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APRESENTAÇÃO

A obra “Agricultura em Bases Agroecológicas e Conservacionista” tem 
foco e discussão principal sobre técnicas e práticas agrícolas consolidadas e em 
perspectiva para avanços consistentes na agroecologia e agricultura baseadas no 
conservacionismo. 

O objetivo foi apresentar literatura para assuntos emergentes dentro da 
temática central da obra, sendo que do capítulo 1 ao 8 os leitores encontraram 
revisões de literatura sobre homeopatia, alimentação alternativa de animais e 
insetos, comunicação em agroecologia, novas tecnologias na era 4G, bioativação 
e remineralizadores de solo. Já do capítulo 9 ao 20 foram apresentados trabalhos e 
investigações aplicados dentro desses assuntos e outros complementares. 

Participaram desta produção científica autores da Universidade Estadual de 
Maringá, Universidade Estadual do Oeste do Paraná, Universidade Federal do Mato 
Grosso e Universidade Federal do Paraná. 

Os temas diversos discutidos neste material propuseram fundamentar o 
conhecimento de acadêmicos e profissionais das áreas de agroecologia e agricultura 
conservacionista e destinar um material que demonstre que essas vertentes agrícolas 
são consistentes e apresentam ciência de fato. 

Deste modo, a obra “Agricultura em Bases Agroecológicas e Conservacionista” 
apresenta material bibliográfico relevantemente fundamentado nos resultados práticos 
obtidos pelos diversos pesquisadores, professores, acadêmicos e profissionais que 
arduamente desenvolveram seus trabalhos que aqui foram apresentados de maneira 
didática e valorosa para o leitor. 

Higo Forlan Amaral
Kátia Regina Freitas Schwan-Estrada
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RESUMO: O fungo Microsphaera diffusa, 
agente etiológico do oídio da soja pode 
ocasionar perdas de até 40% na produção. 
O controle desta doença é difícil e em soja 
sob cultivo agroecológico opta-se por utilizar 
produtos naturais. Este trabalho teve como 
objetivo avaliar o uso da levedura Lachancea 
thermotolerans no controle da doença, na 
indução da gliceolina e o efeito dos tratamentos 
sobre a produção de clorofila a e b. As sementes 

de soja cultivar NA 5909 foram semeadas em 
vasos contendo mistura solo: areia em casa 
de vegetação. Após 32 dias da semeadura, 
com o aparecimento dos primeiros sintomas da 
doença, iniciou-se aplicação dos tratamentos 
(células de L. thermotolerans; mix (células + 
filtrado); filtrado; leite in natura e caldo de cana, 
todos na concentração de 10%) bem como a 
avaliação de severidade da doença. Com os 
dados obtidos, calculou-se a área abaixo da 
curva de progresso da doença (AACPD) sendo 
que o tratamento com leite in natura o que 
apresentou a menor AACPD. A produção da 
fitoalexina gliceolina foi analisada no bioensaio 
em cotilédones da soja tratados com os 
diferentes tratamentos e verificou-se que todos 
os tratamentos foram eficientes em produzir 
gliceolina nos cotilédones. Foi possível verificar 
que os tratamentos não alteraram a produção 
de clorofila a e apenas os tratamentos de células 
e filtrado de L. thermotolerans, promoveram 
incremento na produção de clorofila b. Assim, 
conclui-se que o leite in natura e as células 
leveduriformes bem como o filtrado das células, 
podem ser adicionados ao manejo integrado 
para controle de oídio da soja.
PALAVRAS-CHAVE: fitoalexina, levedura, 
leite in natura
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USE OF Lachancea thermotolerans CCMA 0763 IN THE CONTROL OF OIL AND 
THE INDUCTION OF GLYCEOLIN IN SOYBEAN

ABSTRACT: Microsphaera diffusa, the etiological agent of soybean powdery mildew 
can lead to losses of up to 40% in production. The control of this disease is difficult 
and in soybeans under agroecological cultivation uses natural products. The objective 
of this work was to evaluate the use of the yeast Lachancea thermotolerans in the 
control of the disease, the induction of glyceolin and the effect of the treatments on 
chlorophyll a and b production. The seeds of soybean NA 5909 were sown in pots 
containing soil: sand mixture in a greenhouse. After 32 days of sowing, with the onset 
of the first symptoms of the disease, the treatment was started (L. thermotolerans; 
mix cells + filtrate), filtered, raw milk and cane juice, all at a concentration of 10%) as 
well as the assessment of disease severity. With the obtained data, the area under the 
disease progress curve (AUDPC) was calculated, being the treatment with raw milk 
that presented the lowest AUDPC. To verify the production of phytoalexin glyceolin, a 
bioassay was performed on soybean cotyledons treated with the different treatments 
and it was verified that all the treatments were efficient in producing glyceolin in the 
cotyledons. In relation to chlorophyll production, it was possible to verify that the 
treatments did not altered the production of chlorophyll a and only the treatments of cells 
and filtrate of L. thermotolerans, promoted an increase in the production of chlorophyll 
b in soybean. Thus, it is concluded that raw milk and yeast cells as well as cell filtration 
can be added to the integrated management to control soybean powdery mildew.
KEYWORDS: phytoalexin, yeast, raw milk

1 |  INTRODUÇÃO

A cultura da soja (Glycine max L.) contribui para uma parcela significativa das 
exportações brasileiras e milhares de famílias são beneficiadas pela geração de 
empregos advindos do complexo de produção, transporte e industrialização da soja 
(IBGE, 2016). Na safra 2018/19, o Brasil foi o segundo maior produtor de soja do 
mundo com produção de 117,00 mil toneladas, perdendo apenas para os Estados 
Unidos, com 123,66 mil toneladas (CONAB, 2019). Com o aumento da área semeada, 
a preocupação com relação à agentes causadores de doenças é crescente, uma vez 
que, o ataque feito por esses agentes, podem causar perdas na produção. Mais de 40 
doenças causadas por fungos, bactérias, nematóides e vírus já foram identificadas 
em soja no Brasil (HENNING et al., 2014). 

Entre as doenças que podem causar perdas de produtividade na soja, pode-
se citar o oídio, causado pelo fungo Microsphaera diffusa (Cooke & Peck) que foi 
considerada de pouca importância, mas que ganhou destaque após a safra de 
1996/97, quando ocasionou perdas de rendimento de até 40% (YORINORI, 1997). 
Dentre os sintomas aparentes na planta, observa-se a formação de uma fina camada 
de micélio branco sobre a folha, podendo cobri-la por inteiro. Quando mais velho o 
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micélio, a coloração passa de branca, para castanho-acinzentado e em condições 
de infecção severa, o micélio e as frutificação do fungo impedem a folha de fazer 
fotossíntese, levando as mesmas a ter queda prematura (YORINORI, 1997).

Atualmente, existem cultivares que são resistentes ao ataque de M. diffusa, 
porém, nem sempre são recomendadas ou encontram-se disponíveis para o plantio 
em determinadas regiões. Dessa forma, o controle do oídio é realizado na maioria 
das ocorrências por meio de fungicidas entretanto o uso incorreto destes produtos 
químicos pode causar sérios problemas ambientais, como também resistência por 
parte do fungo (GODOY et al., 2014). Além disso, a preocupação com a saúde 
humana, leva o mercado a buscar algumas alternativas no controle de doenças, 
entre as quais, está o controle biológico, utilizando microrganismos que já estão 
presentes no ambiente (natural) bem como fazer a introdução do agente antagonista, 
que pode ser bactérias (ex: Bacillus subtillis), fungos (ex: Trichoderma harzianum) 
ou leveduras (ex: Saccharomyces cerevisiae).

As leveduras têm sido usadas como agentes de biocontrole e entre elas, a 
levedura do o gênero Saccharomyces tem se destacado (GOUVEA et al, 2007). 
Entretanto outros gêneros também tem sido estudados como Pichia spp., P. 
guilliermondii, Rhodotorula mucilaginosa que apresentaram eficiência no controle de 
doenças em pós-colheita (SILVA et al, 2015). As leveduras Candida saopaulonensis 
C6A, C. laurentii FVC10 e Bullera sinensis FVF10 (R1) foram testadas para o controle 
do tombamento e da podridão radicular causada por Rhizoctonia solani em plantas 
de feijão-caupi e reduziram a severidade da doença em 57,4%, 48,5% e 66,3%, 
respectivamente, sendo considerados promissores para atuarem como agentes de 
biocontrole (TENÓRIO et al., 2019). 

Outra levedura como potencial para ser usada no controle biológico é 
Lachancea (Kluyveromyces) thermotolerans, que é encontrada naturalmente 
em uvas, mas também em outros habitats como solo, insetos e plantas sendo 
amplamente distribuídas em todo o mundo (MORATA et al, 2018). Por apresentar esta 
versatilidade de habitats, pode mais facilmente se adaptar as diferentes ambiente 
e, possivelmente, atuar no controle biológico, embora não se conheça o seu modo 
de ação. Saab (2016), trabalhou com L. thermotolerans, em ensaio in vitro, para 
controle de Phythphotora sojae e observou formação de halo de inibição, sugerindo 
a produção de substância antibiótica e quando realizou bioensaios para detectar 
compostos voláteis, não verificou nenhum efeito sobre o fitopatógeno. 

As células microbianas, também podem ser utilizados para induzir a produção 
de fitoalexinas nas plantas. As fitoalexinas são compostos antimicrobianos, que 
possuem baixa massa molecular e são produzidas pelas plantas em resposta à ação 
de agentes bióticos e/ou abióticos podendo conferir-lhes resistência ao ataque de 
patógenos (STANGARLIN et al., 2011). Por exemplo, Saccharomyces boulardii e 
derivados, como filtrado de cultura e produto comercial à base de células desta 
levedura, induziram a síntese das fitoalexinas gliceolina em cotilédones de soja e 
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deoxiantocianidina em mesocótilos de sorgo (STANGARLIN et al., 2010). 
Além do uso de microrganismos no controle de doenças de plantas, tem-se 

utilizado a aplicação de leite in natura, principalmente para o controle de oídio em 
diferentes culturas como abobrinha, 

Assim, o objetivo do trabalho foi avaliar o efeito da levedura Lachancea 
thermotolerans CCMA 0763 no controle de oídio em folhas de soja, na indução da 
fitoalexina gliceolina em cotilédones de soja e detecção do teor de clorofila a e b nas 
folhas de soja.

2 |  MATERIAL E MÉTODOS

O fungo leveduriforme Lachancea thermotolerans (Filippov) Kurtzman (CCMA 
0763) utilizado nesta pesquisa, foi cedido pela Universidade Federal de Lavras – 
UFLA, pertencente a Coleção de Culturas de Microbiologia Agrícola.

Os experimentos foram conduzidos no Laboratório de Controle Alternativo 
e Indução de Resistencia e em casa-de-vegetação da Universidade Estadual de 
Maringá (UEM) em delineamento inteiramente casualizado (DIC) com 8 repetições 
em casa-de-vegetação e 6 no bioensaio com fitoalexinas. 

O meio de cultura para cultivo da L. thermotolerans foi composto por caldo 
de cana e água (proporção de 3:1, v:v), em erlenmeyers que foram autoclavados 
a 120°C por 20 minutos. Após o resfriamento, o fungo leveduriforme foi transferido 
para este meio a partir da concentração inicial de 104 células mL-1. Os erlenmeyers 
foram mantidos a temperatura de 25°C e observado até o encerramento do processo 
fermentativo (fim da produção de gás carbônico e mudança na coloração do meio, 
isto é, ausência de bolhas de ar e o meio tornou-se mais claro). Este processo foi 
de aproximadamente sete dias. Em seguida, o conteúdo dos erlenmeyers foi filtrado 
obtendo-se as células livres do meio e o filtrado fermentado. 

Como tratamentos para os experimentos foram utilizadas células de Lachancea 
thermotolerans, mix de L. thermotolerans, filtrado de L. thermotolerans e leite in 
natura, todos a 10% e caldo de cana, a 10%, como controle. Na testemunha absoluta 
(água) não foi feita nenhuma aplicação. 

Indução de gliceolina: Para a indução de fitoalexinas em cotilédones de soja, 
as sementes de soja cultivar NA 5909 foram sanitizadas em hipoclorito de sódio 1% 
(3 minutos), logo após em álcool 70% (3 minutos) e lavadas em água destilada (3 
minutos) e semeadas em bandejas plásticas com areia autoclavada (duas horas 
à temperatura de 121°C). Após onze dias, os cotilédones foram destacados das 
plântulas, pesados em balança analítica e colocados em placas de Petri (cinco 
cotilédones/placa) contendo três folhas de papel filtro umedecidas com 1 mL de água 
destilada esterilizada. Com um estilete, foi feita um corte em formato de “cunha” na 
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superfície adaxial de cada cotilédone e, em cada um, adicionou-se 40 µL de cada 
tratamento sendo o tratamento controle a água destilada (ZIEGLER & PONTZEN, 
1982).

As placas foram incubadas em estufa BOD, a 25°C e no escuro por 20 horas. 
Logo após esse período, os cotilédones foram transferidos para frascos contendo 
15 mL de água destilada esterilizada e deixados em agitação por uma hora para 
extração da fitoalexina. O sobrenadante foi lido em espectrofotômetro a 285 nm, 
onde foi possível mensurar o teor da fitoalexina gliceolina (ZIEGLER & PONTZEN, 
1982). O teor da gliceolina foi obtido dividindo o valor da absorbância pela massa 
dos cotilédones (ABS/gmf-1). 

Controle de oídio em casa de vegetação: Para verificar o efeito dos tratamentos 
no controle do oídio da soja, sementes de soja da cultivar NA 5909 foram semeadas 
em vasos plásticos, contendo solo e areia na proporção 2:1 (v:v). O delineamento foi 
inteiramente ao acaso, com 8 repetições.

Aos 32 dias após a semeadura (DAS), as plantas que já estavam com a 
doença receberam a primeira aplicação dos tratamentos. Sete dias após (39 DAS) 
foi realizada a segunda e última aplicação dos tratamentos numa concentração de 
10%. As avaliações de severidade foram feitas aos 32, 36, 40, 44, 48 e 52 DAS. 

Para as avaliações de severidade utilizou- se a escala diagramática proposta 
por Mattiazzi (2003) (Figura 1), sendo analisadas dois trifólios por planta, onde as 
médias de cada planta foi utilizada para calcular a área abaixo da curva de progresso 
da doença (AACPD) segundo a equação proposta por Campbell e Madden (1990). 

Figura 1. Escala diagramática para severidade de oídio da soja
Fonte: Mattiazzi (2003)
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Teor de clorofila: Para avaliar o teor de clorofila, empregou-se a metodologia 
citada por Viecelli et al. (2009). Aos 3 dias da primeira aplicação dos tratamentos, 
foram coletados três discos de folhas com cerca de 2 mm de diâmetro para a 
quantificação dos teores de clorofila. As amostras retiradas foram pesadas e logo 
após acondicionadas em frascos de vidro âmbar contendo uma solução com acetona 
80%. Quatro dias após a primeira coleta foi feita a segunda coleta, onde as amostras 
foram submetidas aos mesmos procedimentos de pesagem e acondicionamento. A 
amostras ficaram por 7 dias no escuro a 25°C. Após esse período foi feita a leitura 
indireta do teor de clorofila, em espectrofotômetro a 663nm e 645nm, para clorofilas 
a e b respectivamente. Após as leituras, o teor real de clorofila foi obtido por meio 
da divisão da leitura obtida em espectrofotômetro pelo peso dos discos de folha 
coletados (nm.gpf-1). 

3 |  RESULTADOS E DISCUSSÃO

3.1 Indução de fitoalexina gliceolina

Os resultados para o bioensaio de síntese de fitoalexinas em cotilédones de 
soja, estão apresentados na Figura 2. De acordo com a análise estatística, todos os 
tratamentos induziram a produção de fitoalexinas nos cotilédones da soja quando 
comparados com a testemunha, sendo que em cotilédones tratados com leite in 
natura, houve maior síntese de gliceolina. Nos cotilédones tratados com leite in 
natura, o teor de gliceolina foi 292% superior ao apresentado por cotilédones que não 
receberam o tratamento (testemunha). Nos demais tratamentos, os resultados foram 
superiores à testemunha, sendo no tratamento com filtrado de L. thermotolerans um 
acréscimo de 241% maior; com células de L. thermotolerans, 207,5%; com mix de L. 
thermotolerans, 198% e no controle (caldo de cana) teor foi superior em 112%. 
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Figura 2. Indução da gliceolina em cotilédones de soja submetidos a tratamento com 
Lachancea thermotolerans, caldo de cana e leite in natura.

CL: Células de L. thermotolerans; ML: Mix de L. thermotolerans; FL: Filtrado de L. thermotolerans; CC: Caldo de 
cana; L: leite in natura; T: testemunha. Todos os tratamentos foram aplicados à concentração de 10%. Colunas 

com a mesma letra não diferiram entre si pelo teste de Scott-Knott (P<0,05). CV (%)= 9,5

Os tratamentos utilizando L. thermotolerans e o leite in natura atuaram como 
elicitores bióticos sendo capazes de induzir a síntese de fitoalexina nos cotilédones 
de soja. O acúmulo de gliceolina foi maior no tratamento com leite in natura e 
possivelmente esta indução se deve aos componentes estruturais ou metabólitos 
secretados que contribuíram para que ocorresse a síntese de fitoalexinas na planta 
(SMITH, 1996). Outros autores obtiveram respostas positivas para o acúmulo de 
gliceolina quando utilizaram extratos de cogumelos, leite fermentado (CURTI, 2010) 
e/ou extratos de plantas. Arruda et al (2012) trabalharam com extratos aquosos 
obtidos de pó seco do cogumelos Agaricus blazei, Lentinula edodes e Pycnoporus 
sanguineus nas concentrações de 1%, 2%, 4% e 10%% e verificaram que a 
resposta foi dose-dependente, isto é, quanto maior a concentração utilizada, maior 
foi o acúmulo da gliceolina. Em outra pesquisa, Mioranza et al (2017) observaram 
que os fermentados de Pichia sp. CCMA0762, Pichia sp. CCMA0759, Lachancea 
thermotolerans CCMA0763, Hanseniaspora opuntiae CCMA0760 e Kodamaea 
(Pichia) ohmeri CCMA0758, na concentração de 10% apresentaram potencial 
na indução de fitoalexinas em soja comparado à testemunha água sendo que o 
fermentado de H. opuntiae quando autoclavado teve a maior atividade, diferindo de 
todas as testemunhas (caldo de cana e água).

Controle de oídio em casa de vegetação: De acordo com os dados obtidos 
pela avaliação da severidade do oídio, foi possível calcular a área abaixo da curva 
de progresso da doença (AACPD (Figura 3). Observou-se que a menor AACPD foi 
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obtida em plantas tratadas com leite in natura, o que tem foi também relatado por 
Bettiol (2004). Os tratamentos com o caldo de cana e as células de L. thermotolerans 
não diferiram estatisticamente da testemunha.

O mix e o filtrado de L. thermotolerans apresentaram valores superiores à 
testemunha, embora com valores inferiores ao leite. Com relação aos tratamentos que 
diferiram estatisticamente da testemunha, o tratamento com leite reduziu em 80% o 
progresso da doença, quando comparado a testemunha. O mix de L. thermotolerans, 
não atuou no controle da doença, tendo valor 21% acima do apresentado pela 
testemunha e o filtrado de L. thermotolerans, também não foi eficiente no controle 
da doença, apresentando valor superior a 5% comparado a testemunha.

Figura 3. Área abaixo da curva de progresso da doença oídio em plantas de soja submetidas a 
tratamento com Lachancea thermotolerans, caldo de cana e leite in natura

CL: Células de L. thermotolerans; ML: Mix de L. thermotolerans; FL: Filtrado de L. thermotolerans; CC: Caldo 
de cana; L: leite in natura; T: testemunha. Todos os tratamentos foram aplicados a uma concentração de 10%. 

Colunas com a mesma letra não diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (P<0,05). CV (%)= 37.01

A eficiência de células e filtrados de leveduras bem como do leite in natura para 
controle de oídios foi relatada por Zatarim et al. (2005). Estes autores testaram a 
eficiência de diferentes tipos de leite no controle do oídio da abóbora e concluíram 
que o leite de vaca in natura apresentou melhor eficácia comparado à outros tipos 
de leite, mantendo a área foliar atacada pelo fungo praticamente estável durante o 
período experimental. 

Trabalho realizado por Viecelli et al (2014), utilizando leite in natura como 
tratamento e células de levedura de Saccharomyces cerevisiae demonstrou a 
eficiência do leite atuando no controle local do oídio. Porém, as células de levedura 
não mostraram efeito significativo no controle da doença. Em experimento feito por 
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Bizi et al (2008), utilizando produtos alternativos para o controle de oídio em mudas 
de eucalipto, os autores observaram que o leite in natura foi eficiente para controlar 
o oídio. Neste mesmo experimento os tratamentos utilizando microrganismos como 
S. cerevisiae não diferiram da testemunha.

O leite in natura, fosfito de cobre, extrato à base de óleo de nim, acibenzolar-S-
metil, silicato de potássio e urina de vaca foram utilizados para o controle de oídio do 
pepino em cultivo protegido e os autores observaram que estes tratamentos foram 
tão eficientes quanto os tratamentos convencionais (fungicida sistêmico e enxofre) 
no manejo do oídio (BELAN et al, 2013). De acordo com Bettiol (2004), o leite in 
natura pode ter vários modo de ação no controle do oídio. Dentre eles, cita-se as 
suas propriedades antimicrobianas; por apresentar diversos sais e aminoácidos; é 
capaz de induzir a resistência das plantas e/ou controlar diretamente o patógeno e 
pode estimular o controle biológico natural, pela formação de biofilme microbiano na 
superfície da folha 

Clorofilas a e b De acordo com os dados coletados foi possível verificar que 
os tratamentos não afetaram a produção de clorofila a (Figura 4). A clorofila a (Chl 
a) está presente em todos os organismos que realizam fotossíntese oxigênica e é o 
pigmento utilizado para realizar a fotoquímica nas folhas (STREIT et al., 2005).

Figura 4. Teores de clorofila a em plantas de soja submetidas a tratamento com Lachancea 
thermotolerans, caldo de cana e leite in natura.

CL: Células de L. thermotolerans; ML: Mix de L. thermotolerans; FL: Filtrado de L. thermotolerans; CC: Caldo 
de cana; L: leite in natura; T: testemunha. Todos os tratamentos foram aplicados a uma concentração de 10%. 

Colunas com a mesma letra não diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (P<0,05). CV (%)= 12.07

Na produção de clorofila b (Chl b), que atua como um pigmento acessório em 
vegetais superiores e outros organismos como algas verdes e algumas bactérias 
(TAIZ E ZEIGER, 2004), foi possível verificar pequeno aumento na produção de Chl 
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b nos tratamentos de células e filtrado de L. thermotolerans (Figura 5). 

Figura 5. Teores de clorofila b em plantas de soja submetidas a tratamento com Lachancea 
thermotolerans, caldo de cana e leite in natura.

CL: Células de L. thermotolerans; ML: Mix de L. thermotolerans; FL: Filtrado de L. thermotolerans; CC: Caldo 
de cana; L: leite in natura; T: testemunha. Todos os tratamentos foram aplicados a uma concentração de 10%. 

Colunas com a mesma letra não diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (P<0,05). CV (%)= 11.15

Tais resultados indicaram que, de modo geral, os tratamentos não interferiram 
na eficiência fotossintética das plantas, pois, apesar de não ter ocorrido incremento 
dos referidos pigmentos, também não houve atenuação dos mesmos. De acordo 
com Dalio e Pascholati (2018), o teor de clorofila das plantas pode estar relacionado 
à agressividade do patógeno, uma vez que a atividade fotossintética é inversamente 
proporcional à área foliar lesionada, devido, justamente, à destruição de moléculas 
de clorofila nos locais sintomáticos. Neste trabalho não foi verificado a perda da 
eficiência fotossintética o que pode-se supor que os tratamentos, mesmo não tendo 
reduzido a AACPD, protegeram o maquinário fotossintético já que o micélio deste 
fitopatógeno cobre totalmente as partes infectadas, impedindo a fotossíntese e 
provocando queda prematura das folhas, o que não foi observado neste trabalho.

4 |  CONCLUSÃO

De acordo com os resultados apresentados, foi possível concluir que os 
tratamentos utilizando a levedura L. thermotolerans induzem ao acúmulo de gliceolina 
em cotilédones de soja; não apresentaram redução na severidade da doença, porém 
não permitiram que o fitopatógeno afetasse o teor da clorofila a e contribuíram para 
o aumento de clorofila b. 

O uso do leite in natura mostra-se como alternativa viável para o controle de 
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oídio, como já reportado por Bettiol (2004)
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