem no controle biolé6gico contra fungos filamentosos, tais como Furarium
oxysporum , Colletodrichum Ilimdemuttianum e Penicillium decubens. As cepas
de levedura isoladas de cana-de-agclcar (CBA 106-19, SPA 106-12 e 848
UFRJ) e a levedura Yarrowia lipolytica JM -12 foram capazes de promover o
crescimento de raizes de milho. Outro potencial biotecnolégico visto por essas
cepas de levedura é que elas sdo capazes de produzirlipases, uma enzim a de
grande interesse industrial.

Palavras-chave: Leveduras, Controle Biolégico, Promogédo do

Crescimento.

Vi



ABSTRACT

VIEGAS, Larinne Paiva, M.Sc., Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy

Ribeiro. March, 2015. Title: Sugarcane Biotechnological Potential Isolates. Advisor: Prof.

Arnoldo Rocha Facanha

All plant tissues are inhabited by microorganisms called endophytes,
defined as organism s that live in the interior of the plant tissue without causing
apparent damage for this host. Associations plant-microorganisms are dynam ic
and are considered ecologically important conferring advantageous
characteristic to the hostand microorganism .

In agriculture, the study of endophytes in the biological control of
diseases caused by fungi and/or bacteria is important because they affect large
crops directly impacting the economy, specifically in the case of crop of
sugarcane, one of cultivation principal in Brazil, besides to minimize the use of
chemical or physical methods which generate high costs which may affect the
environment and food due to contamination by waste.

In this context, we aim to explore the microbiota present in plant tissues
of sugarcane as a repository of new species and strains of yeasts still not
characterized as to their biotechnological potential. The project is part of a
larger program that specifically targets the isolation, selection and
characterization of species/strains with capacity to increase agricultural
productivity and sustainability of the culture of sugarcane. We can see that the
yeast analyzed have the capacity to act in the biological control against
filam entous fungi, such as Furarium oxysporum , Colletodrichum
limdemuttianum and Penicillium decubens. Yeast strains isolated from
sugarcane (CBA 106-19, SPA 106-12 and 848 UFRJ) and the yeast Yarrowia
lipolytica JM-12 were able to promote the growth of maize roots. Another
potential biotechnological seen from these yeast strains is thatthey are capable
of producing lipase, an enzyme of great industrial interest.

Keywords: Yeast, Biological Control, Plant Growth Prom otion.



1.INTRODUCGCAO

Os micro-organismos associados a plantas possuem diversas
caracteristicas que tornam essa associacdo benéfica, dentre as quais pode
citar: a producdo de hormonios de crescimento e antibiéticos, a protecdo contra
herbivoria (pela producéao de alcaloides), entre outros. Os endofiticos
especialmente por colonizarem praticamente todas as espécies de plantas séao
potenciais fontes de estudo para caracteristicas de interesse fora e dentro da
planta. W hite Jr. et al. (2002), acreditam que fungos produtores de hormdnios
de crescimento vegetal o fazem para modificar a fisiologia e estrutura da
planta, visando a extracdo de nutrientes para si.

No trabalho de Varma et al. (1999), os autores estudaram o]
basidiomiceto Piriformospora indica, um endo6fito de raiz e afirmaram a
capacidade desse endo6fito em promover o crescimento vegetal de Zea mays,
Nicotiana tabaccum e Petroselinum crispum L., uma vez que a inoculacao do
fungo nessas plantas, favorece o aumento de biomassa e, consequentemente,
0o crescimento vegetal.

O estudo de fungos endofiticos tem sido intensificado nos Ultimos anos e
abrange principalmente a descricdo de novas espécies, 0o potencial de
utilizagcdo no controle biolé6gico de fitopatégenos e a producdo de metabdlitos
secundarios com atividades biolégicas diversas. No entanto, a interacdo e a
possivel funcdo destes organismos em plantas de clima tropical ainda séo
pouco estudadas. A cana-de-acglcar é uma das principais culturas do Brasil e
nos Gltimos anos estd recebendo especial atengcdo devido a producédo de etanol
para uso como biocombustivel. Um grande avanco no conhecimento das
comunidades microbianas endofiticas desta planta tem sido alcancado, abrindo
a possibilidade de estudo sobre as fungbdes destes organismos na interagédo
endofitica, bem como de seu potencial biotecnolégico.

A producdo de enzimas é citada na literatura como uma caracteristica
expressa por fungos endofiticos. Uma vez que a planta é colonizada por
endo6fitos, ocorre a resposta de defesa bioguimica induzida. Como exemplo ao
gue ocorre na colonizagcdo da planta com Cladosporium fulvum , analisado por

Osbourn (2001). Essa producdo de enzimas em resposta a colonizacdo do



endofitico, pode ter um papel fundamental na Ilimitagdo de crescimento de
endofiticos e/ou patégeno e na viruléncia dos mesmos (Boyle et al., 2001;
Arnold et al., 2003; Schulz; Boyle, 2005).

O controle biolégico realizado com uso de micro-organismos capazes de
combater um determinado fitopatégeno por meio de competicdo ou producédo
de compostos antagdnicos é uma ferramenta alternativa ao controle quimico.
Nesse ~contexto, micro-organismos endofiticos estdo sendo descritos na
literatura como benéficos as plantas hospedeiras, inclusive como potenciais
controladores biolégicos de fitopatégenos.

Da mesma forma que fitopatégenos, os endofiticos apresentam a
capacidade de penetrar na planta e colonizar o hospedeiro de forma sistémica
ou localizada, ocupando o mesmo nicho ecolégico dentro do hospedeiro. O
controle biolégico no Brasil tem um grande caminho a ser trilhado, com a
biodiversidade tropical com um grande nimero de espécies ainda
desconhecidas, adaptadas as condicGes ambientais brasileiras, com potencial
para uso tecnolégico no controle de doengcas que acometem tais culturas.

A vantagem em se trabalhar com micro-organismos é a possibilidade de
controle sobre os processos operacionais de maneira relativamente simples.
Em comparagcdo com as plantas, os fungos apresentam crescimento mais
rdApido em menor tempo e espaco. Além disso, as condigcdes de cultivo (tempo,
pH, nutrientes, temperatura, aeracdo) podem ser modificadas a fim de

aumentar ou de direcionar a producdo de metabdlitos bioativos de interesse.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Micro-organismos associados as plantas

Os fungos representam um componente essencialda biodiversidade nédo
apenas pelo grande nimero de espécies, mas também pela sua significancia
ecolégica, evolutiva e socioecondmica (Desprez-Loustau et al., 2007).

Como descrito por Hawksworth (1991), o nimero estimado de espécies
de fungos é de 1,5 milhdes, mas as estimativas subsequentes podem chegar
até 9,9 milhdes (Hawksworth, 2001). Entretanto, o numero de espécies
descritas até o momento é de aproximadamente 100 mil (Hawksworth, 2004), o
gue representa menos de 7% da diversidade total estimada, considerando a
estim ativa de 1,5 milhdes de espécies (Hawksworth, 2001; Arnold et al., 2003,
Mueller e Schmit, 2007) um pequeno aumento de 5% na hip6tese sugerida por
Hawksworth (1991). No ritmo de novas espécies descritas que é de 1.000-
1.200 fungos/ano (Hawksworth, 2000; Hawksworth, 2012), vai demorar mil
anos para descrever 1 milhdo de espécies desaparecidas se estas estim ativas
estiverem corretas (Mueller e Schmit, 2007).

As plantas podem ser consideradas como sendo um microecossistem a
complexo, onde diferentes nichos sdo explorados por uma variedade de micro-
organismos. Estes nichos incluem as superficies externas da planta, bem como
os tecidos internos, nos quais diferentes micro-organismos podem coexistir. O
habitat associado as plantas € um ambiente dinamico, no qual diversos fatores
podem afetar a estrutura e a composicdo das comunidades microbianas que
colonizam os tecidos vegetais. Alguns destes fatores incluem mudangas
sazonais, tipo do tecido vegetal e o estdgio de desenvolvimento da planta
(Mocali et al., 2003; Kuklinski-Sobral et al.,, 2004), espécie vegetal, diferentes
variedades e tipo de solo (Dalm astri et al.,, 1999; Kuklinski-Sobralet al., 2004) e
a interagdo com outros micro-organismos benéficos ou patogénicos (Lacava et
al., 2004).

Fungos que formam simbioses com plantas podem estar presentes na
rizosfera, nas superficies vegetais (epifitos) e no interior dos tecidos (enddfitos)

(Selosse e Tacon, 1998).



Todas as plantas incluindo algas, musgos, samambaias, coniferas e
angiospermas em seus ecossistemas naturais sd8o infestadas por fungos que
ndo causam sintoma de doenca (Rodriguez et al., 2009). Fungos associados a
planta s&o geralmente divididos em cinco principais grupos funcionais:
micorrizicos, patogénico, epifitos, endofiticos e sapréfagos. Os endofiticos
interagem e se sobrepdem aos demais grupos que colonizam os tecidos das
plantas (Porras-Alfaro e Bayman, 2011).

Os fungos endofiticos vivem internam ente (intercelular ou intracelular) de
forma assintom atica, ou seja, sem provocar sinais evidentes de dano ao tecido
(Saikkonen et al.,, 1998), em contraste com os parasitas que levam a doenga e
reduzem a aptiddao da planta hospedeira.

A doenca é a exceg¢do nas interacdes planta — micro-organismo, que
potencialmente podem ser consideradas como um estado de desequilibrio de
uma simbiose (Kogel, 2006; Rodriguez et al., 2009). Em comparagdo com o0S
patégenos jA conhecidos, os endofiticos geralmente tém wuma plasticidade
fenotipica maior e assim mais op¢des do que o0os patégenos em termos de
infecgédo, local e também am pla colonizacgao, laténcia, viruléncia e
patogenicidade. Esta plasticidade fenotipica é um motor de evolugdo desses
organismos (Schulz e Boyle, 2005).

De todas as espécies conhecidas de fungos apenas cerca de 10% foram
identificadas como causadores de doengcas em plantas, sendo alguns destes
fungos considerados como parasitas obrigatérios, estando associados ao
hospedeiro durante todo seu ciclo de vida (Kahmann e Basse, 2001). E m
cana-de-aclcar, por exemplo, os fungos patogénicos sdo bastante estudados,
sendo descritos principalmente: Colletotrichum falcatum , agente causador da
Podridao Vermelha; U stilago scitaminea, agente causal do Carvao;
Leptosphaeria sacchari, agente causal da Mancha Anelar; Bipolaris sacchari,
agente causador da Mancha Ocular; Puccinia melanocephala, agente causador
da Ferrugem; Fusarium moniliforme, agente causador da “Podridao de
Fusarium” e “Pokkah-Boeng” e Thielaviopsis paradoxa, agente causador da
Podriddo do Abacaxi (Viswanathan, Sundar e Premkumari, 2003; Eriksson et

al., 2003). Na Florida, por exemplo, a ferrugem marrom, causada por Puccinia



melanocephala, e a ferrugem alaranjada, causada por P. kuehnii, sao doencas
de interesse agrondmico (Sood et al.,, 2009).

Um tema comum nas discussdes sobre endofiticos é que eles podem
ser patégenos latentes ou quiescentes (Rosa et al.,, 2011). Uma mudanga no
hospedeiro ou ambiente pode desencadear a patogenicidade em um endofitico
gue anteriormente era assintom atica. O fato de a interagdo se tornar ou néao
um a interacado patogénica vaidepender, em parte, da escala de tempo em que
a interacdo é observada (Schulz e Boyle 2005).

Embora o conhecimento da ecologia, histéria de vida e filogenia de
fungos endofiticos tenha se acumulado rapidamente durante as duas Gltimas
décadas, as questdes basicas sobre a origem evolutiva, especiagcdo e papel
ecoléogico dos endofiticos ainda permanecem em grande parte sem resposta
(Saikkomen et al., 2004).

Segundo Strobele Daisy (2003), a intima relagcdo evolutiva entre plantas
e micro-organismos provavelm ente iniciou-se ha aproximadamente 100
milhdes de anos com o surgimento das primeiras plantas na terra. Durante a
evolugdo das plantas, associagbes mutualisticas com fungos endofiticos
ocorreram e promoveram adaptacdes relacionadas a capacidade de defesa da
planta contra o ataque de insetos, micro-organismos e animais herbivoros,
através da producdo de uma variedade de compostos secundarios como
alcaloides, terpenoides, esteroides e compostos arom aticos repelentes ou

té6xicos a seus inimigos (Liu et al., 2001).

2.1.1. Fungos endofiticos

Literalmente, a palavra endofitico significa na planta” (endo - dentro;
fitico - planta). O uso desse termo é tdo amplo quanto a sua definigdo literal e o
espectro de plantas hospedeiras potenciais e habitantes, incluindo bactérias,
fungos, algas e insetos (Frohlich e Hyde, 1999).

M uitas definicbes foram propostas para o termo endofitico, por exem plo,
Petrini (1992) estudou principalmente os fungos e os definiu como micro-
organismos que habitam, pelo menos por um periodo do seu ciclo de vida, os

tecidos internos dos vegetais sem causar dano aparente. O termo “micro-



organismo endofitico” foirecentemente definido por Azevedo e Araujo (2007) e
abrange todos aqueles micro-organismos qgue podem oOou ndo crescer em meio
de cultura e que habitam o interior de tecidos e 6rgdos vegetais sem causar
prejuizos ao seu hospedeiro e sem produzir estruturas externas emergindo dos
vegetais. Esta definicdo nédo inclui os formadores de nédulos, como bactérias
fixadoras de nitrogénio atmosférico, nem os fungos micorrizicos. Dessa
maneira, Mendes e Azevedo (2007) propuseram a redefinicdo deste conceito,
dividindo os endofiticos em dois tipos, sendo: a) Tipo |, os que ndo produzem
estruturas externas a planta e b) Tipo Il, os que produzem estruturas externas a
planta. E importante salientar que a distincdo entre endofiticos, epifitos
(aqueles que vivem sobre a superficie) e fitopatégenos (aqueles que causam
doencas) é considerada de carater didatico.

Embora fungos endofiticos colonizem preferencialmente as raizes e o
caule da planta hospedeira, alguns autores tém relatado a sua presenca em
sementes, desinfestadas superficialmente, de diversas espécies vegetais
(Rudgers et al.,, 2004; Majewska-Sawka e Nakashima, 2004; Jordaan et al.,
2006; Rudgers e Clay, 2007).

De modo geral, dois grupos de fungos endofiticos tém sido
reconhecidos, refletindo diferencas nas relagbfes evolutivas, taxonomia, planta
hospedeira e fungdes ecoldgicas: endofiticos clavicipitAceos e endofiticos nédo
clavicipitAceos. Os primeiros compreendem espécies pertencentes a familia
Clavicipitaceae (Hypocreales; Ascomycota), que formam simbioses quase que
exclusivamente com gramineas (Poaceae) de clima temperado. Estes fungos
colonizam as plantas hospedeiras de modo sistémico e varias espécies sédo
transmitidas verticalmente por sementes para a préoxima geragdo. Os fungos
endofiticos clavicipitAiceos sdo reconhecidos por potencializar a aptiddo da
planta hospedeira pela producdo de substancias alcaloides que inibem a
herbivora por insetos, pela produgcdo de metabdlitos que estimulam o]
crescimento vegetal, e por conferirem tolerancia a escassez hidrica, além de
muitas espécies serem <conhecidas pela producdo de moléculas bioativas
(principalmente dos géneros Cordyceps, Balansia, Epichloé/Neotyphodium,
Claviceps e Myriogenospora). Em contraste, os endofiticos ndo clavicipitaceos

sdo um grande grupo que ndo tem sido bem definido taxonomicamente, mas a



m aioria das espécies pertencentes aos filos Ascomycota e Basidiomycota,
representados pelos géneros Alternaria, Arthrobotrys, Aspergillus,
Cladosporium , Colletotrichum, Coprinellus, Curvularia, Fusarium ,
Paecilomyces, Penicillium, Phanerochaete, Phoma, e muitos outros. (Schardl,
Leuchtmann e Spiring, 2004; Rosa et al, 2011). No entanto, como ja
mencionado, os beneficios conferidos por estes fungos parecem depender da
espécie da planta, do genétipo da planta e das condicdes ambientais
(Kuklinski-Sobral et al., 2004; Cheplick, 2006).

Os fungos endofiticos podem ter transmissdo horizontal quando a
transmissdao do fungo é por esporos sexuais ou assexuais, ou por transmisséao
vertical, que é a transmissdo sistémica do fungo da planta mae para planta filha
via sementes (Saikkomen et al.,, 2004). A transmissdao vertical € considerada
por promover relagdes benéficas para planta hospedeira (M ejifa et al., 2008) e
as mais comuns sdo o aumento da resisténcia a herbivoros e patégenos em
gramineas (Faeth e Fagan 2002). A transmissdao vertical em endodfitos
sistémicos parece reduzir concomitantemente a habilidade do fungo para
infectar novos hospedeiros ndo infectados horizontalmente tanto por esporos
assexuais ou sexuais (Saikkomen et al.,, 2004). A maioria dos endofiticos de
plantas lenhosas, e provavelmente muitas gramineas, no entanto, € geralm ente
transmitida horizontalmente por esporos de planta para planta (Saikkomen et
al., 1998; Faeth, 2002). A estratégia de reproduc¢édo e transmissao para outros
hospedeiros é bem reconhecida como fator importante relacionada com a
viruléncia e agressividade (Saikkomen et al., 1998; Faeth e Fagan 2002).

H4 uma série de razdes para que se aprofundem os estudos com
endofiticos. Primeiro, a falta de informag¢des para elucidar a base biolégica
dessas interagdes. Segundo, porque os endofiticos sdo vantajosos, pois muitos
beneficios para a planta tém sido atribuidos, principalmente devido a
capacidade desses micro-organismos produzirem metabdlitos secundarios que
tém varias aplicagdbes como no controle biolé6gico de fitopatégenos, promogcgédo
de crescimento de plantas, indugcdo de resisténcia sistémica, drogas de uso
farm acéutico como os antibiéticos e agentes anticancerigenos (Melo, 2005).

As plantas proporcionam um nicho ecolégico Unico para diversas

comunidades simbidticas de micrébios que contribuem para varios beneficios,



tais como m aior eficiéncia fotossintética, nutrientes e uso da agua, e tolerancia
ao estresse abidtico e bidtico (Barrow et al., 2008). Também podem promover o
aumento da biom assa vegetal sob condicdes de estresse e m ais
especificamente proporcionam o] aumento da biom assa radicular,
possivelm ente por induzir a planta hospedeira a produzir hormo6nios vegetais
ou pela biossintese de hormonios vegetais pelo préprio fungo, producédo de
componentes de interesse biotecnolégico (como enzimas e farmacos)
(Rodriguez et al., 2009) tais como 4cido-3-indol-acético (AIA) e citocininas (Tan
e Zou, 2001), e producdo de componentes de interesse biotecnolégico, como
enzimas e farmacos (Azevedo et al.,, 2000).

Esses micro-organismos desempenham um papel importante no
aumento de respostas defensivas do hospedeiro contra patégenos (Herre et al.,
2007; EIl-Tarabily e Sivasithamparam 2006) e promovem wuma resisténcia a
herbivora pela producdo de micotoxinas, incluindo varias classes de alcaloides
(Rudgers et al., 2004; Faeth e Fagan 2002; Faeth, 2002).

Sendo assim, se o0os endofiticos aumentam a aptiddo das plantas,
aumentando a resisténcia a herbivoros, predadores de sementes, ou estresses
abiéticos ou através do aumento da habilidade de com petitividade, entdo a
frequéncia de plantas populadas deveria aumentar ao longo do tempo em
populagdes de plantas (Saikkonen et al., 1998).

De fato, os endo6fitos sdo constituintes, importantes da biodiversidade
microbiana (Tan et al., 2001). Cada vez mais eles estdo sendo reconhecidos
como um conjunto ecolégico de micro-organismos que podem fornecer fontes
de novos metabodlitos secundarios com atividades biolé6gicas Uteis (Tejesvi et
al., 2007).

M etabdlitos secundéarios sdo os compostos produzidos pela planta e
aparentemente ndo sdo essenciais para o crescimento e desenvolvimento das
mesmas. No entanto, seus papéis wecoldégicos tém sido extensivamente
estudados e tém recebido maior atengcdo nos Gltimos anos. As plantas podem
ser consideradas como uma biofadbrica quimica para a biossintese de uma
enorme variedade de m etabodlitos secundarios. Muitos destes produtos
guimicos sédo utilizados na produgdo de medicamentos, perfume, corantes e

agrotéxicos, e sdo de importancia comercial (Zhi-lin, 2007).



Dentre todas as classes de fungos, uma que merece destaque é a dos
fungos endofiticos devido a grande diversidade quimica, ineditismo de
moléculas e suas atividades biolégicas (Tan e Zou, 2001). Muitos metabdlitos
secundarios sdo provenientes de micro-organismos. Os metabodlitos bioativos
isolados de fungos endofiticos tém representado diversas classes quimicas,
incluindo alcaloides, flavonoides, fenilpropanoides, lignanas, peptideos,
esteroides, xantonas, fenodéis, quinonas (Tan e Zou, 2001, Schulz; e Boyle,
2005).

W iyakrutta et al.(2004) constataram que extratos de fungos endofiticos
possuem atividade bioléogica contra Mycobacterium tuberculose, Plasmodium
falciparum e contra células de carcinoma epiderm oide bucal humana e contra
células de cancer de mama. Mais recente, Santiago et al.,(2012) mostraram
que fungos endofiticos exibiram atividade biolégica <contra o parasita
Leishmania amazonensis, contra células de cancer (mama, rim e melanoma).
Portanto, ha uma demanda geral para novos antibiéticos, quimioterapicos
agentes e agrotéxicos que sao altamente eficazes, possuem baixa toxicidade, e
tém um impacto ambiental menor (Strobele Daisy, 2003).

Leveduras sdo micro-organismos predominantem ente unicelulares,
amplamente distribuidos na natureza e pertencentes ao reino Fungi. Sé&o
caracteristicamente esféricas ou ovais. Apresentam parede celular, nutricdo
heterotré6fica através da absorgcdo de nutrientes, reprodugcdo assexuada por
brotamento ou fissdo e auséncia de motilidade e filamentos (Pelczar, 1997).

O potencial para explorar as leveduras é devido a capacidade destes
micro-organismos em se multiplicar rapidamente, para a producdo de
antibioticos e enzimas de degradacdo da parede <celular, para induzir
resisténcia dos tecidos do hospedeiro, e para a produc¢cdo de reguladores de
crescimento de plantas (El-Tarabily e Sivasitham param 2006).

E stim ativas indicam que o numero de plantas na terra é de
aproximadamente 400.000 espécies (Joppa et al., 2010) e considerando que
todos os tecidos vegetais sado habitados por micro-organismos endofiticos
diferentes e qgue somente poucas espécies tém sido sistem aticam ente
estudadas quanto a biologia de sua comunidade microbiana associada,

deduz-se que esta &rea de estudo ainda estd em aberto e com grande



promessa de novas descobertas importantes relacionadas a ecologia e a
interacdo microbiana. Consequentemente, a oportunidade de encontrar novos
micro-organismos endofiticos e benéficos entre a diversidade de plantas em
diferentes ecossistemas e biomassa é consideravel (Strobel, 2003; Strobel et
al., 2004).

Grande parte dos estudos sobre micro-organismos endofiticos foi
realizada principalmente a partir de plantas de clima temperado, no entanto,
revisdbes recentes tém sido publicadas sobre a ocorréncia e distribuicdo de
endofiticos em plantas cultivadas e nativas de clima tropical e subtropical
(Azevedo et al., 2000; Azevedo e Araujo, 2007; Mendes e Azevedo, 2007;
Pereira, Souza e Hanada, 2007). A diversidade de fungos nos trépicos é maior
do que em regides temperadas (Hawsworth, 2001).

Plantas de clima tropical sdo consideradas grandes reservatérios de
micro-organismos endofiticos e a conservacado e prospecgdo do uso da
diversidade microbiana endofitica é diretamente dependente da conservacgéao
dos ecossistemas tropicais (Strobel e Daisy, 2003; Azevedo e Arautjo, 2007).
Considerando-se a presenca de fungos endofiticos e a alta diversidade
associada aos climas tropicais, a proporcdo sugerida para o numero total de
espécies de fungos seria de 33 espécies fungicas para cada espécie vegetal
(Arnold et al.,, 2000; Gamboa, Laureano e Bayman, 2002). As taxas de
colonizagdo variam de < 1% a 41% de 2 mm : de fragmentos de folhas em trés
principais plantas de ecossistemas boreal e &rtico para 90% em folhas na

floresta tropical arvores (Porras-Alfaro e Bayman, 2011).

2.2. A cana-de-agucar

A cana-de-acglcar (Saccharum spp.)engloba 30 espécies pertencentes a
fam ilia Poaceae (EMBRAPA, 2014). Sua cultura é destaque no cenario agricola
brasileiro, sendo cultivada em varios tipos de ambientes (associacdo de clima e
solo) (M aule, Mazza e Martha, 2001).

No Brasil, a cultura da cana-de-aclUcar tem grande destaque no cenario
agricola e econdmico, uma vez que o0 pais é lider mundial na produgdo dessa

cultura, com cerca de 680 milhdes de toneladas produzidos em wuma Aarea
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aproximada de 9,8 milhées de hectares na safra de 2015, envolvendo 1,3
milhées de empregos formais nos setores de cana, etanol e aclUcar (IBGE,
2010).

A producdo de cana-de-aglUcar se concentra nas regibes Centro-Sul e
Nordeste do Brasil. A &area colhida com <cana-de-aclcar em 2012 foi de
9.705.388 hectares no Brasil, sendo que 8.448.817 hectares na Regidao Centro-
Sulincluindo Sado Paulo, o maior produtor, com 5.150.461 hectares e no estado
do Rio de Janeiro com 117.892 hectares (UNICA, 2014).

Na safra 2012/13, o Brasil produziu aproximadamente 532 milhdes de
toneladas de cana, matéria-prim a utilizada para a producdo de 34 milhdes de
toneladas de ag¢lcar e 21,3 bilhdes de litros de etanol (UNICA, 2014).
Indicando que o cultivo de cana-de-aglcar ainda permanece em constante
ascensao.

A cultura de cana-de-aglcar ocupa uma area de 5,82 milhdes de
hectares no Brasil, onde tem grande importancia devido a sua multipla
utilidade, podendo ser empregada “in natura”, sob a forma de forragem, para
alimentacdo animal, ou como matéria-prima para a fabricagcdo de rapadura,
melado, aguardente, agclcar e alcool. Na producdo de aclUcar e alcool, esta
cultura gera subprodutos ou residuos como bagaco, palha, melagco, torta de
filtro e vinhag¢a, os quais tém grande importancia econdémica. O bagaco, por
exemplo, tem sido utilizado como combustiveis, biomassa, veiculo para racéao
animal, dentre outros (Fasanella, 2008).

Atualmente tem se relatado o uso cana-de-agUcar na produgdo do
chamado etanol de segunda geracao, que visa aproveitar todos 0s
componentes quimicos presentes na cana-de-aclUcar (celulose, hemicelulose e
lignina), tendo como m atéria-prima o bagac¢o ou palha. O utras culturas além da
de cana-de-aclUcar, como sorgo, milho, beterraba podem ser utilizadas na
producado desse tipo de etanol, todavia o mais comum é o etanol feito a partir
do bagaco e da palha da cana-de-acgltcar (Martins et al., 2014; Santos, 2013;
Lofrano et al.,, 2013).

Com o aumento da producdo agricola hda uma necessidade de buscar
técnicas que possibiltem o melhor estabelecimento da cultura. A engenharia

genética em plantas é uma técnica exemplar qgue vem criando cultivares
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geneticamente modificadas com caracteristicas especificas para a resisténcia a
herbicidas, insetos, patégenos e estresse ambiental. Estas caracteristicas
proporcionam o aumento na producdao e reducao de gastos com controle de
doencas e insetos, proporcionando maior rendimento econémico (Liu et al.,
2005).

Entretanto, até o momento muito pouco foi avaliado sobre a interacéo
entre fungos benéficos e cana-de-aglcar, e pouco se conhece sobre as
comunidades fuangicas associadas a essa cultura. A maioria dos trabalhos
realizados até o momento estudou fungos patogénicos, jA que estes podem

trazer grandes perdas na producao (Romao,2010).

2.2.1. Fungos associados as plantas de cana-de-acUcar

Fungos endofiticos sado taxonomicamente e biologicamente diversos,
mas todos compartilham o carater de colonizagédo interna dos tecidos vegetais
sem causar dano aparente ao seu hospedeiro (M ejiia, et al., 2008).

Micro-organismos raramente ocorrem em formas axénico (livre de
gualqguer outro organismo vivo) em seu habitatnatural e habitats ecolégicos. Os
fungos endofiticos ndo sao excegbes, normalmente existem e tém suas
fungbes dentro de um nicho de comunidades ricas e diversificadas de micro -
organismos e macro-organismos. Estes nichos contém uma multiplicidade de
diferentes crosstalk entre os fungos endofiticos, entre bactérias endofiticas,
virus endofiticos e entre estes enddfitos associados as plantas hospedeiras,
sob varias pressdes de selecdo bidticas (como patégenos e alimentadores) e
abi6oticas (como os fatores ambientais) (Kusari, Singh e Jayabaskaran, 2014
a,b; Kusarie Spiteller, 2001).

Poucos estudos tém avaliado a associagcdo das plantas de cana-de-
acucar com fungos endofiticos e da rizosfera. Fungos endofiticos do Tipo I,
aqueles que ndo produzem estruturas externas a planta, sd0 0S menos
estudados em <cana-de-aclUcar, tanto em relagdo a diversidade como ao
potencialno controle biol6gico e na promocédo de crescimento (Romdo, 2010).

Porém diversos trabalhos descrevem fungos patégenos que causam

doencas na cana-de-aguUcar, entre elas Colletotrichum falcatum , agente causal
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da Podriddao Vermelha, U stilago scitaminea, agente causal do Carvao,
Leptosphaeria sacchari, agente causal da Mancha Anelar, Bipolaris sacchari,
agente causal da Mancha Ocular, Puccinia melanocephala, agente causal da
Ferrugem, F. moniliforme, agente causalda “Podriddo de Fusarium” e “Pokkah-
Boeng” e Thielaviopsis paradoxa, agente causalda Podriddao Abacaxi. (Asnaghi
et al.,, 2001; Roboin et al., 2007; Singh, Som aie Pillay, 2004).

EI-Amin e Saadabi (2007) isolaram um total de 23 espécies fungicas,
distribuidas em 16 géneros sendo que: Aspergillus, Rhizopus, Penicillium,
Fusarium e Curvularia apresentaram alta frequéncia; Mucor, Acremonium,
Cladosporium, Trichoderma e Verticilium foram observados em frequéncia
moderada e, Cunninghamella, Chaetomium ,b6 Botrytis, Humicola e Paecilomyces
em frequéncia baixa.

Jd a comunidade de fungos leveduriformes da rizosfera de plantas de
cana-de-agUcar foi avaliada por Azeredo et al. (1998), a partir de canaviais
situados nas proximidades de Campos, no Rio de Janeiro. Nesse trabalho, os
autores relatam a predominancia de leveduras do filo Basidiom icetos, sendo
gue os fungos Cryptococcus laurentii, Debaryomyces hansenii e Fellomyces

horovitziae prevaleceram na comunidade da rizosfera.

2.3. Potencial biotecnolégico de endofiticos

2.3.1. Controle biolégico

Ao longo dos anos, a agricultura mundial cresceu em produtividade e
drea cultivada e a consequéncia foio aumento do uso intensivo de agrotéxicos,
gue também sofreram grandes evolugdes (Armas, 2006).

O Brasilé o maior consumidor mundialde agrotéxicos. As vendas anuais
de agrotéoxicos e afins no Brasil entre os anos de 2000 e 2012 tiveram um
crescimento de 194,09% (IBAMA 2012). As vendas de defensivos acumuladas
de janeiro a margco de 2012 atingiram R$ 2,3 bilh6es, o que demonstra
acréscimo de 27% em comparagdo com o mesmo periodo de 2011, quando o
montante foi de R$ 1,8 bilhdo. As vendas de defensivos sdo impulsionadas

principalmente por culturas de cana-de-aclcar, algodédo, milho e citros, no ano

13



de 2012 atingiram R$ 2,3 bilhdes demonstrando um acréscimo de 27% em
comparagcdo com ano de 2011. Infelizmente, o Brasil consome cada vez m ais
estes produtos, superando em 10% a do mercado mundial (MAPA 2014).

Um dos fatos da cultura de cana-de-agUcar aumentar a demanda do uso
de defensivos é que esta cultura é acometida por diversos patégenos
(Colletotrichum falcatum , Ustilago scitaminea, Leptosphaeria sacchari, Bipolaris
sacchari, Puccinia melanocephala, Furarium moniliforme e Thielaviopsis
paradoxa) como ja citado anteriormente (Asnaghi et al., 2001; Roboin et al.,
2007; Singh, Somai e Pillay, 2004). No Brasil, o fungo Fusarium verticillioides
(agente causador da fusariose) é o principal fungo associado a sementes de
milho. Além dos fungos Stenocarpella maydis (Berk.) Sutton [Sin. Diplodia
maydis (Berk.) Sacc.] e S. macrospora (Earle) Sutton [Sin. D. macrospora Earle
in Bulll], que também acometem essa cultura (Pinto, Oliveira e Fernandes,
2007).

O fungicida quimico €é um dos principais métodos de <controle de
doencas de plantas, sendo a Unica forma de controle para diversos problemas
fitossanitarios. Essas doencgas causadas por fungos geram perdas
consideraveis na agricultura e a aplicagdo dos fungicidas ainda tem sido
considerado um dos métodos mais baratos e a maioria das abordagens
comuns no controle (Liu etal.,, 2001).

Devido a facilidade de aplicacdo e aos resultados imediatos obtidos, os
fungicidas se tornaram amplamente difundidos em diversas culturas. Porém,
estes produtos quimicos costum am levar longos prazos para serem
degradados causando alta toxicidade ao ser humano, aos anim ais dom ésticos,
entre outros problemas (Ngampimoll e Kunathigan, 2008). Também podem
causar a contaminacdo do ambiente, podendo contaminar solo, rios, lagos,
lengéis fredticos, além de serem muitas vezes carcinogénicos (Cunha, 2013).
Além dos impactos ambientais os defensivos podem gerar resisténcia de
patégenos (Assumpgdo, 2008).

Desde modo, o controle de pragas e doencas por meio de processos
biolé6gicos tal como a utilizacdo de micro-organismos entomopatogénicos ou

aqueles que inibem/antagonizam outros micro-organismos patogénicos nas
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plantas é uma alternativa que pode contribuir para reduzir ou eliminar o uso de
produtos quimicos em agricultura (Azevedo etal.,, 2000).

A busca por tecnologias limpas e que ndo oferegam riscos ao ambiente
e ao ser humano é cada vez mais intensa. Uma das possibilidades refere-se ao
emprego de micro-organismos com o um a alternativa a utilizacgédo de
agrotéxicos, ao serem aplicados agentes do controle biolégico.

Controle biolé6gico é a regulacdo de populagbes de organismos vivos
como um resultado de interacdes antagdbnicas como parasitismo, predacdo e
competicdo. Segundo Cook e Baker (1983), o controle biol6gico ¢ a reducédo da
soma de in6culo ou atividades determinantes da doenga provocada por um
patégeno, realizada por um ou mais organismos que ndo o homem . De acordo
com Lima etal, 2000), o controle biolégico tem como premissa basica, manter
a densidade populacional das espécies de pragas, associadas a agricultura,
em niveis economicamente e ecologicamente aceitaveis.

De todos os defensivos apenas 1% é de agentes de controle biolégico
(macro e micro-organismos) entre US$ 65-75 milhdes. Em 2010, o Brasil tinha
registrado 1339 agrotéxicos, sendo 18 a base de agentes de controle biolégico
(MAPA 2014). Uma das dificuldades para evolugdo do mercado de bioprodutos
no Brasil é o alto custo para registro. Boa parte dos produtos microbianos
registrados no Brasil é a base de bactérias, com destaque para Bacillus
thuringiensis var. kurstaki e aizawai utilizados no controle de lagartas. Outras
bactérias como, Bacillus thuringiensis var. israelenses e a espécie de Bacillus
sphaericus sao usadas no controle de pernilongo em &areas urbanas. E no caso
de fungos apenas, Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae sdo utilizados
para o controle de insetos e 4caros e o fungo Trichoderma harzianum para o
controle de plantas estdo registrados (Bettiole Morandi, 2009).

O antagonismo de micro-organismos tem sido atribuido principalmente
por (i) competicAo por nutrientes, (ii) as alteragcbes de pH no meio como
resultado do crescimento acoplado de troca idnica ou produgdo organica de
acido, (iii) a producao de concentrag6es elevadas de etanol, (iv) secrecdo de
compostos antibacterianos e libera¢do de antimicrobianos tais como toxinas

Killer ou micocinas (Hatoum , Labrie e Fliss, 2012).
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A habilidade destes micro-organismos em assimilar uma larga gama de
compostos organicos, expande a sua capacidade de dispersdo e sobrevivéncia
em diferentes nichos ecol6ogicos, podendo ser encontrados em ambientes
terrestres (plantas, solo, animais, ar) e aquaticos (lagos, rios, mares). Séo
integrantes da microbiota epifitica, endofitica, gue ocupam, comumente, a
superficie das folhas, casca, frutas, flores, tecidos necré6ticos, solo e a rizosfera
(Coelho 2013).

As leveduras constituem um grupo m icrobiano com diferentes
propriedades, que as caracterizam como potenciais candidatas ao controle de
fitopatdégenos destacando inumeras vantagens para seu uso. Tais como: as
leveduras possuem a capacidade de se reproduzir rapidamente, competem no
local da infecgdo do patébgeno por espac¢o e nutrientes. Ainda, sdo de féacil
producdo e manutencdo em condigbGes in vitro, podem ser manipuladas a fim
de melhorar a utilizacdo e eficacia, possuem facil adaptagcdao nutricional, nao
produzem esporos alérgicos ou micotoxinas e possuem capacidade de
colonizar ferimentos em tecidos de plantas (Robiglio et al.,, 2011; Coelho,
2013). Algum as espécies de leveduras antagdnicas sdo capazes de produzir
enzimas hidroliticas, producdo de substancias antibiéticas e/ou degradadoras
da parede celular do patégeno, e de apresentarem possivel atuacdo como
indutoras de resisténcia nas plantas e produzirem toxinas killer (EI-Tarabily e
Sivasitham param, 2006). Porém, as leveduras ainda tém pouca visibilidade
como agentes de biocontrole de fitopatégenos fungicos, em comparagdo com
bactérias, actinomicetos, e antagonistas de fungos filamentosos (El-Tarabily e
Sivasithamparam, 2006).

Arras et al. (2002) observaram uma rapida colonizagdo do micélio de
Penicillium digitatum por Candida famata, com ac¢édo litica e fagocitica da
levedura contra a hifa fangica. A forte ligacdo de células de Pichia guilliermondii
ao micélio de Penicillium italicum causou a degradacdo da parede celular da
hifa pré6xima do localonde as células de leveduras se aderiram .

A atuacdo das leveduras no controle biol6gico se d&4 por meio da inibi¢cédo
de algum estdgio do desenvolvimento da doenga ou do ciclo de vida do
fitopatégeno através de diferentes mecanismos. Estes agentes biolégicos

podem atuar na prevencado da infec¢do, na reduc¢cdo da colonizacdo de tecidos
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no hospedeiro, na reducao da esporulagdo ou na sobrevivéncia do patdégeno,
podendo proporcionar diferentes niveis de controle (Punja e Utkhede, 2003;
Cunha, 2013).

Diversas espécies de leveduras, tais como Aureobasidium pullulans,
Cryptococcus albidus, Pantoea agglomerans e Metschnikowia fructicola, sédo
registradas, em muitos paises, como agentes de controle biolé6gico de variados
fitopatégenos, dentre eles Botrytis, Penicillium, Rhizopus, Monilia, Sclerotinia e
Erwinia amylovora (Bettiol et al., 2009; Bettiol, 2011 e Droby et al.,, 2009). Na
m aioria desses casos, as leveduras agem principalmente por competicdo de
nutrientes e indugdo de resisténcia na planta (Fialho, 2004; Zanardo et al.,
2009).

As leveduras Cryptoccocus albidus NPCC 1248, Cryptoccocus victoriae
NPCC 1263 e NPCC 1259 e Pichia membranifaciens NPCC 1250, foram
testadas contra dois fungos causadores de doengca po6s-colheita de pera:
Penicillium expansum (causador do mofo azul) e Botrytis cinerea (causador do
mofo cinza). As cepas de levedura exibiram uma variedade de mecanismos
diferentes, incluindo: a colonizagdo de feridas, a inibicdo da germinacédo, a
formacédo de biofilmes, secrecdo de toxinas killer, competicdo por nutrientes e
secrecdo de enzimas hidroliticas (protease, quitinase e glucanase) (Lutz et al.,
2013). Esses dados sugerem o potencial do uso de leveduras no controle
biol6gico.

Apesar de todo o conhecimento sobre algumas funcbdes das leveduras
no ambiente, muito ainda héa para ser descoberto, principalmente sobre o seu
modo de acdo em diferentes ambientes e no antagonismo a outros organismos
(Rosa-Magriet al,, 2011). AlIém de o controle biolégico ser uma alternativa aos
fungicidas, sendo considerado promissor no manejo de initmeras doengas (Yu
et al., 2012; Coelho, 2013).

A selecdo de um antagonista é relativa a cada tipo de habitat, ou seja, as
chances de eficiéncia aumentam quando had selecédo de organismos
provenientes do mesmo ambiente onde sédo utilizados (Bettiol, 1997).
Principalmente porque essas leveduras apresentam capacidade de réapida

reproducdo e ja estdo naturalmente competindo por assimilagcdao de nutriente
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com outros micro-organismos (El-Tarabily e Sivasithamparam, 2006; Rosa et

al., 2011).

2.3.1.1. Leveduras killer no controle biolédgico

As leveduras apresentam a capacidade de secretar toxinas que séo
capazes de inibir o desenvolvimento de outros micro-organismos. Estas sao
denominadas de toxinas killer. A atividade killer, de acordo com Somers e
Bevan (1969), corresponde a producdo de proteinas de baixa massa
molecular que sao letais as leveduras e outras células sensiveis. Suas
toxinas killer possuem massa molar que varia de 18 a 300 kDa, dependendo
da espécie de levedura (Soares e Sato, 2000).

E sta capacidade de producao de toxinas killer & uma das
caracteristicas apresentadas pelas leveduras que contribuiram para que
elas se tornassem micro-organismos modelo em diversos estudos de
pesquisa béasica (Magliani et al.,, 2008; Santo, Marquina e Peinado, 2000;
M arquina, Santos, Peinado, 2002); Fuentefria, 2007).

Diversos géneros de leveduras como Saccharomyces, Candida,
Hansenula, Pichia, Debaryomyces, Ustilago, Cryptococcus, Metschnikowia,
W illiopsis, Kluyveromyces e Zygosaccharomyces sdo capazes de produzir
toxinas Killer. Interessantemente, as Jlinhagens de leveduras killer séo
imunes as suas proprias toxinas devido a um mecanismo de autoimunidade,
mas podem ser sensiveis as toxinas de outras leveduras (Bajajetal., 2012;
Hu et al., 2013). De maneira geral, a atividade das toxinas killer € altamente
sensivel a fatores como pH, temperatura de incubac¢do das leveduras,
composicdo e propriedades fisico-quimicas do meio e concentragcdo de
células sensiveis. Normalmente, as toxinas expressam a atividade killer em
valores de pH &acido que variam entre 4 e 5, e temperaturas entre 20 a 25°C
(lzgu etal., 1997).

Toxinas killer especificas de leveduras representam um dos m aiores
potenciais de novos agentes antimicrobianos devido ao seu amplo espectro
de atividade contra leveduras e fungos filamentosos, bactérias (Bajaj et al.,

2012; Hatoum, Labrie e Fliss, 2012; Santiago et al.,, 2012). Aplicacdes
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biotecnolégicas dessas toxinas no controle biolégico na agricultura
envolvem atividade antifungica contra deterioragcdo de madeira, patégenos
de planta, prevencdo da deterioragcdo aerébica da silagem e combate da
contaminacdo de leveduras em alimentos (Marquina, Santo e Peinado,
2002; Schmitt e Breinig, 2002).

Diferentes mecanismos podem afetar as células sensiveis as toxinas
killer inibindo o <crescimento e entdo promovendo a morte do micro-
organismo alvo. Esses mecanismos podem ser por: (1) hidrdlise ou inibicao
da sintese do principal componente da parede celular, B-1,3-glucano, (2)
interrupgcdo da divisdo celular, blogueando a sintese de DNA, (3) inibicdo de
canais de Ca2+, (4) influenciam no potencial de membrana plasméatica,
alterando o fluxo de fons e reduzindo pH e consequentemente causando
extravasamento de ions potassio (K) e adenosina trifosfato (ATP), (5)
formacado de poros capazes de originar canis i6nicos resultando em
desestabilizacdo do potencial eletroquimico da membrana, (6) atuam em
bombas H+—ATPase e (7) interferéncia no transporte de aminoacidos
(Hatoum, Labrie e Fliss, 2012; Okorokova-Facanha et al., 2002; Fazio,
2009; Guo etal, 2013; de la Pefia, 1981).

Portanto, as toxinas killer representam wum potencial relevante no
controle biolégico, sendo uma alternativa promissora na prevenc¢do e/ou no

combate de iniUmeras doengcas que acom etem a agricultura.

2.3.2. Uso de micro-organismos na promog¢cdo do <crescimento

vegetal

Estudos recentes tém expandido a pesquisa sobre a biodiversidade,
investigando os efeitos da diversidade no ponto do funcionamento do
ecossistema com a presenga simbiotica de micro-organismos. Desde modo,
comecaram a explorar se a microbiota simbionte das plantas pode influenciar
nas relagdes entre diversidade e funcionamento dos ecossistemas (Rudgers et
al., 2004).

Hé& varias evidéncias indicando a existéncia de um numero incalculavel

de micro-organismos benéficos que ocorrem no solo, na rizosfera ou colonizam
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tecidos vegetais (os endofiticos), e que representam um incomensuravel
potencial latente para promocdo do crescimento e da produtividade agricola
mundial (Azevedo et al., 2000; Silva et al.,, 2006).

Torsvik et al. (1990) estimaram que em 1 g de solo ha 4000 bilhdes de
“unidade gendmica” de bactérias diferentes baseado em reassociagcdo de DNA -
DNA.E aproximadamente 1% das bactérias pode ser cultivavel em laboratério.
Como as bactérias nem todos os fungos podem ser cultivados pelos métodos
de laboratério (van Elsas et al., 2000).

O funcionamento dos ecossistemas é fortemente regulado pela dinam ica
microbiana do solo, uma vez que o0s micro-organismos do solo, sendo
envolvidos em ciclos elementares de carbono, fésforo, nitrogénio, e outros, tém
um papel na ciclagem de nutrientes, planta decomposi¢cdao, formag¢édo do solo,
remocgédo de toxinas, micorriza, bem como sendo capaz de influenciar o
crescimento das plantas e susceptibilidade a patégenos (Dalmastri et al., 1999;
Kirk, 2004). A importancia da diversidade microbiana do solo para o
funcionam ento dos ecossistemas agricolas e naturais é ainda pouco
compreendida (van der Heijden e W agg, 2013).

As interagb6es entre plantas e os componentes biéticos da composi¢cdo
da comunidade do solo interferem na produtividade da planta. As plantas
influenciam na composicdo da comunidade de organismos do solo em torno
das suas raizes, e essa comunidade de organismos por sua vez influencia no
desempenho da planta, seja diretamente através de efeitos antagdnicos ou
mutualistas ou através de seus efeitos sobre a disponibilidade de nutrientes.
(van de Voorde, van der Putten e Bezemer, 2012). Essas interacbes podem ser
por micro-organismos do solo, tais como bactérias, fungos micorrizicos ou
fungos patogénicos (Packer e Clay, de 2000; Klironomos, 2002; Kardol et al.,
2007), mas também por nem atoides, protozoéarios (De Deyn et al, 2003).

Os micro-organismos influenciam a composicdo e a gquantidade de
varios componentes dos exsudatos radiculares, por meio de seus efeitos no
m etabolismo das células da raiz, bem como no estado nutricional das plantas.
Por outro lado, os exsudatos radiculares também influenciam no crescimento

de bactérias e fungos que colonizam a rizosfera pela alteragdo do ambiente do
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solo circundante, servindo com o substrato para crescimento seletivo dos micro -
organismos (Cardoso e Nogueira, 2007).

Por ter vastas &areas agricultadveis e a maior parte do seu territério na
regido tropical, o Brasil e todos da América Latina, mostram a sua agricultura
gravemente afetada por pragas agricolas (Azevedo et al., 2000). Outro fato que
afeta a produtividade agricola é o crescimento populacional que esta ligado
com o decréscimo correspondente de terras araveis, de agua e de nutrientes.
Devido a todas essas barreiras, para manter a producdo de alimentos, o
crescimento de novos cultivos que respondem ao aumento de insumos como
praticas culturais melhoradas, fertilizantes e pesticidas quimicos teve que ser
estabelecido (Barrow et al., 2008).

A maioria dos paises tem tradicionalmente wutilizado varios tipos de
m ateriais organicos para manter ou melhorar a fertilidade e produtividade dos
seus solos agricolas (Ngampimoll e Kunathigan, 2008). Contuto, a utilizacao
macica de fertilizantes sintéticos e defensivos também estd associada a
eutrofizagdo de aquiferos e reservatdérios de agua e a acidificagdo do solo.
Além de ocorrer perda de qualidade do solo devido ao revolvimento da camada
ardvel e remocdo da matéria organica, aumento na concentragdo atmosférica
de gases relacionados ao efeito estufa, em virtude da dependéncia da m atriz
energética do petréleo (Anunciacdo de Jesus, 2013).

Os micro-organismos podem promover o crescimento das plantas e a
saude através de uma série de mecanismos, incluindo a suplementacdo das
plantas com nitrogénio fixado biologicamente, fitorm 6nios, substancias volateis,
compostos de defesa, e enzimas (Lonhienne et al., 2013).

Um dos beneficios do biofertilizante é uma contribuicdo da populagédo de
micro-organismos disponiveis. Biofertilizante é vulgarmente referido como o
fertilizante que contém micro-organismos Vvivos e espera-se qQque as suas
atividades possam influenciar nos ecossistem as do solo e produzir substancia
suplementar para as plantas. Existem diferentes tipos de biofertilizantes
disponiveis e suas diferencgas sdo principalm ente em m atérias-prim as
utilizadas, formas de utilizacdo e as fontes de micro-organismos. A aplicacao

do biofertilizante tem como objetivo funcionar como in6culo de micro-
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organismos no solo e que &ele ajude a estabelecer ou restabelecer os
ecossistemas do solo (Ngampimolle Kunathigan, 2008).

M edina et al. (2004) relataram que o aumento da biodiversidade
microbiota fungica em solos degradados pode ser obtida através da aplicacédo
de bioin6culo microbiano composto de fungo micorrizico arbuscular e a
levedura Y. lipolytica. A simples inoculacdo de S. cerevisiae em Jlegumes
estimulou a nodulagdo e colonizacdo de raizes por FM A’s, enquanto que outras
leveduras de solo basidiomicetos inoculadas também foram <capazes de
aumentar o crescimento de FM A’s (Fracchia et al., 2000, Boby et al., 2007). A
inoculacdao de fungos micorrizicos arbusculares (FMA) em solos degradados
isoladamente resulta no aumento da fertilidade, mas bioinéculos combinando
esses fungos com leveduras podem ter resultados ainda mais satisfatérios
(Miller e Jastrow, 1992; Pfleger etal., 1994).

Segundo a Lei n° 6894, de 16 de novembro de 1980, regulamentada
pelo Decreto n° 4954, de janeiro de 2004, bioinoculante é o produto que
contém micro-organismos com acgdo favoravel ao crescimento de plantas
(Bucher e Reis, 2008). A wutilizagdo do veiculo adequado e a adicao de
m ateriais que favorecam o bom desenvolvimento e a multiplicagcdo dos
microrganismos sdo fundamentais para alcangar o nimero minimo de células
vidveis (1 x 109 células/g ou mL do bioinoculante) exigido pelo MAPA.

A Embrapa Agrobiologia langou, em 2008, o primeiro inoculante para
cana-de-aglcar que é composto por um coquetel de 5 estirpes: Herbaspirillum
seropedicae (BR11335), Herbaspirillum rubrisubalbicans (BR11504),
Gluconacetobacter diazotrophicus (BR11281T), Burkholderia tropica
(BR11366T) e Azospirillum amazonense (BR11145) (EMBRAPA, 2014). Em
2009, apdés sucessivas pesquisas desenvolvidas pela Embrapa Soja e a
Universidade Federal do Parand (UFPR) utilizando estirpes de Azospirillum na
promocao de crescimento de milho e trigo, o Ministério da Agricultura, Pecuéaria
e Abastecimento (MAPA) concedeu autorizacdo das estirpes A. brasilense Ab-
V4, Ab-V5, Ab-V6 e Ab-V7 para a produc¢cédo de bioinoculantes para a cultura do
milho, devido ao incremento que estas proporcionaram no rendimento de grdos
de 24% a 30% em relacdao ao controle ndao inoculado (Hungria, 2011). O

produto final foi um bioinoculante liguido comercial contendo Azospirillum e
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moléculas protetoras para as condicdes tropicais, lancado em 2010 e capaz de
incrementar o rendimento médio de grdos em 26% .

Lonhienne et al. (2013) constataram que a adicdo de leveduras S.
cerevisiae vivas ou mortas para o solo fertilizado aumentou substancialmente o
nitrogénio e fé6sforo do conteddo das raizes e dos brotos de tom ate (Solanum
lycopersicum ) e plantas de cana-de-acgUcar jovens, e aumentou a relacdo raiz-
parte aérea em ambas as espécies. Estes resultados suportam que as
leveduras podem ser um biofertilizante de custo-beneficio que melhora ndo so
a nutricdo das plantas, mas também o vigor das plantas durante a fase de
crescimento inicial.

M ekkie Ahmed, (2005) observaram que a aplicagdo de adubo organico
com a levedura C. tropicales resultou em um aumento no rendimento de graos
e atributos das plantas de soja e a porcentagem do 6leo das sementes foi
aumentada nas plantas tratadas somente com biofertilizante e também as
tratadas com adubo organico e junto com levedura. Tefera et al.(2009)
avaliaram o efeito da inoculacdo do fungo endofitico Beauveria bassiana em
folhas, caules, e raizes de sorgo constatando que colonizagcdo de folhas e
caules foram melhores do que raizes.

Os processos benéficos promovidos pelos micro-organismos endofiticos
ter8o sucesso, desde que estes sejam capazes de estabelecerem -se
endofiticamente no interior do vegetal, ocupando e se multiplicando nos tecidos
do hospedeiro, superando os impedimentos fisicos e quimicos por ele
estabelecidos, construindo assim, vias de infec¢cdo e sitios de colonizagédo

(Anunciacdo de Jesus, 2013).

2.3.3. Potencial de micro-organismos na producdo de enzim as

hidroliticas

N a natureza, 0s micro-organismos foram dotados de vastas
potencialidades. Eles produzem wuma variedade de enzimas, que tém sido
exploradas comercialmente ao longo dos anos (Jayani, Saxena e Gupta, 2005).
Os fungos sd0 os mais importantes micro-organismos utilizados pela industria

na producdo de enzimas (Aguiar e Menezes 2000).
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Enzimas hidroliticas, tais como proteases, amilases, lipases, DNAses, e
xilanases tém diversos usos potenciais em diferentes dreas, tais como indUustria
de alimentos, aditivo, ciéncias biom édicas, e industria quimica. A hemicelulase
e celulase sdo exemplos de enzimas de grande importancia devido a sua
aplicagcdo na degradacdo de biomassa.

Nesse trabalho, analisou a atividade das enzimas hidroliticas: celulase,

lipase, protease e pectina, as quais estdo brevemente descritas a baixo.

2.3.3.1. Lipase

A principal funcdo biolégica da lipase (triacilglicerol acil hidrolases,
E.C.3.1.1.3) é catalisar a hidrélise de longas cadeias de triacilglicerideos. Ao
contréario de m uitas outras enzimas, as lipases demonstram niveis
consideraveis de atividade e estabilidade em ambientes ndo-aquosos, o que
facilita a catalise de muitas reacdes (Martins, Kalile Costa, 2008).

Essas enzimas tém sido utilizadas em uma variedade de segmentos
biotecnolégicos, como em indUstrias de alimentos (desenvolvimento de arom as
e maturacdo de queijos, de detergentes, O6leoquimica (hidrélise de 6éleos e
gorduras, sintese de biosurfactantes) e para tratamento de residuos oleosos
provindos da industria do couro e de papel (Coelho et al., 2010).

As lipases tém sido extraidas de bactérias, plantas, actinomicetos e
células animais. As microbianas sdo mais versateis, devido a sua potente
aplicagcdao nas induUstrias, como mencionado anteriormente. Estas enzimas
podem catalisar varias reacbes tais como: hidrélise, interesterificagcéao,
esterificacdo, alcodlise e amilose (Jaeger e Ransa 1994; Sztajerh e Zboinska,
1988; Jaeger e Eggert, 2002; Karigar e Rao, 2011).

A producdo de lipases pode ser influenciada por diferentes variaveis,
como o0 micro-organismo produtor da enzima, as fontes de <carbono e
nitrogénio, a concentragcdo de oxigénio dissolvido, a composi¢cdo, temperatura e
pH do meio, as condic6es de aeragcdo e agitacdo e até mesmo a geom etria do

biorreator (Elibole Ozer, 2000).

Alguns micro-organismos sdo conhecidos por acumular lipidios. Essas

espécies capazes de fazé-lo em um nivel correspondente a mais de 20% da
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sua biomassa sdo descritas como oleaginosa. Y. lipolytica € um exemplo de
um a levedura oleaginosa capaz de acumular lipidios em quantidade
correspondendo a 50% de seu peso seco. Um dos mais importantes produtos
secretados por este micro-organismo é a lipase. (Beopoulos et al, 2009;
Beopoulos, Nicaud e G aillardini, 2011).

Y. lipolytica é um micro-organism o com diferentes aplicacdes
biotecnolégicas. E um fungo aerébio, dimérfico que se destaca devido a sua
capacidade de crescer em ambientes hidroféobicos. A levedura Y. lipolytica JM -
12 é frequentemente isolada de diferentes tipos de alimentos (queijos, linguiga,
etc), a partir dos solos, esgoto, e naturais ambientes, tais como campos de
petrédleo (Barth e G aillardin, 1997).

Essa levedura é capaz de utilizar substratos hidrofébicos (por exem plo,
alcanos, &4cidos graxos e O6leos) eficientemente como uma fonte UGnica de
carbono. Sua superior capacidade de acumular lipidios quando cultivadas
sobre estes substratos estd provavelmente relacionada com saliéncias
formadas na superficie das células, faciltando a absor¢gdo de substratos
hidrofébicos do meio (Beopoulos et al., 2008; Beopoulos, Nicaud e G aillardini,

2011).

2.3.3.2. Celulase

E xiste um interesse mundial no potencial de comercializagd8o do uso de
celulases em meios alimenticios e também na conversdao quimica e biolégica
de m ateriais lignoceluloliticos. Recentemente tem aumentado as pesquisas
voltadas para o0os mecanismos enzim ticos da celulose e o0os problemas
envolvidos na conversdo direta da biomassa em produtos Uteis por meio de
enzimas isoladas ou de micro-organismos Jlignoceluloliticos (Baldrian e
Valaskova 2008; Dimarogona, Topakas e Christakopoulos, 2012).

Os componentes principais dos m ateriais lignoceluloliticos sdo celulose
(40-50% ), hemicelulose (20-40% ) e lignina (20-30% ), proteinas, lipidios,
pectina, agUcares sollGveis e minerais sdo componentes menores (Horn et al.,
2012). Atualmente, os maiores usos da lignocelulose concentram -se nas

polpas e indUstrias de papel, proteina para racdo, em meios tecnolégicos de
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alimentacao, além de poderem gerar energia através da producao de etanol.
Enzimas lignoceluloliticas também tém um potencial significante na induUstria
guimica, de combustivel, de comida, cerveja e vinho, anim al, téxtil, celulose e
papel e na agricultura (Alvira et al., 2009; Arantes e Saddler, 2010; Castro,
2010; ).

As celuloses sdo enzimas de importancia econdémica e sdo vendidas em
grande volume tendo diferentes aplicagdes industriais, como por exemplo, no
processamento do amido, producdo de ragcdo animal, fermentacdo de graos
para produgcdo de 4alcool, extracdo de suco de frutas e vegetais, polpa e
indUstria de papel e induUstria téxtil. Atualmente a mais importante aplicagao
para celulases é o bio-branqueamento da polpa na indGstria de papel, a
producdao da polpa dissolvida, o tratamento de agua residual e a reciclagem
dos residuos do papel (Deswaletal. 2011; Dashtban et al., 2010).

Uma grande variedade de fungos e bactérias consegue degradar esse
m aterial lignoceluldésico usando uma bateria de enzim as hidroliticas e
oxidativas. Em geral, os fungos que decompdem substancias lignocelulésicas
ocorrem no solo, colonizando vegetais, suas raizes e residuos, com importante
fungcdo de reciclagem de nutrientes. Na natureza, existe uma grande variedade
de microrganismos que produzem celulases, entretanto apenas alguns séao
conhecidos como verdadeiros celuloliticos, isto é, sdo capazes de degradar a
celulose natural. Em condicdes laboratoriais, diversos substratos sao utilizados
com o] objetivo de se induzir el/ou medir a atividade do complexo
lignocelulolitico total, tais como: algodédo, papel filtro, carboximetil celulose e
residuos agricolas (Aguiar e Menezes, 2000). Ligninoliticas fungos podem ser
usados para a remediacdo dos poluentes na d4gua e no solo (Novotny et al.,
2004).

A degradacdo do complexo lignocelulésico para libertar celulose pode
ser conseguida com a ajuda de micro-organismos: fungos de degradac¢édo
branca, degradacdo marrom e degradagcdo branda ou macia. Esses fungos
degradadores sao taxonomicamente variados e pertencem principalmente a
classe Basidiomicetos (Sarkar et al., 2012). Os fungos de degradacédo branda e
degradacdo branca tém sido extensivamente estudados enquanto degradacgédo

marrom nédo tem sido muito estudada (Deswaletal 2011).
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Os basidiomicetos responséaveis pela degradacdo branca da madeira
selecionam a lignina presente na parede celular, deixando a <celulose
praticamente intacta, mas variam consideravelmente com o tipo de ataque a
lignina, com os polissacarideos da madeira e a velocidade com o qual atuam
na remoc¢ao da lignina (Filho, 2008). Ceriporiopsis subvermispora, Phlebia spp.,
Physisporinus rivulosus, Dichomitus squalens, Trametes versicolor,
Heterobasidium annosum, P. chrysosporium e Irpex lacteus, sdo alguns
exemplos (Dashtban et al.,, 2010).

Os fungos de degradag¢do marrom promovem a degradacadao dos
polissacarideos celulose e hemicelulose, e deixam a lignina intacta. Com essa
caracteristica, o m aterial restante desse processo tem uma coloracéo
amarronzada e de aparéncia. Esses fungos representam somente 6% da
classe Basidimicetos degradadores de madeira (Lee e Moon 2003). Alguns
exemplos de fungos de degradacdo marrom: Postia placenta, Laetiporus
portentosus, Piptoporus betulinus and Gloeophyllum trabeum (Dashtban et al.,
2010).

Os fungos de degradacdo branda geralmente pertencem as classes
Ascomicetos e Deuteromicetos, esses fungos podem causar degradac¢do na
madeira em uma forma suave, de aparéncia Umida (Jgrgensen et al., 2005;
Filho, 2008).

Fungos sédo considerados o0s m ais importantes micro-organismos
utilizados pela indUstria na producdo de enzimas, e os principais celuloliticos
produtores de celulases incluem: Trichoderma reesei (também denominado
Trichoderm a viride), Trichoderm a koningii, Trichoderma lignorum , Sporotrichum
pulverulentum (também denominado Chrysosporum lignorum ), Penicillium
funiculosum , Penicillium iriensis, Aspergillus sp, Schizophyllum m sp,

Chaetomium sp e Humicola sp (da Silva et al., 1993).

2.3.3.3. Protease

As enzimas proteoliticas tém papel metabdlico essencial e funcdes de
regulagdo de muitos processos biolo6gicos e também oferecem uma ampla

gama de aplicagcdbes biotecnolégicas tais como aplicagdes industriais de
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alimentos, de couro, de detergentes e de farmacéuticos (Sabotic e Kos, 2012;
Karigar e Rao, 2011).

As proteases sao enzimas que catalisam a hidrolise de proteinas totais.
Essas enzimas representam um dos trés maiores grupos de enzimas
industriais e sdo responsaveis por cerca de 60% da venda total mundial de
enzimas (Rao et al.,, 1998; Sumantha, Larroche e Pandey 2006).

As proteases microbianas representam aproximadamente 40% do total
mundial em vendas de enzima (Rao et al., 1998). As proteases de origem
microbiana sdo preferidas uma vez que elas possuem quase todas as
caracteristicas desejadas para o sua aplicacao biotecnoldégica e sao
diretamente secretadas no meio de fermentacdo, o que facilita os processos de
recuperacadao (Gupta et al.,, 2002). Proteases extracelulares de leveduras sao
também relevantes em processos biotecnolégicos tais como na estabilizagédo
de cervejas e vinhos, alimentos, produtos farmacéuticos (O grydziak, 1993).

Os fungos possuem wuma maior variedade de enzimas do que as
bactérias. Como exemplo, fungo Aspergillus oryzae produz proteases acida,
neutra, e as alcalinas. (Rao et al.,, 1998). Espécies de Penicillium também séo
descritas por produzirem proteases neutras (Dahot, 1993; Germano et al.,
2003). Proteases neutras de fungos sdo um importante componente de
preparacdes comerciais de proteases fangicas, as quais tém aplicagdes em
panificacdo, processamento de alimentos, modificacdo de proteina, industrias
de alimentos para animais e farmacéutica (Sumantha, Larroche e Pandey,
2006).

Contudo, a maioria das proteases produzidas por fungos sdo proteases
dcidas, as quais compdem o grupo de maior interesse para a industria de
alimentos e farmacéutica podendo ser amplamente dividida em dois grupos: (i)
enzimas semelhantes a pepsina, produzidas por Aspergillus, Penicillium,
Neurospora e Rhizopus e (ii) enzimas semelhantes a renina, produzidas por
Endothia e Mucor. Dentre os relatos de producdo de proteases por leveduras,
pode citar as espécies Candida hum icola, Candida. pulcherrim a,
Leucosporidium antarcticum, Aureobasidium pullulans e Cryptoccocus sp.

(Chaud, 2014).
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2.3.3.4. Pectinase

A pectina é formada por adcidos pectinicos soliveis em agua com grau
variavel de grupos metil-éster (Uenojo e Pastore, 2007). M atérias pécticas
representam 0,5 - 4,0% do peso fresco de m aterial vegetal. As pectinases séo
produzidas principalmente na natureza por saprofitos e patégenos de plantas
(bactérias e fungos) para a degradacdo da parede celular das plantas (Solbak
et al.,, 2005; Uenojo e Pastore, 2007).

Pectinase € um termo bem conhecido para a preparagcdo comercial de
enzimas que qguebram a pectina, um substrato de polissacaridio, encontrado na
parede celular de plantas e contribuiu para a firmeza e estrutura dos tecidos
vegetais (Jacob e Prema, 2006; Akhter et al., 2011). Essas enzimas sdo um a
parte integrante de induUstrias de sucos (clarificacdo e extracdo), industrias
téxteis, maceracao de folhas de cha, processamento de tecido de algodao,
processamento do vinho, extragdo de petrdleo, bem como em varias aplicagdes
biotecnolégicas (Alkorta et al., 1998; Solbak et al., 2005; Jacob e Prema, 2006;
Angayarkanniet al, 2002; Kashyap etal., 2001).

As duas principais fontes de enzima pectinase s&do plantas e micro -
organismos, sendo que a fonte microbiana de pectinase é cada vez mais
importante, as quais sdo responsaveis por 25% do global de alimentos venda
enzima (Jayani, Saxena e Gupta, 2005).

Os fungos filamentosos s&o o0s mais frequentemente wusados na
producdao comercial de pectinase (Banu et al., 2010), sendo que o fungo
Aspergillus Niger é o principal nas preparacdes comerciais de pectinases
(Singh et al., 1999). Porém, uma grande variedade de cepas de bactérias e de

levedura também ¢é capaz de produzir enzimas pécticas (Akhter etal., 2011).
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3.0BJETIVOS

Investigar a microbiota presente nos tecidos vegetais de cana-de-ag¢lcar

guanto ao seu potencial biotecnolégico.

3.2.0BJETIVOS ESPECIFICOS

- Identificacdo molecular dos isolados de <cana-de-aclUcar atravez da

analise em bancos de dados por meio de BLAST;

- Avaliar o potencial in vitro dos isolados de cana-de-aclGcar no controle

biol6gico dos fungos filamentosos Colletodrichum lindem uthianum ,

Fusarium oxysporum e Penicillum decumbens;

- Avaliar o potencialdos isolados de cana-de-agUcar em produzir enzimas

hidroliticas: lipase, celulase, protease e pectinase;

- Avaliar o potencial de leveduras em promover o crescimento in vitro de

raizes de milho.

30



- 4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Cepas isoladas

Um total de 21 cepas de Ilevedura previamente isoladas de trés
variedades de cana-de-aclcar Saccharums pp. (CB56155, RB867515 e
SP803280) no Laboratério de Fisiologia e Bioquimica de Micro-organismos no
Programa de P6s-Graduacdo em Biociéncias e Biotecnologia (Fortunato, 2011)
foiutilizado neste trabalho (Tabela 1). A nomenclatura das cepas é referente ao

trabalho de Fortunato, 2011.

Tabela 1: Leveduras isoladas de trés variedades de cana-de-agUcar usadas no trabalho

Variedades

RB867515 CB56155 SP803280
RBG 205-12 CBA 205-10 SPA 205-07
RBG 205-16 CBA 106-17 SPA 106-05
RBG 205-20 CBA 106-19 SPA 106-08
RBG 205-21 CBA 106-21 SPA 106-09
RBG 105-07 CBA 106-23 SPA 106-12
RBG 105-09 CBA 106-24 SPA 106-13
RBG 105-14 SPG 105-06
RBG 105-17

Total de isolados: 21

4.2. Preparagdo do meio de cultura e manutengdo das cepas

isoladas

As cepas de leveduras isoladas, foram mantidas/conservadas em
placas de Petri e tubo inclinado contendo o meio de cultivo Sabouraud sélido
(20g D(+) glicose; 10g peptona especial; 17g dagar em 1L). A cada 3 meses foi
feito um novo repique e posteriormente foram submetidas ao controle de
esterilidade em estufa por 48h. As colonias foram mantidas em estufa a 30°C
para crescimento das mesmas por 72 horas e sO0 entdo conservadas em

refrigerador a 4°C. Para o0os demais procedimentos em laboratério que
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necessitem de crescimento das cepas de levedura em meio liguido foi utilizado
o meio Sabouraud liguido (10g peptona micolégica; 20g dextrose em 1L).

O meio de cultivo YED so6lido (1% de glicose, 1% de extrato de levedura
e 50mg/mL de lisina, leucina e uracila, 3% &agar em pH 4,5) foi usado para a

manutengcdo da levedura Yarrowia lipolytica JM -12.

4.3. Ildentificagcdo das cepas de leveduras isoladas

4.3.1. Extragcado e quantificagcdo do DNA total

As cepas isoladas das trés variedades de cana-de-aclcar estudadas
foram submetidas a analise molecular para a determinac¢do taxondmica com
base nas suas sequéncias de DNA ribossom al.

A extracdo do DNA genomico foi realizada segundo protocolo #6
(lsolamento em larga escala de DNA a partir de células de levedura) do kit de
extracdao de DNA Easy-DNA™ Kijt (Invitrogen).

As células de levedura foram crescidas em meio Sabouraud sélido e
uma colénia isolada foi transferida para o 25 mL de meio Sabouraud liquido
onde foram crescidas a 30°C por 18h.

Resumidamente, a extracdo foi dividida em trés etapas. Na primeira
etapa de lavagem das células, 10 mL da cultura foram adicionados em um tubo
falcon de 15 mL e centrifugados em 4000 x g por 10 min a 4°C e o
sobrenadante descartado. Foram adicionados 10 mL de agua ultrapura estéril
no pellet e suavemente homogeneizado, e centrifugado 4000 x g por 10
minutos a 4°C, e foi descartado novamente o sobrenadante. O pellet foi
ressuspendido em 2 mL de solugcdo SCDE (1 M de sorbitol, 10 mM de citrato de
sé6dio pH 5,8, 1 mM de EDTA, 10 mM de DTT) e foiincubado em 37°C durante
1h.

Na seguinte etapa de isolamento do DNA, foram adicionandos 3,5 mL da
Solugcdao A do kit de extragcdo de DNA (Easy-DNA™ Kijt) nas células e em
seguida homogeneizado em vortex por 1 segundo e incubadas por 10 minutos
a 65°C. Apbés esse tempo, foram adicionados 1,5 mL da Solugdo B do kit de

extracdo de DNA e homogeneizado em vortex por 1 minuto. Posteriormente
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foram adicionados 5 mL de clorofé6rmio e o homogeneizado em vortex até
diminuir a viscosidade e entdo centrifugado em 1000 x g por 20 minutos a 4°C
para separar as fases. Cuidadosamente foi descartada a parte superior (fase
aguosa) em um novo tubo.

Na Gltima etapa de precipitacdo do DNA, foram adicionados 10 mL de
etanol 100% gelado e homogeneizado rapidamente, e incubado por 30 minutos
no gelo. Posteriormente, foi centrifugado a 4000 x g por 15 minutos a 4°C e o
etanoldescartado. Foram adicionados 5 mL de etanol 80% gelado e misturado
com inversdo dos tubos até ficar homogéneo e entdo novamente submetidos a
centrifugacdao a 4000 x g por 5 minutos a 4°C, e o etanolremovido. Os tubos
foram deixados secar ao ar livre por 5 minutos para evaporac¢édo totaldo etanol.
Entdo o pellet foiressuspendido em 100 pL de tampdo TE (tampdo EDTA) do
kit de extragcdo de DNA com 2 pL de RNase 2 mg/mL para uma concentracéao
final de 40 pL/mL e incubado a 37°C por 30 minutos. O sobrenadante foi
transferido pra um microtubo e estocado a 4°C.

Apbs a extragcdo, para se estimar a concentragdo do DNA foi utilizado o

aparelho NanoDrop.

4.3.2. Amplificagcdo do m aterial gendmico

As Reacdes em Cadeia da Polimerase (PCR) foram feitas utilizando o
Kit Platinum ® PCR SuperMix High Fidelity, um mix contendo anticorpo anti-Tagqg
DNA polimerase, Mg“, desoxirribonucleotideos trifosfatos (dNTPs), Taqg DNA
polimerase recombinante, e PyrococcusspeciesGB-D termoestavel polimerase.

Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em gel de
agarose 1,5% , em tampdo TAE 1x (2 M Tris, 1 M &cido acético, 0,05 M EDTA),
eluidos durante aproximadamente 2 horas a 100V. Os géis foram corados com

solucdo de brometo de etidio, visualizados sob luz ultravioleta e fotografados

em um sistema de foto-documentacdo de gel.
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4.3.2.1 Amplificagdo utilizando os iniciadores NL1 e NL4

Para o sequenciamento da regido D1/D2 da subunidade maior do rDN A
utilizando os iniciadores NL-1 (5-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3’) e
NL-4 (65’ GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3') segundo Lachance et al. (1999). A
reacdo de PCR foirealizada em um volume final de 50 pL contendo: 2 pL de
DNA, 1 pL de cada iniciador NL1 e NL4 10 pmol-l, 45 pL do o Platinum® PCR
SuperMix High Fidelity e 1 pL de agua deionizada estéril. As reagcdes de PCR
foram realizadas utilizando o termociclador sob as seguintes condi¢cdes:
desnatura¢cdo inicial a 95°C por 2 minutos, seguida por 35 ciclos de:
desnaturagdo a 95°C por 15 segundos, anelamento a 54°C por 25 segundos e

extensdo a 72°C por 20 segundos, seguida por extensdo finala 72°C por 10

minutos.

4.3.2.2. Amplificagédo utilizando os iniciadores ITS1 e ITS4

Os iniciadores ITS1 (5>-TCCGTAGGTGAACCTGCGG -3) e
ITS4 (5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) foram wutilizados para amplificagao
da regido ITS do rDNA, conforme descrito por W hite et al. (1990). As reacdes
de PCR foram realizadas em um volume finalde 50 pL contendo 2 pL de DNA,
1 pL de cada iniciador ITS1 e ITS4 10 pmol-1, 45 pL do o Platinum® PCR
SuperMix High Fidelity e 1 pL de agua deionizada estéril. As reagcdes de PCR
foram realizadas wutilizando o termociclador. O programa consistiu de uma
desnaturacdo iniciala 94°C por 5 minutos, seguido por 35 ciclos de 1 minuto de

desnaturacdo a 94°C, 1 minuto de anelamento a 55°C e 1 minuto de extensédo

a 72°C, e uma extensao finalpor 5 minutos a 72°C.
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Figura 1: Representagcdo esquem atica dos genes ribossom ais fangicos
contendo as &reas alvo de iniciadores NL1-NL4 e ITS1-ITS4 usados neste

estudo.
4.3.3. Purificagdo dos am plicons

Os amplicons sdo submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5% e
cada banda separadamente é cortada e entdo submetida a purificacdo. A
purificacdo de DNA de gel de agarose foi estabelecido pelo fabricante do Kit

™ ™
llustra G FX PCR and GelBand Purification (GE Healthcare).

4.3.4. Sequenciamento e anéalise das sequéncias e homologia com

banco de dados

Os fragmentos am plificados que foram purificados foram sequenciados
na Unidade de Experimentagdo Animal da Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro.

Para a identificacdo das cepas de leveduras isoladas de cana-de-acltcar,
as sequéncias de DNA foram analisadas comparativamente via BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool) (http://www.ncbi.nlm .nih.gov/BLAST) contra a
base de dados do GenBank no NCBI (National Center For Biotechnology
Inform ation), que utiliza o método heuristico para encontrar o melhor score de
alinhamentos locais entre as sequéncias submetidas e o banco de dados.
Dessa forma foram consideradas as sequéncias que apresentaram o0sS mais

altos valores de similaridade (99% -100% ).
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4.4, Anéalise dapromocgcado do crescimento de raizes de milho

4.4.1. Produgédo dos inoculantes

As cepas utilizadas foram CBA 106-19, SPA 106-12 e 848 UFRJ, as
guais foram consideradas sendo as mais promissoras do crescimento vegetal
segundo algumas caracteristicas prévias descritas por Fortunato, 2011 e a
levedura Yarrowia lipolytica JM -12

A producdo do inoculante fungico foi realizada a partir da obtencédo de
colédnias isoladas das leveduras (CBA 106-19, SPA 106-12, 848 UFRJ Yarrowia
lipolytica JM -12) e crescidas em pré-in6culo contendo 10 mL de meio de cultivo
liguido Sabouraud e mantidas sob agitagcdo (250 rpm, por + 24h a 30°C). O pré-
inébculo obtido foi utilizado para produzir um volume maior de inoculante,
crescido por 18h sob as mesmas condigdes. O experimento foifeito utilizando 6
diferentes combinag¢des de inéculos de leveduras (DO inicialgggnm = 0,1): 1.
Yarrowia lipolytica JM-12, 2. CBA106-19 + SPA 106-12, 3. Yarrowia lipolytica
JM-12 + CBA106-19 + SPA 106-12, 4. 848 UFRJ, 5.848 UFRJ + CBA106-19 +

SPA 106-12, 6. Meio de cultivo estéril.

4.4.2. Inoculagcdo das sementes

Sementes de milho da variedade UENF 506-11 foram cedidas pela
Empresa de Pesquisa Agropecuaria do Estado do Rio de Janeiro (Pesagro-Rio)
do Polo de Itaocara. Previamente as sementes foram desinfetadas por meio de
imersdo em solugdo de hipoclorito de s6dio (50% ) por 30 minutos, lavadas com
dgua destilada estéril 2 vezes e seguida imersdo em 4&alcool 70% por 5 minutos
e, seguida de 4 lavagens consecutivas com agua destilada esterilizada. Apoé6s
desinfeccado, as sementes de milho foram embebidas por 3h em &agua estéril

Posteriormente as sementes foram incubadas por 1h em 6 diferentes
combinacdes de inéculos de leveduras (descrita no item 3.5.1.). Em seguida,
as sementes foram transferidas com auxilio de pingca esterilizada, para placas
de Petri, contendo meio de cultura YED - 1% Agar em pH 4,5. As sementes

foram crescidas por 7 dias no escuro em estufa a 30°C.
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4.5. Ensaios de bioatividade contra fungos filamentosos

As linhagens fungicas utilizadas nos ensaios de antagonismo foram: F.
oxysporum, C.lindemuthianum e P. decumbens.

Estes fungos foram cedidos pela professora Valdirene Moreira Gomes
do Laboratério de Fisiologia e Bioquim ica de Micro-Organismos da
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro e foram crescidos
em meio Sabouraud sélido a 30 °C durante 15 dias. Ap6s esse periodo foi feito
disco dos fungos que foram mantidos em solugdo salina (NaCl 0,15 mM) na
geladeira.

A atividade antagonista contra os fungos filamentosos foi baseada na
m etodologia descrita por Pallu 2010. Resumidamente, o teste foi avaliado pelo
m étodo da cultura pareada, a qual consiste no confronto direto, em meio de
cultura sdélida, do antagonista (levedura isolada de cana-de-agUcar) e do fungo
filam entoso.

Um disco do fungo filamentoso foi adicionado na metade da placa de
Petri contendo o meio de cultura e entdo crescido até aproximadamente
alcance da metade da placa (aproximadamente 7 a 9 dias). Ap6és esse periodo
foi adicionado um spot contendo a cultura das cepas de levedura isoladas de
cana-de-aclcar. As cepas de leveduras foram adicionadas posteriormente,
devido ao crescimento mais lento do fungo filamentoso garantindo que as
cepas de levedura, com crescimento mais acelerado, né&do tivessem a
viabilidade do crescimento comprom etido.

A determinacdo da bioatividade das leveduras isoladas de cana-de-
acucar foi através da formacgdo do halo de inibicdo do crescimento. Os
experimentos foram realizados com 3 repeticbes com duplicata do spot das

culturas de levedura em cada placa.
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4.6. Ensaios quantitativos da degradacdo de enzimas hidroliticas

em meio de cultura sélido

A utilizagcdo de meio sé6lido para detecgdo de enzimas em fungos, teve
como base o trabalho de Hankin e Agnostakis (1975) e Pallu (2010).

Foram realizados ensaios semiquantitativos em meio de cultura sélido
para avaliar a capacidade de secregdo enzim atica pelas cepas isoladas de
cana-de-aclUcar das seguintes enzimas: lipase, protease, celulase e pectinases.

Foram realizados indculos (spot equivalente a 20 H

L), das culturas
crescidas em Sabouraoud a 30°C durante 24h. Os in6culos foram adicionados
no centro de placas de Petri contendo 20 mL de cada meio de cultura
especifico para cada enzima analisada e entdo crescidos a 30°C por 7 dias.

Para a produc¢cdo de lipase, foi utilizado meio de cultura contendo
peptona (10g); NaCl (5g); CaCl,.2H ,0 (0,1 g); dgar (15 g)em 1000 mL de agua
destilada (pH 6,0). Para avaliar a atividade da enzima, 10 mL de Tween 20
(Sigm a) foi esterilizado separadamente e adicionados ao meio de cultura
previamente autoclavado (Sierra, 1957). A atividade lipolitica é detectada pelo
aparecimento de um precipitado visivel, resultante da deposicdo de cristais de
sais de calcio formados pelos acidos graxos liberados devido a acgéo
enzim atica e formacdo de um halo furta-cor ao redor da coldnia (Gopinath;
Anbu; Hilda, 2005).

Para a producdo de protease foi utilizado meio de cultura Agar nutriente
(Difco). Uma solugdo de gelatina 2% (Sigma) esterilizada separadamente e
adicionada ao meio Agar nutriente na proporcdo de 5 mL para cada 100 mL de
meio de cultura. A atividade gelatinolitica é detectada pela formacdo de uma
zona clara ao redor das coléonias, em <comparagdo a opacidade do &gar
(Gopinath; Anbu; Hilda, 2005).

Para producdo de celulase, o meio agar contendo: sacarose 30,0 g,
nitrato de sédio 3,0 g, de sulfato de magnésio 0,5 g, cloreto de potassio 0,5 g,
sulfato de ferro (IlIl) 0,01 g, hidrogenofosfato dipotassico 1,0 g, agar-agar 13,0
g/L, pH 7,0) com 1% de celulose (Sigma) em &agua destilada foi autoclavado

(Gopinath; Anbu; Hilda, 2005).
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A secrecdo de pectinases foi avaliada em meio de cultura contendo
extrato de levedura (1g), pectina citrica (59g), 500 mL de solucdo de sais (2 ¢
(NH,),sO0,;, 4 9g KH,PO,;,6 g Na,HPO ,; 0,2 g FeSO,; 1 mg CacCl,; 10 ug H ;B O ;;
10 g Mnso,; 70 "g znso,; 50 "g cuso, 10 "g MoO ,para cada 1000 mL de
dgua destilada), 500 mL de 4agua destilada e 15 g de Agar (Hankin e
Agnostakis, 1975). A atividade pectinolitica é determinada pela formacdo de
uma zona clara ao redor da colénia ap6s a adicdo de uma solucado de brom eto
hexadeciltrim etilam énia (1% ) durante 15 min, (Hankin e Agnostakis, 1975).

A producdo enzimatica foi realizada em triplicata. A producdo das
enzimas analisadas (lipase, protease, celulase e pectinases) foi através das
caracteristicas descritas nas metodologias. Para as que deram teste positivo,
foram medidos os diametros perpendiculares tanto da colénia quanto do halo

de degradacédo.
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6. DISCUSSAO

A diversidade de micro-organismos existentes na Terra é excepcional.
Esses organismos sdo encontrados habitando seres vivos, ar, agua, solo,
comprovando a versatilidade desses seres em se desenvolverem em habitats,
por m uitas vezes, inédspitos (M aki, 2006). Os fungos compreendem
aproximadamente 72.000 espécies descritas, entretanto a verdadeira escala de
diversidade de fungos é um debate aberto e recorrente (Arnold et al.,, 2000).

Nesse trabalho foi dado continuidade ao trabalho de Fortunato (2011)
gue isolou e caracterizou 21 micro-organismos isolados de cana-de-acguUcar
como sendo leveduras, realizando a identifica¢cdo molecular desses isolados
atraves do sequenciamento de regides conservadas especificas para fungos.
Os iniciadores sd@o para: regido D1/D2 da subunidade maior do 28S DNA
ribosom al (iniciadores NL1-NL4) e regido 5.8S DNA ribosomal (iniciadores
ITS1-1TS4). As sequéncias obtidas foram com paradas em banco de dados de
DNA usando analise de BLAST (Tabela 1). Apesar de ambos os iniciadores
serem bem descritos na literatura (Fujita etal., 2001; EI-Sharoud et al., 2009), o
intuito de se wutilizar os dois pares de primers nesse trabalho foi de garantir
um a identificacdo mais exata para os isolados de cana-de-aclUcar, podendo
comparar as identificacdes obtidas com os seguimentos am plificados.

Todas as cepas foram capazes de ser identificadas por ambos os pares
de primers, exceto as RBG 205-20 e CBA 106-17 gqgue apenas foram
caracterizadas pelos iniciadores ITS1-1TS4, fato que foi causado pelo baixo
rendimento de m aterial a ser sequenciado, provavelmente ocorrido pela perda
de m aterial genético durante as etapas anteriores ao sequenciamento. A
levedura Y. lipolytica JM-12 também foi analisada apenas para os iniciadores
ITS1-ITS4 e esta levedura foiutilizada como uma cepa controle na identificagédo
das demais cepas, jA que é uma espécie que possui o genoma conhecido
(Kegg Genome, 2015; Dujon et al., 2004).

Comparando as identificacdes das sequéncias obtidas por BLAST ¢
possivel observar que para ambos os pares de iniciadores a maioria das
identificagcGes de espécies foi equivalente. Exceto para as cepas CBA 106-19

(NL1-NL4: Candida fermentati e ITS1-1ITS4: Meyerozyma guilliermondii), CBA
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106-21, CBA 105-23, SPA 106-08, SPA 106-13 e SPA 205-07 (NL1-NL4:
M eyerozyma guilliermondii e ITS1-1ITS4: Meyerozyma caribbica), SPA 106-12
(NL1-NL4: Candida akabanensis e ITS1-1ITS4: Candida sp.). Porém, para as
cepas CBA 106-21, CBA 105-23, SPA 106-08, SPA 106-13 e SPA 205-07 a
identificacdo de género foiequivalente para todas como Meyerozym a.

M eyerozym a guillierm ondii (anamorfo Candida guillierm ondii) e
M eyerozyma caribbica (anamorfo Candida fermentati) estdo intimamente

relacionados como espécies geneticamente heterogéneas M. guilliermondii.

(Romi et al.,, 2014). M. guilliermondii € uma espécie de levedura amplamente
isolada a partir de diversos ambientes naturais (Corte et al., 2015), tais com o
estacdes de tratamento de aguas residuais (Lahav et al., 2002), a partir de
superficies de insetos (Suh e Blackwell, 2004), feridas de milho (Nout et al.,

1997) e muitas vezes isoladas de frutas com alta densidade relativamente de
aclUcar como abacaxi (Chanprasartsuk et al.,, 2010), uvas e vinho (Chavan et
al., 2009;. Lietal.,, 2010).

Portanto, os resultados podem <comprovar que ambos os pares de
iniciadores foram capazes de identificar as leveduras isoladas de cana-de-
aclcar. Segundo a identificagdo obtida pelos primers ITS1-1TS4, as 5 cepas
foram identificadas como: Rhodotorula mucilaginosa (RBG 105-07, RBG 104-
14, RBG 205-21, CBA 106-24 e SPA 106-05), 2 como Hanseniaspora vineae
(RBG 105-09 e RBG 205-12), 2 como Candida parapsilosis (RBG 205-16 e
RBG 205-20), 1 como Candida sp. (SPA 106-12), 5 como Meyerozyma
guilliermondii (CBA 106-17, CBA 106-19, CBA 205-10, SPA 106-09, SPG 105-
06) e 5 como Meyerozyma caribbica (CBA 106-21, CBA 105-23, SPA 106-08,
SPA 106-13 e SPA 205-07). Portanto, prevaléncia das cepas de levedura
isolada de cana-de-acglUcar foio género Meyerozyma (50% ).

E possivel que a cepa RBG 105-17, previamente caracterizada por
Fortunato (2011) como sendo uma cepa de Ilevedura, seja uma cepa de
bactéria, jA que a am plificagcdo pelos primers especificos para identificacdo de
fungos nédo foi efetiva neste isolado. Para caracterizd-la serd necessaéario
analisar o gene ribossomal 16S especifico para identificacdo de bactérias, o

gue sera feito futuramente.
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A levedura C. tropicalis foiencontrada em cascas de cana-de-aclcar em
aterros na Nigéria e, sendo as espécies mais frequentemente isoladas
(Olasupo et al., 2003).

Azeredo et al. (1998) caracterizaram as comunidades de leveduras
associadas de cana-de-aclcar (folhas, caules e rizosfera) durante as diferentes
fases de desenvolvimento da planta no Brasil e encontraram espécies de
Cryptococcus laurentii, Cryptococcus albidus, R. mucilaginosa e Debaryomyces
hansenii. Candida pseudointermedia, C. tropicalis, Hanseniaspora
guilliermondii, Pichia guilliermondii, S. cerevisiae e Trichosporon asahii como
isolados predominantes.

Espécies de Candida, Rhodotura e Hanseniaspora também foram
encontradas nas variedades de cana-de-aguUcar utilizadas nesse trabalho,
porém espécies de Cryptococcus ndo foram encontradas. Cryptococcus
também foram encontradas em isolados de cana-de-agclUcar da UFRJ como
relatado por Fortunato (2011).

A maioria das leveduras pertence ao filo Ascomiceto, com 75% das
cepas de leveduras isoladas, sendo que apenas as cepas identificadas como
R. mucilaginosa sdo pertencentes ao Basidiomiceto (25% ).

Diferente do visto por Limtong et al. (2014), que observaram que 69%
das leveduras pertenciam ao filo Ascomicetos e 31% ao filo Basidiomicetos,
incluindo a levedura R. mucilaginosa. As espécies predominantes de leveduras
da rizosfeta de culturas de <cana-de-aclUcar na Tailandia foram Candida
akabanensis, C. tropicalis, H. guilliermondii, M. caribbica e R. mucilaginosa,
além de espécies de Pichia e Cryptococcus.

Na figura 2, é analisado o crescimento em meio sélido dos micro -
organismos isolados. As cepas caracterizadas R. mucilaginosa (RBG 105-07,
RBG 104-14, RBG 205-21, CBA 106-24 e SPA 106-05) apresentam uma
coloragdo rosada vista em todos os isolados. A cepa RBG 105-17 possui um
crescimento diferenciado das dem ais cepas, nota-se que ha presenca de um a
cadpsula gelatinosa, ou uma estrutura similar, que cresce na coldnia.

Interessantemente, a cepa RBG 105-17 possuia capacidade de alterar a
morfologia na presenca de diferentes meios de cultivo (Figura 11) indicando

gue o isolado reage a diferentes condigdes nutricionais. A cepa RBG 15-17 ¢
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capaz de crescer formando uma espécie de capsula gelatinosa em meio sélido
Sabouraud (dgar, glicose e peptona) (Figura 11A) e quando esta cepa &
crescida no meio YED (4gar, extrato de levedura, glicose e aminoacidos lis, leu
e ura) o crescimento é de forma vertical, aparentando ser como uma coluna
(Figura 11B). No teste para determinacdo do potencial destas cepas em
produzir enzimas hidroliticas (Tabela 2), também foi possivel observar a
mudanca de morfologia pela cepa RBG 105-17. Quando foi crescida no m eio
especifico para deteccado de protease (d4gar nutriente e solugcdo gelatina 2% ) a
coléonia ficou com a borda completamente ramificada (Figura 11C) enquanto no
meio especifico para deteccado de celulase (dgar, sacarose, celulose) a cepa
cresceu espalhada no meio, sem definicdo especifica de coldnia individual
(Figura 11D), lembrando que nestes dois Ultimos casos a levedura foiinoculada
em forma de spot.

Ja foi visto que Bacillus subtilis ¢ capaz de mudangas de morfologia
dependendo das condicdes do meio de cultivo (Ohgiwari, Matsushita e
M atsuyama, 1992). Ha indicios de que este isolado de cana-de-aglUcar seja um
Bacillus (dados ndo mostrados), o que explicaria esta capacidade de mudanca
morfolégica.

O setor agricola desempenha um papel de extrema importancia para o
Brasil. O pais desponta como o terceiro maior produtor mundial de alimentos,
com destaque para a producgdo de soja, cana-de-aclUcar, milho, café e laranja
(Fao, 2009). O atual modelo empregado na producéo agricola vem
ocasionando initmeros problemas de ordem ambiental e social. A aplicagédo
ostensiva de agroquimicos para o controle de pragas e doencas agricolas tem
causado a contaminacdo de solos, rios e lengoéis freaticos, selegcdo de estirpes
resistentes a diversas moléculas guimicas, supresséao de organismos
essenciais a ciclagem de nutrientes e intoxicacdo de trabalhadores e
consumidores. As culturas de soja, milho e cana-de-aclcar respondem por

aproximadamente 70% do total de agrotéxicos utilizados no Brasil (IBAMA,

2009).

Atualmente s&do conhecidos cerca de 8 mil espécies de fungos
fitopatogénicos, que podem <causar cerca de 100 mil tipos de doencgas
diferentes em plantas (Tristdo et al.,, 2012). Levando em <consideracdo a
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necessidade de se buscar alternativas viaveis ao uso de agroquimicos e dos
problemas decorrentes de sua utilizagdo indiscriminada o controle biolégico de
micro-organismo pela agdo direta de outro micro-organismo tem aumentado em
importancia (Cook e Baker, 1983).

Cana-de-agucar e milho, respectivamente usados no isolamento de
leveduras (Tabela 1) e na anéalise da promoc¢édo do crescimento vegetal (Figura

7), sadao culturas que podem ser infectadas por um grande numero de fungos

fitopatogénicos. Patégenos de <cana-de-acucar podem ser Colletotrichum
falcatum , Ustilago scitaminea, Leptosphaeria sacchari, Bipolaris sacchari,
Puccinia m elanocephala, Fusarium m oniliform e, Thielaviopsis paradoxa

(Viswanathan, Sundar e Premkumari, 2003; Eriksson et al.,, 2003; Sood et al.,
2009). E em milho ja foram identificados os seguintes géneros de fungos
Alternaria sp., Phoma sp., Cladosporium sp., Aspergillus sp. e Nigrosposra sp.
Rhizopus sp. e Fusarium sp.. (Brancao etal., 2002).

Penicillium sp. e Fusarium sp. sdo também agentes importantes
causadores de doengas em soja e trigo (Brancéao et al.,, 2002) levando a
perdas de produtividade e consequentemente afetando a economia. O género
Colletotrichum também é relacionado <como parasitas de <centenas de
angiospermas, sendo a antracnose uma das doengas de maior importancia
para muitas plantas cultivadas, sendo de ocorréncia comum em hortalicas
solandceas, como pimentdo (Capsicum annum ), pimenta (Capsicum spp.) e jilo
(Solanum gilo) (Tozze Junior et al., 2006).

Nesse estudo foi avaliada a atividade fungistatica dos isolados de cana-
de-acglcar (m aioria leveduras) contra 0s fungos filam entosos C.
limdemuthianum, F. oxysporum e P. decubens (Figura 3, 4 e 6,
respectivamente).

Foi possivel observar que dentre as 21 cepas isoladas de cana-de-
aclUcar apenas uma cepa (RBG 105-17) foi capaz de inibir fortemente o
crescimento do fungo filamentoso C. limdemuthianum apés 7 dias de cultivo na
presenca do mesmo (Figura 3). Todavia, esta cepa € de bactéria, ao contrario
do que previamente foidescrito por Fortunato (2011).

As cepas de levedura identificadas como R. mucilaginosa (RBG 105-07,

RBG 105-14, RBG 205-21, SPA 106-05 e CBA 106-24), H. vinea (RBG 205-12
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e RBG 105-09) M. guiliermondii (CBA 205-10), 848 UFRJ (Candida cf.
sorbophila) e Y. lipolytica JM-12 mostraram ndo ser efetivas no controle
biol6gico de C. limdemuthianum ja que as mesmas foram completamente
sobrepostas pelo crescimento micelial do fungo, portanto ndo havendo nenhum
tipo de alteragcdo e/ou inibicdo do crescimento do C. limdemuthianum (Figura
3).

Ao contrario, as cepas identificadas como espécies de Candida (RBG
105-16, RBG 205-20 e SPA 106-12), espécies de Meyerozyma (CBA 106-17,
CBA 106-19, CBA 106-21, CBA 106-23, SPA 106-08, SPA 106-09, SPA 106-
13, SPA 205-07 e SPG 105-06, exceto CBA 205-10) ndo foram completamente
sobrepostas pelo cresciemento do C. Ilimdemuthianum durante 0o mesmo
periodo de tempo, indicando que de alguma forma essas cepas de leveduras
sdo capazes de controlar o crescimento de C.Ilimdemuthianum (Figura 3).

Coda (2013) avaliou 158 cepas de levedura quanto a atividade anti-
fangica contra o fungo Penicillium roqueforti e apenas as cepas de M.
guilliermondii mostraram atividade in vitro afetando a germinacdo de conidios.
A levedura M. guilliermondii representa uma fonte microbiana atraente para
aplicagdes tecnolégicas, sendo largamente utilizada para a producgcdo de
proteina terapéutica humana, fermentacdo de alimentos e controle biolégico

(W alker, 2011).

Rabelo de Lima et al. (2012) notaram que <cepas de leveduras,
especialmente M. guillierm ondii, promoveram uma reduc¢cdo significativa no
crescimento micelial e na germinacédo de conidios de Colletotrichum

gloeosporioides in vitro. Dado que corrobora para o controle do crescimento do
fungo filamentoso pelas espécies de Meyerozyma analisadas nesse estudo.
Outro fungo que merece atengdo no controle biolégico sdo as espécies
de Fusarium e diversos trabalhos vém sendo descritos (Alabouvette,
Lemanceau e Steinberg 1993; Schisler et al.,, 1995; Fathi e EI-Nady, 2008;
Shanmugam et al.,, 2011). Em testes de campo, Schisler et al. (2002) notaram
gue espécies de leveduras Cryptococcus sp. foram <capazes de inibir o
crescimento de Fusarium graminearum (agente causador da fusariose do trigo).
W alker et al. (1995) observaram que as leveduras S. cerevisiae e P. anomala

inibiram o crescimento de Fusarum equiset. S. cerevisiae e também foram
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capaz de inibir o crescimento de F. oxysporum (EI-Sayed Shalaby et al., 2008).
Contudo, ndo hda nenhum trabalho descrito caracterizando isolados de cana-de-
aclUcar quanto ao seu potencial conjunto no controle biolé6gico e na promocgéao
do crescimento vegetal.

F. oxysporum, um constituinte normal das comunidades de fungos
presentes na rizosfera, foirelatado como responsavel por diversas doencas em
diferentes culturas incluindo milho (Nally et al., 2013; Fravel, Deahle Stommel,
2005).

Logo, a atividade dos isolados de cana-de-aclUcar foi verificada contra o
fungo F. oxysporum . E possivel observar que de forma semelhante ao C.
lindem uthianum apenas a cepa RBG 105-17 foi capaz de inibir
significativam ente o fungo F. oxysporum (Figura 4). E as cepas CBA 106-19,
CBA 106-24 e RBG 205-12 (M .guilliermondii, R. mucilaginosa e H. vinea,
respectivamente) foram capazes de exercer alguma protegdo contra o contato
direto com fungo filamentoso, n&do sendo totalmente sobrepostas pelo
crescimento do mesmo. As demais cepas analisadas foram completamente
sobrepostas pelo crescimento micelial do fungo, indicando que estas nao
possuem atividade antifdngica sobre o mesmo (Figura 4).

N&o é surpresa que micro-organismos, tais como fungos, sdo capazes
de produzir moléculas bioativas, tendo em vista que esses organismos vivem
em ecossistemas complexos onde competem e se comunicam com outros
organismos que vdo desde bactérias, fungos, algas, protozoarios (Brakhage e
Schroeckh, 2011).

A capacidade de mudangca morfolégica pela cepa RBG 105-17,
curiosamente também foi notada quando esta foi crescida na presenca dos
fungos filamentosos F. oxysporum (Figura 5A e 5B), C. limdemuthianum
(Figura 5C e 5D). E provavel que seja uma resposta ao estresse causado pela
presenca do fungo, ou protegcdo, ou por aquisicdo de nutrientes jA que o
ambiente se tornou com petitivo. Tais respostas provavelmente servem para
garantir a sobrevivéncia do organismo levando em consideragdo as interacdes
microbianas existentes em ecossistemas naturais.

As leveduras sédo utilizadas frequentemente para o controle biolégico de

fungos filamentosos patogénicos em frutos. Doengas po6s-colheitas sédo
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também um problema consideravel para comerciantes e consequentemente
para economia, geralmente resolvido com wuso de fungicidas (Li et al., 2011).
Tristdo et al. (2012) avaliaram o potencialde leveduras no controle biol6gico de
doencas observando que tempo de prateleira do abacaxi aumentou em seis
dias, reduzindo a incidéncia de lesdo na presenca das leveduras S. cerevisae
e Pseudozyma floculosa.

Penicillium spp. é importante fungo causador de doengas de frutos pos-
colheita e deterioragcdo de grdos de cereais armazenados, as quais geram
perdas consideraveis. A atividade antagonista contra o fungo P. decubens foi
avaliada e indicada na figura 6.

o isolado RBG 105-17 (capaz de inibir F. oxysporum e C.
limdemuthianum) nédo foi capaz de inibir o crescimento de P. decubens.
Partindo do presuposto que esta cepa é de bactéria, este fendmeno seria
justificado ja& que espécies de Penicillium sd8o bem conhecidas em produzir
Penicilina cuja acdo é bactericida (Figura 6).

A inibicdo do crescimento de P. decubens foi pelas leveduras de
Candida (RBG 205-16 e RBG 205-20), que quando crescidas na presencga
m ostraram certa capacidade de inibir o crescimento do mesmo do fungo.
Espécies de Candida parecem ser capazes de interferir no crescimento de
espécies de Penicillium: Penicillium expansum (Coelho et al.,2010) e
Penicillium roqueforti (Druvefors e Schnirer, 2004).

Na figura 6, também mostra que as leveduras R. mucilaginosa (RBG
205-21, RBG 104-14, CBA 106-24 e RBG 105-07) também promoveram certa
inibicdo no crescimento de P. decubens. Li et al. (2011) viram que macas
tratadas com R. mucilaginosa dim inuiram significativamente o diametro do
mofo (causado por P. expansum), inibindo a germinacdo e sobrevivéncia de
esporos, em comparagdo com os frutos de <controle, e quanto maior a
concentracdo de R. mucilaginosa, melhor a eficacia do biocontrole. O trabalho
de Druvefors e Schniurer (2004) também mostra a inibicdo de Penicillium por R.
mugilaginosa.

Os dados geram indicativos que as cepas de levedura descritas como
espécies de R. mugilaginosa possam de forma similar inibir a germinacao de

Penicillium, porém apenas ensaios mais detalhados, por exemplo testes em
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m eio liguido, avaliando a germina¢c¢do de esporos, como feito por Ribeiro et al.
(2007) poderdao confirmar a efetiva capacidade dessas leveduras.

Nota-se qgue a cepa Y. lipolytica JM-12 nao interferiu no crescimento de
dos fungos filamentosos, C. lindemuthianum , F. oxysporum e P. decubens,
(Figura 3, 4 e 6, respectivamente). Corroborando com esses ja foirelatado que
espécies de Y. lipolytica ndo interferiram no crescimento de P. roqueforti
(Druvefors e Schniurer, 2004). Y. lipolytica também teve seu crescimento
influenciado pela levedura Mrakia frigida 2E00797 (isolada de sedimentos
m arinhos da Antartica) (Hua et al, 2010) e pela levedura marinha
W ickerhamomyces anomalus (Guo et al,. 2013). Indicando que espéceis de Y.
lipolytica, incluindo a wutilizada nesse estudo (Y. lipolytica JM-12) é wuma
levedura que tem seu crecimento influenciado pela agdo de outros micro -
organismos.

Interessantemente, a cepa RBG 105-09 (H. vineae) e a SPG 105-06 (M.
guilliermondii) promoveram um crescimento diferenciado do fungo P. decubens.
E possivelobservar visualmente que o fungo teve uma germinacédo de esporos
aumentada, em comparagdo com O crescimento em conjunto com as dem ais
cepas de levedura e também <com a cultura controle (apenas o fungo
filam entoso) (Figura 6). O trabalho de Schisler et al. (1995), os quais
analisando o potencial de 29 leveduras para controle biolégico, observaram
gue 3 cepas de leveduras foram capazes de aumentar a germinacao de
esporos da espécie em F.sambucinum .

O potencialdos endofiticos na agricultura inclusive no controle biolégico
vem aumentando (da Silva, 2013). O controle biol6gico de patégenos de
plantas usando micro-organismos como agentes antagonistas é atualmente
considerado um importante componente do manejo integrado de culturas
agricolas (Ryu et al.,, 2014).

Os dados apresentados nesse trabalho sugerem que micro-organismos
isolados de cana-de-agclcar podem ser capazes de serem utilizados no controle
biol6gico. Principalmente a cepa RBG 105-17 pode ser considerada possivel
agente de controle de doencas fitopatogénicas, incluindo as que acometem as
culturas de cana-de-aclUcar. Trabalhos futuros visam analisar o mecanismo de

acdo usado pela cepa RBG 105-17 para afetar o crescimento de fungos
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filam entosos. Portanto, a utilizacao desses isolados poderéa reduzir
consideravelmente o uso de pesticidas em diversas culturas de interesse
econdmico.

Conforme Hancock & Millar (1965), a atividade patogénica de alguns
fungos esta diretamente relacionada com sua capacidade de produzir enzimas
degradadoras da parede celular.

No trabalho de Bastos (2004) foi feito um screnning da capacidade de
isolados do fungo Crinipellis perniciosa (causador da vassoura-de-bruxa do
cacaueiro e cupuacuzeiro) em produzir enzimas extracelulares, mostrando que
esse fungo é capaz de produzir enzimas tais como celulase, lipase e protease,
porém ndo é capaz de produzir pectinase.

Da mesma maneira que a capacidade de produzir enzimas hidroliticas
na eficiéencia de fungos patogénicos (Naturatat et al.,, 2014), os fungos
endofiticos precisam ultrapassar a barreira da parede celular para colonizar os
tecidos internos. Assim, a produ¢g¢do dessas enzimas pelos fungos endofiticos
seria de grande importancia. Além dos fungos serem considerados o0s m ais
importantes micro-organismos utilizados pela indUstria de producédo de enzimas
(Bortolazzo, 2011), sendo industrialmente valorizados porque essas enzimas
normalmente sdo extracelulares, o que facilita sua recuperacdo do meio de
fermentacdo (Carvalho et al., 2005)

Dentre as enzimas hidroliticas de m aior interesse estdao as lipases, que
sdo biocatalisadores versateis capazes de catalisar diferentes reacgdes, tanto
em meio aquoso como em meio organico, com teor de adgua restrito (Najjar et
al.,, 2011). A atividade de lipase em bactérias, leveduras e fungos, mostra que
cerca de 25% destes micro-organismos analisados foram considerados
produtores de lipase (Hou e Johnston 1992; Hou, 1997; Nicaud. 2012).

Neste trabalho, a capacidade da producdo de lipases pelos isolados de
cana-de-acUcar e a levedura Y. lipolytica JM-12 foi avaliada ao aparecimento
de um halo transliacido furta-cor. De acordo com Hankin e Anagnostakis (1975),
o halo opaco é proveniente da formac¢édo de cristais de céalcio do acido laurico,
liberado pela acdo da enzima ou pela completa degradacdo dos sais lipidicos

em meios contendo sorbitol monolaurato (Tween 20) como substrato lipidico.
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Nesse trabalho também foi possivel observar a precipitagdo de cristais de
calcio nas cepas que tiveram capacidade de degradar lipidios (Figura 10).

Dentre as 24 leveduras analisadas, 21 cepas (88% ) foram capazes de
produzir esta enzima (Tabela 2). As cepas Y. lipolytica JM-12 e SPA 106-05 (R.
mucilaginosa) foram as que degradaram lipase em maior escala do que as
dem ais cepas (Tabela 3).

Y. lipolytica vem chamando a atencdo de pesquisadores devido ao seu
enorme potencial biotecnolégico na produc¢cdo de varios tipos de metabdlitos,
dentre os metabdlitos produzidos um dos mais importantes é a lipase devido as
suas aplicagdes tecnoléogicas amplas nos alimentos, farmacéuticas e de
detergentes dreas de produgcdo (Gongalves, Colen, e Takahashi, 2014; Nicaud.
2012).

Y. lipolytica é considerada uma levedura oleaginosa, tendo capacidade
de estocar e produzir lipidios. Em m édia, essas leveduras acumulam lipidios
em quantidade correspondendo a 40% da sua biomassa. Em condicbes em
gue existe limitagdo de nutrientes, a acumulacdo de lipidios pode atingir valores
gue excedam 70% da sua biomassa. Estas caracteristicas permitem que Y.
lipolytica JM -12 esteja entre os micro-organismos promissores para a producgéao
de biodiesel (Goncgalves, Colen, e Takahashi, 2014. Beopoulos et al., 2009)

Nesse trabalho notou-se que as leveduras identificadas como Candida
(RBG 205-16, SPA 106-12, RBG, 205-20 e 848 UFRJ) e Rhodotorula (SPA
106-05, RBG 105-07, RBG 104-14, RBG 205-21 e CBA, 106-24) também foram
capazes de produzir lipase (Tabela 3). Espécies de Candida e Rhodotorula
também sdo consideradas leveduras oleaginosas. Os teores de lipidios
acumulados pelas espécies de Rhodotorula podem <chegar até 72% da
biom assa (Beopoulos et al. 2009).

Outro produto de interesse mundial no potencial de comercializacdao é a
celulase. Segundo Leschine (1995), a celulose é considerada o biopolimero
m ais abundante do am biente terrestre. Usada em meios alimenticios e também
na conversdo quimica e biolégica de m ateriais lignoceluloliticos (Chen et al.,

2012 Dashtbanet al.,, 2010).
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Desse modo, foi avaliada a capacidade da degradacado de celulose por
leveduras (Tabela 2) e observado que com base no método utilizado ndo houve
producado de celulase por nenhuma das leveduras.

Diversos fatores podem ter influenciado nesses resultados. Dentre eles,
as espécies isoladas de cana-de-aclUcar sdo a maioria pertencente ao filo
Ascomicetos (Tabela 1), cuja classificagcdo é de fungos de degradacdo branda
(Jgrgensen et al., 2005; Filho, 2008). Para além do tipo de fungo, a produc¢éao
de celulase também é grandemente influenciada por componentes do meio,
especialmente carbono e nitrogénio, fontes minerais e fatores fisicos, tais com o
pH, temperatura e umidade (Lynd et al., 2002). Fatores que também podem ter
contribuido para auséncia de producédo de celulose pelas leveduras estudadas.

O utra capacidade enzim atica analisada pelas leveduras nesse estudo foi
a de degradacdo de pectina, a qual ndo foi possivel verificar nas mesmas
(Tabela 2). As pectinases sdao produzidas naturalmente por plantas, fungos
filam entosos, leveduras e bactérias e a selegcdo de isolados capazes de
sintetizar enzimas adequadas é fundamental para o seu uso industrial (Uenojo
e Pastore 2006).

Contudo, a produgcdo de pectinases é também afetada por diferentes
fatores tais como, os componentes do meio de crescimento, particularmente a
fonte de carbono (tipo e concentracdo) e a presenca de indutores (pectina e
derivados) (Blandino et al., 2001), além de condicdes de processo como o0
suprimento de oxigénio, o pH, a temperatura, o teor de in6culo (Bravo et al.,
2000) e o corante de revelagdo enzim atica (Hankin e Anagnostakis,1975;
Uenojo e Pastore, 2006) Portanto, é possivel que as condicdes de cultivo nédo
sejam O6timas para a produgdo/detecgcdo de pectinase pelas cepas avaliadas.

Nesse trabalho também ndo foi possivel detectar a producdo de
protease pelas leveduras analisadas (Tabela 2). Para as cepas (RBG 105-07,
RBG 105-14, RBG 205-21, CBA 106-24 e SPA 106-05) identificadas como R.
mucilaginosa ndo tém relatos na literatura quanto a producdo de proteases
extracelulares (Chaud, 2014). Apesar de esta levedura possuir uma ampla
distribuicdo em ambientes terrestres, aquaticos e marinhos, sendo encontrada
também em ambientes extremos (Libkind et al., 2008; Vaz et al., 2011; Duarte

et al,2010).
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A secrecdo de enzimas proteoliticas ndo é uma propriedade comum
para leveduras (Charoenchai et al.,, 1997; Chi et al.,, 2009), contudo novos
géneros de leveduras tém sido explorados por muitos cientistas quanto a
producédo de proteases acidas, embora estes relatem um a atividade enzim atica
ainda baixa (Mandujano-Gonzalez et al.,, 2013; Gogliettino et al., 2014). As
proteases extracelulares de leveduras sdo também relevantes em processos
biotecnolégicos (estabilizagdo de cervejas e vinhos, alimentos, produtos
farmacéuticos e outros) (Ogrydziak, 1993). Além disso, de acordo com Gupta et
al. (2002), proteases microbianas apresentam ainda o diferencialde serem, em
geral, extracelulares e diretamente secretadas no meio de fermentacdo, o que
facilita os processos de recuperacdo.

Naturatat et al. (2014) verificaram a produgdo de enzimas celulase e
protease por fungos endofiticos de arroz, no gqual apenas as leveduras
Pseudozyma rugolosa e Pseudozyma antarctica foram capazes de produzir
protease e Cryotococcus flavus foi capaz de produzir celulase. Contudo,
nenhuma dessas espécies foiidentificada nesse trabalho (Tabela 1).

A falta de atividade proteolitica desse trabalho pode ter ocorrido também
pelas condicdes de cultivo. E possivel que as cepas (RBG 205-16, RBG 205-
20, SPA 106-12, 848 UFRJ) identificadas como género de Candida fossem
capazes de produzir proteases em meios espécificos. Tal como visto pela
levedura Candida pulcherrima em meio carente de aminoacidos e sulfato de
amoénio (Charoenchai et al., 1997) e a levedura Candida humicola em meio
enriquecido com BSA (Bovine Serum Albumin) (Ray et al., 1992).

Diversos trabalhos ressaltam a importancia de bactérias na promog¢édo do
crescimento vegetal, por isso sdo classicamente denominadas bactérias
prom otoras do crescimento vegetal (PG PR - plant growth prom oting
rhizobacteria) (Herrnann e Lesueur, 2013; Pereira e Castro, 2014; Rosas et al.,
2009). Fungos micorrizicos também sdo extensivamente estudados quanto aos
seus beneficios no crescimento de plantas (Miller e Jastrow, 1992; Vassilev et
al., 2001;Boby et al., 2007; Medina et al.,, 2004.). Porém, na literatura a

importancia das leveduras na promocdo do crescimento vegetal ainda ¢é

relatada.
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A inoculacdao dessas com micro - organismos benéficos pode constituir
em uma alternativa para melhorar a disponibilidade e assimilagdo de adgua e
nutrientes, promovendo o crescimento vegetal (de Freitas, 2000; Khalid et al.,
2004). Leveduras assim como as bactérias podem ser promotoras do
crescimento vegetal, sendo denominadas leveduras promotoras do
crescimento vegetal (PG PY - growth-prom oting yeast) (Medina etal., 2004).

Nesse trabalho, foi analisada in vitro a capacidade destas leveduras
durante o crescimento de raizes de milho (Figura 7). Para os testes de
crescimento vegetal, as leveduras CBA 106-19 (Meyerozyma guilliermondii) e
SPA 106-12 (Candida sp.) e 848 UFRJ (Candida cf. sorbophila) isoladas de
cana-de-aclcar e a levedura Y. lipolytica JM-12 ja que se tem descrito que
espécies de Y. lipolytica é uma PGPY (Medina etal.,, 2004).

E possivel notar que ap6s sete dias de crescimento todos os inéculos
contendo as combina¢gdes de leveduras foram capazes de promover o
crescimento das raizes laterais de milho em comparagdo com controle (Figura
7).

Os dados mostrados na figura 8B,confirmam a promoc¢édo do crescimento
de raizes laterais pelos diferentes inéculos das leveduras. No tratamento
controle nao houve <crescimento de raizes superfinas (indicando pelos
radiculares) até 0,25 cm de com primento, porém raifzes mais espessas foram
encontradas (entre 1,25 cm e 1,5 cm). Apesar do comprimento total de raizes
(Figura 8A) né&do ter sido influenciado pelos diferentes in6éculos, é possivel
concluir que as leveduras foram capazes de modificar a arquitetura das raizes
de milho induzindo o aparecimento de raizes m ais finas.

Sun et al. (2014) observaram oque o numero de rafzes laterais de
Arabdopsis sdo aumentadas quando estas sdo inoculadas com Jleveduras
capazes de produzir AIA (Hannaella coprosmaensis e Ustilago esculenta). Os
dados também mostraram que pH é uma variavel ambiental que influencia
biossintese AIA, mostrando que a maioria das leveduras analisadas nao foi
capaz de crescer em pH alcalino (9,0) e dentre as que cresceram nenhuma foi
capaz de produzir AIA. Além disso, a cepa Candida sp.(JYCO072) foia levedura
gue mais produziu AIA quando analisou o pH acido (4,0), o qual é considerado

0o mais propicio para a producédo de AIA.
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Nesse tabalho, o meio de cultivo utilizado para a germinac¢do das
sementes de milho tem pH 4,5, logo é propicio para a producgcdo de AIA pelas
leveduras utilizadas na preparacao dos indculos.

As leveduras CBA 106-19 (Meyerozyma guiliermondii) e SPA 106-12
(Candida sp.), 848 UFRJ (Candida cf. sorbophila), Y. lipolytica JM-12 sédo
conhecidas por produzir AIA (Fortunato, 2011; Dutra, 2010). A capacidade de
producdo de AIA por leveduras endofiticas de cana-de-aglUGcar também foi
relatada por Naturatat et al. (2012) e Limtong et al. (2014). Nassar et al. (2005)
constataram que as leveduras isoladas de raizes de milho sdo capazes de
produzir AIA.

Sendo assim, é altamente provavel que o aumento das raizes laterais
promovidas pelas cepas CBA 106-19, SPA 106-12, 848 UFRJ e Y. lipolytica
JM -12 tenha ocorrido pela producdo ex6gena de AIA no meio de cultivo e que
consequentemente induziu o crescimento nas raizes de milho. E a AIA ¢
considerada como um regulador chave na formacdo de raizes laterais
(Ditengou et al., 2008, Laskowski et al., 2008; Nibau, Gibbs e Coates, 2008).
Além da producao de AIA por micro-organismos ser considerada uma boa fonte
de biofertilizantes (Sasikala e Ramma 1998).

E importante esclarecer que a absorgcdo de nutrientes e agua pelas
raizes é de responsabilidade das raizes mais finas, incluindo os pelos
radiculares, o qualincrementa a superficie de contato solo-planta (Nibau, Gibbs
e Coates, 2008). Na figura 8, observa-se também que ha&a um aparecimento
desses pelos radiculares em comparacao ao controle (na auséncia de inéculos)
sugerindo que as raizes inoculadas com essas leveduras serdo capazes de
aumentar sua capacidade de captar nutrientes e Agua e consequentemente ter
um crescimento mais promissor.

A expansdo das células e o crescimento celular podem ser induzidos
pela agcdo das auxinas (Rayle e Cleland,1972). Acredita-se que as AIA podem
aumentar a taxa de extrusdo de H pela estimulacdo de H+-ATPases
preexistentes na membrana plasm atica e/ou sintese de novas H+—ATPases. (0]
mecanismo do crescimento &cido postula que o crescimento celular induzido
por AIlA estaria diretamente relacionado com a acidificagdo do apoplasto

provocada pelo aumento da atividade de H+-ATPAses. Essa acidificagédo
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levaria a ativagdo de enzimas especificas aumentando a plasticidade da
parede celular, necessario para a expansédo da célula (Cleland, 1995).

As H+—ATPases (bombas de H+) sd0 enzimas transmembranares
capazes de hidrolisar ATP, gerando energia e um gradiente eletroqguimico que
estd diretamente envolvido em dois mecanismos fundamentais para o
desenvolvimento vegetal. O gradiente eletroquimico gerado pela H+-ATPase de
membrana plasmatica esta diretamente envolvido com dois mecanismos
fundamentais do desenvolvimento vegetal: (i) a energizacado de sistemas
secundéarios de translocagcdo de ions fundamentais para a absorcédo de macro e
micronutrientes e (i) o aumento da plasticidade da parede <celular para
possibilitar o processo de crescimento e a divisdo da célula vegetal (Facanha et
al., 2002).

Ja& é conhecido que a levedura Y. lipolytica JM-12 é capaz de estimular
H+—ATPase na presenca de AIA (Dutra, 2010). Portanto, é provavel que a
auxina produzida pelas leveduras utilizadas nos in6culos esteja estimulando as
H+—ATPase e consequentemente promovendo o crescimento das raizes de
milho. Assim, as leveduras CBA 106-19 (Meyerozyma guilliermondii) e SPA
106-12 (Candida sp.) e 848 UFRJ (Candida cf. sorbophila) isoladas de cana-
de-aclUcar e a levedura Y. lipolytica JM-12 podem ser utilizadas em bioin6culos

visando aumentar a producgdo agricola.
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7.CONCLUSOES

As leveduras isoladas de cana-de-aclcar foram identificadas com o
Rhodotorula mucilaginosa, Hanseniaspora vineae, Candida parapsilosis,

Candida sp., Meyerozym a guilliermondiie Meyerozyma caribbica;

O s isolados promoveram trés diferentes tipos de crescimento dos fungos
filamentosos F. oxysporum e C. limdemuthianum : 1) inibicdo significativa
com halo de inibicdo evidente, 2) o crescimento micelial do fungo
sobrepde o crescimento das levedruas e 3) o crescimento micelial do

fungo ndo sobrepde o crescimento das leveduras;

A cepa bacteriana RBG 105-17 inibe significativamente o crescimento
dos fungos F. oxysporum e C. limdemuthianum , porém nd&do inibiu P.
decubens. Além de possuir uma mudanc¢ca de morfologia durante o
crescimento na presenga dos fungos filamentosos F. oxysporum e C.

limdemuthianum e em diferentes meios de cultivo;

As leveduras que exercem efeito brando no crescimento dos fungos
filam entosos (ndo sobrepondo as coléonias de levedura) sdo espécies de
Candida e espécies de M eyerozyma contra C. Iimdemuthianum,
M .guilliermondii, R. mucilaginosa e H. vineacontra F. oxysporum e as R.
mugilaginosa e espécies de Candida P. decubens. Portanto, podendo

ser agentes no controle biolégico;

As leveduras CBA 106-19 (Meyerozyma guiliermondii) e SPA 106-12
(Candida sp.), 848 UFRJ (Candida cf. sorbophila) eYarrowia lipolytica
JM -12 foram capazes de promover o crescimento das raizes laterais de
milho em comparacdo com controle. Logo, podem ser utilizadas com o

inoculantes;
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21 leveduras foram <capazes de produzir lipases, incluindo Yarrowia

lipolytica JM -12 e Rhodotorula mucilaginosa (SPA 106-05) que tiveram

m aior atividade enzim atica;

N&do foi possivel detectar a atividade enzim atica de celulase, protease e

pectinase em nenhum do isolados analisados.
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