Universidade
Estadual de Londrina

|

DAIANE CRISTINA MARTINS BARROS

FUNGOS SAPROBIOS NO CONTROLE DE SCLEROTINIA
SCLEROTIORUM EM SOJA

Londrina
2014



DAIANE CRISTINA MARTINS BARROS

FUNGOS SAPROBIOS NO CONTROLE DE SCLEROTINIA
SCLEROTIORUM EM SOJA

Dissertagao apresentada ao Programa de Pds-
Graduagdo em Agronomia, da Universidade
Estadual de Londrina, como requisito a
obtencéao do titulo de mestre.

Orientadora: Prof?. Dra. Inés Cristina de
Batista Fonseca

Co-Orientadora: Prof?. Dra. Maria Isabel Balbi-
Pena

Londrina
2014



Catalogacdo elaborada pela Divisao de Processos Técnicos da Biblioteca Central da
Universidade Estadual de Londrina

Dados Internacionais de Catalogacdo-na-Publicacéo (CIP)

B277f Barros, Daiane Cristina Martins.
Telenovela e leitura: reflexbes sobre uma pratica de analise
semiotica no ensino médio/ Ana Paula Ferreira de Mendonga. —
Londrina, 2013.
57 f.oil.

Orientador: Loredana Limoli.

Tese (Doutorado em Estudos da Linguagem) — Universidade
Estadual de Londrina, Centro de Letras e Ciéncias Humanas,
Programa de P6s-Graduagao em Estudos da Linguagem, 2013.

Inclui bibliografia

1. Fungos — Controle biologico — Teses. 2. Sclerotinia
sclerotiorum — Teses. 3. Soja — Doencas e pragas — Controle —
Teses. |. Fonseca, Inés Cristina Batista. |l. Balbi-Pefa, Maria Isabel.
[ll. Universidade Estadual de Londrina. Centro de Ciéncias Agrarias.
Programa de P6s-Graduagao em Agronomia. IV. Titulo.

CNDLI RR2 937-R33 34




DAIANE CRISTINA MARTINS BARROS

FUNGOS SAPROBIOS NO CONTROLE DE SCLEROTINIA
SCLEROTIORUM EM SOJA

Dissertagao apresentada ao Programa de Pés-
Graduagdo em Agronomia, da Universidade
Estadual de Londrina, como requisito a
obtencéao do titulo de mestre.

BANCA EXAMINADORA

Prof®. Dra. Inés Cristina de Batista Fonseca
UEL - Londrina — PR

Prof®. Dra.Maria Isabel Balbi-Pefia
UEL - Londrina — PR

Pesquisadora. Dra. Claudia Vieira Godoy
Embrapa-Soja — Londrina — PR

Pesquisador. Dr. Marco Antonio Nogueira
Embrapa-Soja — Londrina — PR



Prof®. Dra. Luzia Doretto Paccola Meirelles
UEL - Londrina - PR

Pesquisadora. Dra. Claudine Dinali Santos
Seixas
Embrapa-Soja — Londrina — PR

Londrina, 18 de fevereiro de 2014.



A minha filha Julia, meu maior tesouro e o
melhor presente recebido de Deus, minha
motivagcao para ser melhor a cada dia e meu

maior sonho realizado....

Dedico



AGRADECIMENTOS

A Deus pela vida, saude e fé para acreditar nos sonhos.

Ao Programa de Pds-Graduagdo da Universidade Estadual de
Londrina e todos os professores pela oportunidade de cumprir esta importante etapa
da minha vida e carreira.

A minha orientadora, professora Inés Cristina de Batista Fonseca,
pela orientacdo, amizade e confianga. Por ter sido mais que orientadora... Irma, mae,
amiga e exemplo profissional. Obrigada pelos conselhos, paciéncia e amizade.

A minha co-orientadora Maria Isabel Balbi Pena, por toda a ajuda,
pela dedicacao, excelentes corregdes e sugestdes e disponibilidade para ajudar.

Ao laboratoério de Fitopatologia da Embrapa Soja — Londrina, pela
disponibilizacdo de materiais indispensaveis para a realizagdo do ensaio in vivo,
especialmente ao funcionario e amigo Allan Misael Flausino e a Dra. Claudia Vieira
Godoy, por terem acreditado no meu trabalho e estarem sempre dispostos a ajudar.

A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
(CAPES) e ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnologico (CNPq) pela concessao da bolsa.

Ao meu amado esposo Eduardo, pelo apoio e pelo amor a mim
sempre ofertados. Quanta coisa se passou e ainda estamos juntos aqui. Amo vocé!

A minha filha Julia, maior presente de Deus para mim. Motivo real da
minha alegria, determinagcdo e coragem. Filha, vocé faz meu mundo bem melhor,
agradeco muito a Deus por ter me dado vocé... Te Amo incondicionalmente!!!!

Aos meus pais, Divino e lvonete, pelo amor incondicional, amizade,
forca e compreensdo. E por acreditarem sempre no meu melhor. Vocés sao
exemplos de vida pra mim.

Aos meus irmé&os, Anderson, Deise e Alisson, mais que irmaos...
Amigos e anjos na minha vida.

A minha avé Elvira (in memorian) pelo amor a mim ofertado e por ter
sido mée e amiga durante muitos anos. Sempre tera meu amor!!!!

As amigas Sheila e Amanda, sempre dispostas a me acolher e
ajudar no que quer que seja. Obrigada pelo carinho, dedicagdo e confianga. Amo

vocés demais.



A amiga Aline, que mesmo longe é sempre muito presente. Obrigada
pelo amor, amizade e torcida. Sua sabedoria me inspira!

Aos colegas, Felipe, Gustavo, Arthur e Douglas, pela disposi¢céo
para me ajudar sempre. Pelos conselhos, dicas e sugestdes. Valeu mesmo!

A amiga lzabela Franzoni cuja ajuda, alegria e disposi¢do foram
cruciais nos ultimos meses de trabalho. Valeu Bela! Um prazer imenso ter trabalhado
com vocé!

Aos funcionarios e amigos do departamento de agronomia da UEL,
José Aparecido Rocha, Idael e seu Bié pela disponibilidade, colaboragao e amizade.

A todos os colegas e amigos do laboratério de Fitopatologia da UEL,
pelo companheirismo e por tornarem essa caminhada mais alegre. Valeu pela forga.

A todos que ndo mencionei, mas que sabem da importancia que
representam em minha vida... MEU MUITO OBRIGADO!



“Tem gente que esta do mesmo lado que vocé
mas deveria estar do lado de la. Tem gente que
machuca os outros. Tem gente que ndo sabe
amar... Se vocé quiser alguém em quem
confiar: confie em si mesmo. Quem acredita

sempre alcanca”.

(Flavio Venturini/ Renato Russo)



BARROS, Daiane Cristina Martins. Fungos saprobios no controle de Sclerotinia
sclerotiorum em soja. 2014. 57 f. Dissertagdo de Mestrado em Agronomia—
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2014.

RESUMO

O trabalho objetivou a selegcao de fungos saprobios com potencial de controle do
mofo-branco (Sclerotinia sclerotiorum) da soja. Foram realizados testes in vitro de
antagonismo com o fungo fitopatdégeno Sclerotinia sclerotiorum, de antibiose com
metabdlitos volateis e ndo volateis provenientes de fungos saprobios originarios do
semiarido brasileiro. Plantas de soja tratadas in vivo com fungos saprébios foram
inoculadas com S. sclerotiorum para determinar o efeito da utilizagdo desses sobre 0
controle do mofo-branco e sobre o desenvolvimento vegetativo das plantas. Nos
testes in vitro os tratamentos foram os fungos saprobios Pithomyces chartarum
(PIC), Myrothecium sp. (MY), Curvularia inaequalis (CUI), Curvularia eragrostidis
(CUE), Stachybotrys globosa (STG), Memnoniella echinata (MEE), Memnoniella
levispora (MEL, exceto no ensaio de metabdlitos ndo volateis) e Stachylidium bicolor
(STB) e a testemunha. Nos ensaios in vivo, além dos tratamentos citados, foram
utilizados como controle o meio de cultura dos fungos (batata-dextrose-BD) e o
indutor de resisténcia Acibenzolar-S-metilico. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado com cinco repeticbes para os ensaios in vitro e quatro
repeticdes para o0s ensaios in vivo. A avaliacdo do crescimento micelial de S.
sclerotiorum foi realizada aos quatro e sete dias apds a repicagem no teste de
antagonismo, sete dias apds a repicagem no teste de metabdlitos volateis e
diariamente pelo periodo de trés dias apds a repicagem no teste de metabdlitos nédo
volateis. PIC, MY e CUI apresentaram maior efeito antagdnico sobre S. sclerotiorum
nos testes de antagonismo, sendo a média de inibicdo do crescimento micelial de S.
sclerotiorum, para todas as avaliacdes realizadas, de 49,6%, 50,5% e 47,3%
respectivamente. Nao foi verificado efeito de metabdlitos volateis produzidos por
fungos saprobios sobre o crescimento micelial de S. sclerotiorum. Em pelo menos
um dos ensaios de metabdlitos ndo volateis os tratamentos PIC, MY, CUI, CUE e
MEE foram eficientes na redugdo do crescimento micelial de S. sclerotiorum. A
avaliagao do comprimento da lesdo in vivo foi realizada aos 8, 14 e 21 dias apés a
inoculacdo com S. sclerotiorum. O comprimento da lesdo provocada por S.
sclerotiorum foi afetado pelo tratamento com fungos saprébios. A maior porcentagem
de redugéo foi observada para o tratamento MY (70%) enquanto o tratamento STB
(18,4%) apresentou a menor porcentagem entre os tratamentos realizados com
fungos saprobios. A avaliagdo do comprimento e peso de parte aérea e raiz foi
realizada aos 21 dias apds a primeira aplicacdo dos fungos saprébios. Nao foi
observado efeito dos fungos saprébios sobre a massa de parte aérea e raizes nas
plantas de soja. Pithomyces chartarum, Myrothecium sp., Memnoniella echinata,
Memnoniella levispora e Stachybotrys globosa apresentam potencial de utilizacao
como biocontroladores de Sclerotinia sclerotiorum em soja.

Palavras-chave: Controle bioldgico. Glycine max. Mofo-branco.



BARROS, DAIANE CRISTINA MARTINS. Saprobe fungi controlling Sclerotinia
sclerotiorum in soybean. 2014. 57 p. Master Thesis in Agronomy — State University
of Londrina, Londrina, 2014.

ABSTRACT

The objective of this work was select fungi saprobe with potential of control white
mold (Sclerotinia sclerotiorum) in soybean. In vitro, was performed test antagonism
with phytopathogen fungi Sclerotinia sclerotiorum, antibiosis of volatile metabolites
and non-volatiles from saprobe fungi originating from brazilian semi-arid. In vivo,
soybean plants treated with saprobe fungi were inoculated with Sclerotinia
sclerotiorum to determine the effect of use saprobe fungi on white mold control and
on vegetative growth of plants. In the tests in vitro the treatments was saprobe fungi
Pithomyces chartarum (PIC), Myrothecium sp. (MY), Curvularia inaequalis (CUI),
Curvularia eragrostidis (CUE), Stachybotrys globosa (STG), Memnoniella echinata
(MEE), Memnoniella levispora (MEL, except in non-volatiles metabolites test) and
Stachylidium bicolor (STB) and a control. In the tests in vivo, beyond cited
treatments, were used as a control the culture medium of fungi (potato-dextrose-BD)
and the incuctor resistance Acibenzolar-S-methyl. The experimental design was
completely randomized with five replications to in vitro tests and four replications for
in vivo tests. The mycelial growth measurements of S. sclerotiorum were performed
at four and seven days post-transplant in the antagonism test, seven days post-
transplant in the volatile metabolites test and daily per three days post-transplant in
the non-volatiles metabolites test. PIC, MY e CUI showed higher antagonistic effect
on S. sclerotiorum in antagonism tests, being average inhibition of mycelial growth of
S. sclerotiorum, for all evaluations realized, 49.6%, 50.5% e 47.3% respectively.
There was no effect of volatile metabolites produced by saprobe fungi on mycelial
growth of S. sclerotiorum. On at least one of the performed tests with the use of non-
volatiles metabolites the treatments PIC, MY, CUI, CUE e MEE were effective in
reducing mycelial growth of S. sclerotiorum.In vivo, the measurements of length
lesion was performed at 8, 14 and 21 days post-inoculation of S. sclerotiorum. The
lesion length caused by S. sclerotiorum was affected by treatment with saprobe
fungi.The biggest reduction percentage was observed to treatment MY (70%) while
the treatment STB (18.4%) had the less percentage among the treatments with
saprobe fungi. The evaluation of length and weight of shoot and root was performed
at 21 days after first application of saprobe fungi. No effect of saprobe fungi on the
mass of shoots and roots on soybean plants was observed. Pithomyces chartarum,
Myrothecium sp., Memnoniella echinata, Memnoniella levispora and Stachybotrys
globosa showed potential use as a biocontrollers of Sclerotinia sclerotiorum in
soybean.

Key words: Biological control. Glycine max. White mold.
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1 INTRODUCAO

Originaria do leste da China, a soja [Glycine max (L.) Merril] € uma
planta anual e figura entre as mais importantes leguminosas cultivadas no mundo
(AZEVEDO, 1993; BOREM,1999).

A primeira referéncia de producdo comercial de soja no Brasil data
de 1941, mas o verdadeiro estimulo a produgdo em larga escala no pais foi dado em
meados dos anos 50, com a decisao oficial de prover incentivos fiscais a producao
de trigo, os quais beneficiaram também a de soja. A partir da década de 1960, a soja
estabeleceu-se como cultura economicamente importante para o Brasil (EMBRAPA,
2004).

Entre os principais fatores que limitam a obtengdo de altos
rendimentos em soja estdo as doengas. Aproximadamente 40 doengas causadas
por fungos, bactérias, nematoides e virus ja foram identificadas no Brasil. Esse
numero continua aumentando com a expansao da soja para novas areas € como
consequéncia da monocultura. A importancia econdmica de cada doencga varia de
ano para ano e de regiao para regidao, dependendo das condigbes climaticas de
cada safra (EMBRAPA, 2011).

O mofo-branco, causado por Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) De Bary,
€ uma das doengas mais antigas da soja e, recentemente, sua ocorréncia e niveis
de dano tém aumentado nas areas de maior altitude do cerrado e no Parana,
causando reducbes de produtividade de até 60% (MEYER; NUNES JUNIOR;
PIMENTA, 2013).

Ndo ha disponibilidade de cultivares de soja geneticamente
resistentes a S. sclerotiorum, mas pode haver diferencas de suscetibilidade entre
elas. O controle preventivo baseia-se no uso de sementes sadias; racionalizacdo do
volume de agua na lavoura; fuga de épocas muito favoraveis como alta umidade e
temperaturas mais baixas; incremento de microrganismos antagénicos no solo como
Trichoderma spp.; cobertura do solo visando uma barreira fisica a germinagdo dos
esclerdodios presentes no solo; rotacdo de culturas com gramineas e uso de
fungicidas em tratamento de sementes e em parte aérea (FURLAN, 2009).

Até o inicio do século XX, pouco se conhecia sobre a agao de

microrganismos no controle de fitopatdgenos. No comecgo da década de 1920 foram
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realizados os primeiros estudos sobre a agao de antagonistas sobre fungos
causadores de tombamento (BETTIOL; MORANDI, 2009).

Fungos saprobios tém recebido recentemente uma atengao especial
como agentes de controle bioldgico e indutores potenciais de resisténcia (YEDIDIA
et al.,, 2003), pois, de modo similar aos patdégenos, sdo capazes de secretar
pectatoliases, induzir a liberagdo de oligogalacturonideos e ativar a resposta de
defesa de plantas.

Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo a selegéo de
fungos saprébios com potencial de controle do mofo-branco da soja. A dissertagéao
sera apresentada na forma de artigo cientifico, a saber:

e Artigo: Fungos saprébios do semi-arido nordestino no controle

de Sclerotinia sclerotiorum em soja.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 SOJA: IMPORTANCIA ECONOMICA E PRODUCAO

A soja (Glycine max L. Merrill) € a mais importante oleaginosa
cultivada no mundo. As mais remotas evidéncias historicas e geograficas indicam
que a cultura foi domesticada no século XI A.C. no norte da China. O Vale do Rio
Amarelo, que é o berco da civilizagdo chinesa é, provavelmente, o local de origem
da soja (EMBRAPA, 2003).

O relatério mensal do Departamento de Agricultura dos Estados
Unidos (USDA) divulgado em margo de 2014 reajustou a produgcdo mundial de soja
na safra 2013/2014 para 285,43 milhdes de toneladas, uma redugéo de 2,26 milhdes
de toneladas. O consumo mundial foi reavaliado para 269,70 milhdes de toneladas e
os estoques mundiais passaram de 73,01 para 70,64 milhdes de toneladas. Para os
Estados Unidos, o USDA manteve a producdo em 89,51 milhdes de toneladas e
reduziu os estoques finais de 4,09 para 3,95 milhdes de toneladas. As exportacdes
norte-americanas foram reajustadas para cima, passando de 41,10 milhdes para
41,64 milhdes de toneladas (FAEP, 2014).

Para o Brasil o relatorio reajustou para baixo a producdo de soja na
temporada 2013/2014, avaliada em 88,5 milhdes de toneladas por conta da
estiagem e do forte calor registrados no Brasil. Com o novo numero o Brasil perde a
posicao de principal produtor e os Estados Unidos assume o lugar. As exportagcdes
brasileiras permaneceram em 45,00 milhées de toneladas, mantendo o pais como
principal exportador mundial de soja (FAEP, 2014).

O sexto levantamento da safra brasileira de soja na temporada
2013/14 estimou producao de 85.442,5 mil toneladas, representando um incremento
de 4,8% em relacdo a safra 2012/13. Isto é resultado de um crescimento de 7,4% na
area e uma redugao prevista na produtividade de 2,4% (CONAB, 2014).

Na Regido Centro-Oeste, aonde se observa a maior area de plantio
— 13.811,9 mil hectares, o incremento observado sobre a safra anterior, até o
presente momento, foi de 8,1%. A estimativa de produgéo para a Regido Centro-
Oeste é de que alcance 41.286,1 mil toneladas, representando um acréscimo de
8,4% em relacéo a safra anterior (CONAB, 2014). Na safra 2012/2013 o estado do
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Mato Grosso, maior produtor brasileiro de soja, produziu 23,5 milhées de toneladas
do grao (CONAB, 2013).

Na Regido Sul, a area cultivada atingiu 10.439,8 mil hectares,
apresentando um incremento de 5,6% em relacdo a safra anterior. Estima-se que
aproximadamente 45% da lavoura, nessa regido, esteja colhida (CONAB, 2014). Na
ultima safra, o estado do Parana, segundo maior produtor brasileiro de soja,
produziu 15,9 milhdes de toneladas (CONAB, 2013).

Para a Regido Sudeste, o sexto levantamento da safra brasileira de
soja na temporada 2013/2014 registrou o segundo maior aumento na area plantada
nesta safra — 12,1%. A produgdo estimada para a regido atingiu 5.204,2 mil
toneladas, representando uma reducao de 4,1%, quando comparada com a safra
anterior (CONAB, 2014).

A estimativa de produgao para a Regiao Centro-Sul € de 75.151,5
mil toneladas, representando, apesar dos efeitos negativos do clima, um acréscimo
de 2,2% em relagdo ao ocorrido na safra 2012/13. Para as regides Norte/Nordeste
estima-se area plantada com acréscimo de 7,1% e producdo com acréscimo de
29,3% em relacéo a safra anterior (CONAB, 2014).

A industria nacional processa, por ano, cerca de 30,7 milhdes de
toneladas de soja, produzindo 5,8 milhdes de toneladas de dleo comestivel e 23,5
milhdes de toneladas de farelo proteico, contribuindo para a competitividade
nacional na produgédo de carnes, ovos e leite. Além disso, a soja e o farelo de soja
brasileiros possuem alto teor de proteina e padrédo de qualidade Premium, o que
permite sua entrada em mercados extremamente exigentes como os da Unido
Europeia e do Japao (MAPA, 2013).

A soja, também se constitui em alternativa para a fabricagdo do
biodiesel, combustivel capaz de reduzir em 78% a emissao dos gases causadores
do efeito estufa na atmosfera (MAPA, 2013). No ano de 2013, 74% do biodiesel
brasileiro foi produzido a partir de 6leo de soja, sendo o restante obtido através de
sebo bovino, dleo de algodao e outras matérias-primas (ABIOVE, 2013).

O complexo de producédo de soja (grao, farelo e 6leo) é o principal
gerador de divisas cambiais do Brasil, com negociagbes anuais que ultrapassam
US$ 20 bilhdes. Em 2019, a producgdo nacional deve representar 40% do comércio
mundial do gréo e 73% do 6leo de soja (MAPA, 2013).
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2.2  MOFO-BRANCO: AGENTE CAUSAL, OCORRENCIA E IMPORTANCIA

O mofo-branco, também conhecido como podriddo-branca-da-haste
€ uma das mais antigas doencgas da soja, ocorrendo em diversas regides produtoras.
O fungo Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary, agente causal da doencga, pertence
ao filo Ascomycota, classe Discomiceto, ordem Helotiales e familia Sclerotiniaceae
(BOLAND; HALL, 1994).

O fungo é um dos mais bem sucedidos fitopatdgenos do mundo,
com uma gama de hospedeiros de mais de 400 espécies de plantas (BROAD, 2012).
Aproximadamente 200 géneros botanicos sdo atacados pelo fungo; entre as mais
importantes culturas estdo, além da soja, o feijao, o girassol, o algodao, o tomate, a
batata e algumas outras hortalicas (FURLAN, 2009).

A sobrevivéncia do fungo no solo pode ocorrer na auséncia do
hospedeiro suscetivel, por meio de estruturas de resisténcia denominadas de
esclerddios. No campo, os esclerddios podem permanecer viaveis até terem acesso
ao substrato preferencial. Adams e Ayers (1979) relatam que nos Estados Unidos os
esclerodios podem se manter viaveis no solo por até oito anos. Entretanto, a
viabilidade dos esclerédios foi de aproximadamente 14 meses em sistema de
semeadura direta e de 36 meses em semeadura convencional para o sul do Brasil
devido a condigdes climaticas diferenciadas (REIS; TOMAZINI, 2005).

No Brasil, a deteccado da doenca, ocorreu no ano de 1921, na cultura
da batata. Tem sido reportada no pais principalmente nas culturas do feijao, soja,
girassol, algoddo, canola, batata, tomate e alface. Nessas culturas, a doenga tem
ocasionado perdas crescentes nas mais importantes regides produtoras agricolas do
pais (Sul, Sudeste e Centro-Oeste) (JACCOUD-FILHO et al., 2011).

Até a década de 90, o mofo-branco era restrito ao sul do Brasil,
ocorrendo esporadicamente em areas de pivd central em Minas Gerais e Goias.
Porém, a falta de cuidados com a sanidade das sementes de soja, oriundas de
areas infectadas pelo mofo-branco (utilizagdo de semente caseira ou pirata) sem o
devido cuidado com o beneficiamento, e a sucessao com culturas suscetiveis
(algodéo, feijao) tornou essa doenga um dos maiores problemas para a cultura da
soja (HENNING, 2011). No cerrado, os primeiros relatos de mofo-branco em soja
foram feitos ha 20 anos, ocorrendo desde entao de forma endémica (MACHADO;
CASSETARI NETO, 2010).
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2.2.1 Ciclo Biologico da Doenca

Sclerotinia sclerotiorum sobrevive a maior parte de seu ciclo em
forma de estruturas de resisténcia formadas por uma massa de hifas de consisténcia
firme, arredondada ou com outro formato, que desempenha importante papel na
sobrevivéncia de fungos veiculados pelo solo e sdo denominadas esclerédios
(MASSOLA JR.; KRUGNER, 2011). Estas estruturas servem como veiculo de
disseminagcao e in6culo primario, desempenhando funcido primordial no ciclo da
doenga. O fungo sobrevive também no endosperma de sementes de plantas
hospedeiras (TU, 1988; HALL; STEADMAN, 1991).

A germinagéo de esclerddios pode ocorrer com a emissédo de hifas
(miceliogénica), com a formacao de esporos (esporogénica) ou com a formagao de
corpos de frutificagdo (carpogénica). A germinagao com emissado de hifas pode ser
encontrada nas espécies Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia solani, Stromatina
cepivora (Sclerotium cepivorum) e Sclerotinia gladioli. Germinagdo do tipo
esporogéncia tem sido relatada para Botrytis convoluta, B. tulipae e Verticillium
dahliae, enquanto que a do tipo carpogéncica ocorre em Claviceps purpurea e
Sclerotinia sclerotiorum (AMORIM; PASCHOLATI, 2011).

As infec¢gdes do mofo-branco sdo iniciadas apds a germinagéo dos
esclerodios no solo umido. Os esclerddios germinam dando origem a pequenos
estruturas em forma de taca, chamados de apotécios, que liberam ascdsporos no ar,
para inicialmente colonizar flores em senescéncia (LOBO JUNIOR, 2010). Os
apotécios sdo constituidos das ascas que produzem cerca de 3x10’ ascdsporos, 0s
quais sao expelidos e sido depositados nas folhas e inflorescéncias da planta
durante um periodo de 5 a 10 dias (SCHWARTZ; STEADMAN, 1978). Os
ascosporos, quando depositados sobre tecidos senescentes das plantas
hospedeiras, germinam e desenvolvem o micélio que, em seguida, invade o tecido
sadio. Ascésporos também podem penetrar diretamente em tecidos sadios de
plantas hospedeiras e estabelecer a infecgao (LU, 2003). A partir da penetragao dos
ascosporos na planta, o processo evolui dentro das hastes das mesmas ou
externamente, dando origem a uma massa esbranquicada que contém em fases
mais avangadas esclerddios amorficos de tamanhos variados (MACHADO, 2011).

Na cultura da soja, a fase mais vulneravel a infec¢ao vai da floragéao
plena (R2) ao inicio da formagao dos graos (R5) (DANIELSON et al., 2004). Em
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condigdes de alta umidade, o fungo pode colonizar os tecidos sadios entre 16 e 24
horas apds a infecgao do tecido floral senescente. Em tempo seco, o progresso da
doenca pode ser retardado ou paralisado, mas é retomado quando as condi¢cdes de
alta umidade retornam. O micélio pode permanecer viavel em flores infectadas por
até 144 horas em condicbes desfavoraveis e retomar o desenvolvimento em
condigdes favoraveis (HARIKRISHNAN; DEL RiO, 2006).

Nos tecidos infectados da planta, ocorre o desenvolvimento de hifas
em vesiculas localizadas entre a cuticula e a camada de células da epiderme e,
intercelularmente no cértex da planta (LUMSDEN, 1979). Apds a colonizagdo do
tecido, a massa de hifas comeca a emergir dos estdbmatos ou das aberturas da
cuticula, formado uma rede micelial semelhante a floco de algodao, originando os
esclerodios (PURDY, 1979). Esclerddio € uma massa de hifas de consisténcia firme,
arredondada ou com outro formato, que desempenha importante papel na
sobrevivéncia de fungos veiculados pelo solo (MASSOLA JR.; KRUGNER, 2011).

Ao final do ciclo da cultura, os novos esclerddios ficam no solo onde

podem permanecer viaveis por varios anos (LEITE, 2005).

2.2.2 Condicoes Ambientais Favoraveis

Os esclerodios que germinam de forma miceliogénica acabam
infectando diretamente o caule das plantas, causando tombamento em pré e pos
emergéncia. A temperatura 6tima para esse processo situa-se entre 18°C e 25°C.
(AGRIOS, 2005).

O esclerédio que se encontra na superficie do solo ou até uma
profundidade de 5 cm pode germinar carpogenicamente originando o apotécio, que
€ uma estrutura em forma de taga pedicelada, carnosa e de cor rosada, cujo
diametro varia de 5 a 15 milimetros. As condi¢cbes otimas para a producdo do
apotécio sdo 10 a 14 dias com potencial matricial de agua no solo de 250 kPa e
temperaturas entre 15°C e 18°C, podendo ser inibido por temperaturas superiores a
20°C. O tempo de vida pode variar de 5 a 10 dias (ABAWI; GROGAN, 1975).

A espécie hospedeira também pode estimular a germinagdo de
esclerddios, por meio de exsudatos radiculares e pelo microclima formado sob o seu
dossel. Em zonas de clima temperado, as condi¢cdes ideais partem de uma

combinagdo de eventos umidos e secos e de baixas temperaturas (BARDIN;
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HUANG, 2001). Em contraste, isolados oriundos dos tropicos nao requerem frio no
processo de germinacao carpogénica. Portanto, a origem geografica dos isolados é
de fundamental importancia em estudos com S. sclerotiorum (BOLTON; THOMMA,;
NELSON, 2006).

Apos a liberacdo dos ascosporos e deposicao destes sobre as
plantas, sdo necessarias temperaturas em torno de 20 °C para que germinem, sendo

limitantes temperaturas superiores a 30°C e inferiores a 5°C (AGRIOS, 2005).

2.2.3 Sintomatologia

O primeiro indicio da presenca da doenga € o aspecto de murcha na
planta. Nos 6rgédos infectados sdo encontradas lesées encharcadas, de coloragao
parda e consisténcia mole, com presenca de micélio branco de aspecto cotonoso
(DEL PONTE; ALVES; SCHNEIDER, 2012).

As lesdes encharcadas sdo produzidas devido a destruicdo da
lamela média da planta, ocasionadas por enzimas pécticas (ou pectinoliticas)
produzidas pelo fungo. Posteriormente ocorre crescimento micelial esbranquigado
que adquire uma coloragao de chocolate a marrom. Com o progresso da doenca, as
folhas murcham e amarelecem, tornando-se secas, leves e quebradicas. As
sementes infectadas ficam sem brilho, enrugadas e mais leves que as normais
(CARDOSO, 1994).

Na soja, os sintomas ocorrem geralmente no terco médio das
plantas, atingindo a haste principal, peciolos, folhas e vagens. No final do ciclo, as
lesbes apresentam coloragdo avermelhada ou arroxeada. Os sintomas sé&o
acompanhados, frequentemente, da formacao de esclerddios que caracterizam a
doenca (HENNENBERG et al., 2011).

2.2.4 Controle do Mofo-Branco

Nao existem cultivares de soja resistentes a S. sclerotiorum, e o
controle quimico por meio de fungicidas tém sido o mais eficaz, entretanto pode ser
inviavel em alguns casos, em razdo dos custos e das dificuldades de se obter a
cobertura total da planta durante a pulverizacdo (GORGEN et al., 2009). Também

existem dificuldades de ajuste do momento da aplicagdo do fungicida com a
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liberacdo de ascosporos. Além disso, a qualidade de aplicagao do produto quimico é
tdo importante quanto a época, pois precisa alcangar as partes inferiores da planta e
a superficie do solo, além de proteger as flores (OLIVEIRA, 2005).

A primeira pulverizagdo deve ser feita preventivamente na abertura
das primeiras flores (estadio R1) para as areas que apresentem historico da doenca
e se as condicdes climaticas forem favoraveis. E neste estadio que normalmente
surgem os primeiros apotécios (FURLAN, 2009).

Outra dificuldade no controle da doenca é a permanéncia de
esclerodios viaveis por um longo tempo no solo, aliado ao fato de que os ascdsporos
que produzem a infeccado aérea podem ser provenientes de esclerédios situados a
longas distancias (OLIVEIRA et al., 2011).

A redugéo do inéculo inicial do patdégeno € essencial para o controle
efetivo do mofo-branco, pois a severidade da doenga nos hospedeiros €, em geral,
proporcional a densidade de in6culo no solo. Além disso, deve-se impedir, tambéem,
a formagao de apotécios e a ejecdo de ascosporos e minimizar a produgao de novos
esclerddios pelo controle preventivo da doenca na parte aérea das plantas
(GORGEN et al., 2010).

Entre as recomendacdes para o controle do mofo-branco, podem ser
destacadas também, praticas como o controle cultural com formagéo da palhada no
sistema de plantio direto (SPD) e o controle biolégico com antagonistas (GORGEN
et al., 2009).

2.3 CONTROLE BioLOGICO

O biocontrole ou controle biolégico € uma técnica ha muito tempo
aplicada. Porém, nas ultimas décadas esta técnica tem ganhado destaque na area
agraria frente ao fato de que os agroquimicos utilizados representam riscos ao
ambiente e a saude humana, além do desenvolvimento de resisténcia dos
organismos alvo as substancias aplicadas (GERHARDSON, 2002).

Os organismos que exercem o controle biolégico sdo denominados
antagonistas. A busca por antagonistas eficientes e o desenvolvimento de produtos
para veicula-los sdo propédsitos de muitas pesquisas (MIZUBUTI; MAFFIA, 2006).

No mercado mundial estdo disponiveis mais de 40 espécies de

antagonistas utilizados para o controle de doengas de plantas, sendo o género
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Trichoderma responsavel por quase metade dos antagonistas comercializados,
seguido do Bacillus, Paecilomyces, Pseudomonas e Streptomyces. Muitos produtos
bioldégicos ndo especificam qual espécie do antagonista é utilizada (BETTIOL et al.,
2012).

O género anamorfo Myrothecium, pertence a ordem Hypocreales,
mesma ordem do fungo Trichoderma spp., e tem sido utilizado no controle de
nematdides como produto comercial Ditera®, que ¢é produzido a base de
Myrothecium e, tem como principio ativo uma mistura de Myrothecium verrucaria
inativado e do liquido em que o fungo foi cultivado. O produto € comercializado na
Costa Rica, EUA, Honduras, México, Guatemala, Panama e Chile, entre outros
paises (BETTIOL et al., 2012).

Embora Curvularia eragrostidis seja relatado como patdégeno de
muitas plantas, incluindo milho, inhame, maracuja, dendezeiro, fruteiras da
Amazdnia dentre outras e a maioria dos estudos englobe caracteristicas bioldgicas e
de patogenicidade, o fungo foi relatado pela primeira vez como agente de
biocontrole de capim-colchdo (Digitaria sanguinalis L. Scop.) por Zhu e Qiang (2003;
2004). Nos ultimos anos, C. eragrostidis tem sido explorado de forma intensiva para
o potencial biocontrole de gramineas. O fungo € altamente virulento e mata a planta
daninha rapidamente, sem causar impactos negativos sobre muitas culturas
importantes, entre elas milho, soja, arroz, algoddo, amendoim e melancia. Além
disso, os conidios do fungo podem ser facilmente produzidos em massa, com
potencial para atender aos padrdes da industria tecnoldgica atual (ZHU; QIANG,
2011).

Dentre os indutores de resisténcia utilizados no controle biolégico, o
mais empregado € o acibenzolar-S-metil (ASM). Ele foi também o primeiro indutor de

resisténcia registrado para uso comercial (LYON; NEWTON, 1997).

2.4  METODOS DE SELECAO DE MICRORGANISMOS

Os testes de selegao de microrganismos com potencial antagonista
podem ser realizados in vitro e in vivo, neste caso em condi¢gdes controladas ou em
condigdes naturais. Ambos métodos sdo complementares (GRIGOLETTI JUNIOR,;
SANTOS; AUER, 2000).
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Os métodos in vitro, além de serem praticos, servem como uma
selecao preliminar para avaliar a capacidade antagonista e também indicam o
comportamento do microrganismo, com relacdo a sua capacidade de adaptacéo,
crescimento, reprodugao, in vitro (GRIGOLETTI JUNIOR; SANTOS; AUER, 2000).
Os principais métodos de selegdo de microrganismos in vitro descritos sao:
pareamento de culturas, papel celofane, placa sobreposta, liquido metabdlico, etc.
(MARIANO, 1993).

A selegado de microrganismo in vivo é realizada pela aplicagédo do
antagonista, seguida da inoculagcdo do patégeno no hospedeiro por meio de
pulverizagdo de suspenséao de células, imersao de raizes, ferimentos, dentre outros
(GRIGOLETTI JUNIOR; SANTOS; AUER, 2000).

Apds o isolamento e selegcdo de um antagonista, o emprego de
microrganismo como agente de controle biolégico de fitopatdégenos ocorre
principalmente por meio do tratamento das sementes, do solo, das partes aéreas

das plantas e pos-colheita (SAVI, 2011).

2.5 CONTROLE BIOLOGICO DE SCLEROTINIA SCLEROTIORUM

Estudos relacionados ao biocontrole de S. sclerotiorum tém focado
principalmente a degradacdo dos esclerddios, sem um direcionamento a moléstia
causada pelo patégeno (ETHUR et al., 2005).

Alguns fungos foram relatados como importantes agentes de
biocontrole de S. sclerotiorum tais como: Coniothyrium minitans Campbell (HUANG
et al.,, 2000), Gliocladium roseum Bainier (HANNUSCH; BOLAND, 1996),
Trichoderma harzianum Rifai (ILLIPRONTI; MACHADO, 1993; MENENDEZ;
GODEAS, 1998); Trichoderma hamatum (Bon.) Bainer (ILLIPRONTI; MACHADO,
1993); Ulocladium atrum Preuss (LI; HUANG; ACHARYA, 2003) Penicillium spp.
(RAI; SAXENA, 1975; ZAZZERINI; TOSI, 1985); Fusarium solani (Mart) Sacc.
(ILLIPRONTI; MACHADO, 1993) e Fusarium spp. (ZAZZERINI; TOSI, 1985).

Bettiol et al. (2012) organizaram informacdes técnicas de 135
produtos comerciais a base de agentes de biocontrole de doengas de plantas, sendo
39 destes recomendados para utilizacdo no controle de S. sclerotiorum, o que

representa aproximadamente 28,9% do total de produtos. Destes apenas nove
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possuem registro e comercializagdo no Brasil, dois possuem registro especial
temporario e um encontra-se em processo de registro.

Diante da escassez de informagdes em relagdao a formulagcdes de
bioprodutos para viabilizar o uso comercial, ha a necessidade da intensificacido no
desenvolvimento de trabalhos de pesquisas direcionados as diversas etapas para a
obtencgao dos produtos (MACHADO et al., 2012). Mais do que uma simples interacao
entre antagonista e patdégeno, niveis crescentes de controle podem ser obtidos com
a selecédo de antagonistas mais eficientes em termos de parasitismo e/ou produgéo
de metabdlitos como antibiéticos e enzimas que afetam negativamente o
desenvolvimento de S. sclerotiorum (LOBO JUNIOR, 2011).
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3 ARTIGO: FUNGOS SAPROBIOS DO SEMI-ARIDO NORDESTINO NO
CONTROLE DE SCLEROTINIA SCLEROTIORUM EM SOJA

3.1  REsumo

O trabalho objetivou a selecao de fungos saprobios com potencial de controle do
mofo-branco (Sclerotinia sclerotiorum) da soja. Foram realizados testes in vitro de
antagonismo com o fungo fitopatdégeno Sclerotinia sclerotiorum, de antibiose com
metabdlitos volateis e ndo volateis provenientes de fungos saprobios originarios do
semiarido brasileiro. Plantas de soja tratadas in vivo com fungos saprébios foram
inoculadas com S. sclerotiorum para determinar o efeito da utilizacdo desses sobre 0
controle do mofo-branco e sobre o desenvolvimento vegetativo das plantas. Nos
testes in vitro os tratamentos foram os fungos saprébios Pithomyces chartarum
(PIC), Myrothecium sp. (MY), Curvularia inaequalis (CUI), Curvularia eragrostidis
(CUE), Stachybotrys globosa (STG), Memnoniella echinata (MEE), Memnoniella
levispora (MEL, exceto no ensaio de metabdlitos ndo volateis) e Stachylidium bicolor
(STB) e a testemunha. Nos ensaios in vivo, além dos tratamentos citados, foram
utilizados como controle o meio de cultura dos fungos (batata-dextrose-BD) e o
indutor de resisténcia Acibenzolar-S-metilico. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado com cinco repeticbes para os ensaios in vitro e quatro
repeticdes para os ensaios in vivo. A avaliacdo do crescimento micelial de S.
sclerotiorum foi realizada aos quatro e sete dias apds a repicagem no teste de
antagonismo, sete dias apds a repicagem no teste de metabdlitos volateis e
diariamente pelo periodo de trés dias apds a repicagem no teste de metabdlitos nao
volateis. PIC, MY e CUI apresentaram maior efeito antagdnico sobre S. sclerotiorum
nos testes de antagonismo, sendo a média de inibicado do crescimento micelial de S.
sclerotiorum, para todas as avaliagbes realizadas, de 49,6%, 50,5% e 47,3%
respectivamente. Nao foi verificado efeito de metabdlitos volateis produzidos por
fungos saprébios sobre o crescimento micelial de S. sclerotiorum. Em pelo menos
um dos ensaios de metabdlitos ndo volateis os tratamentos PIC, MY, CUIl, CUE e
MEE foram eficientes na redugdo do crescimento micelial de S. sclerotiorum. A
avaliacao do comprimento da lesao in vivo foi realizada aos 8, 14 e 21 dias apds a
inoculacdo com S. sclerotiorum. O comprimento da lesdo provocada por S.
sclerotiorum foi afetado pelo tratamento com fungos saprébios. A maior porcentagem
de redugéo foi observada para o tratamento MY (70%) enquanto o tratamento STB
(18,4%) apresentou a menor porcentagem entre os tratamentos realizados com
fungos saprobios. A avaliagdo do comprimento e peso de parte aérea e raiz foi
realizada aos 21 dias apdés a primeira aplicacdo dos fungos saprébios. Nao foi
observado efeito dos fungos saprébios sobre a massa de parte aérea e raizes nas
plantas de soja. Pithomyces chartarum, Myrothecium sp., Memnoniella echinata,
Memnoniella levispora e Stachybotrys globosa apresentam potencial de utilizagao
como biocontroladores de Sclerotinia sclerotiorum em soja.

Palavras-chave: Controle bioldgico. Glycine max. Mofo-branco.
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3.2 ABSTRACT

The objective of this work was select fungi saprobe with potential of control white
mold (Sclerotinia sclerotiorum) in soybean. In vitro, was performed test antagonism
with phytopathogen fungi Sclerotinia sclerotiorum, antibiosis of volatile metabolites
and non-volatiles from saprobe fungi originating from brazilian semi-arid. In vivo,
soybean plants treated with saprobe fungi were inoculated with Sclerotinia
sclerotiorum to determine the effect of use saprobe fungi on white mold control and
on vegetative growth of plants. In the tests in vitro the treatments was saprobe fungi
Pithomyces chartarum (PIC), Myrothecium sp. (MY), Curvularia inaequalis (CUI),
Curvularia eragrostidis (CUE), Stachybotrys globosa (STG), Memnoniella echinata
(MEE), Memnoniella levispora (MEL, except in non-volatiles metabolites test) and
Stachylidium bicolor (STB) and a control. In the tests in vivo, beyond cited
treatments, were used as a control the culture medium of fungi (potato-dextrose-BD)
and the incuctor resistance Acibenzolar-S-methyl. The experimental design was
completely randomized with five replications to in vitro tests and four replications for
in vivo tests. The mycelial growth measurements of S. sclerotiorum were performed
at four and seven days post-transplant in the antagonism test, seven days post-
transplant in the volatile metabolites test and daily per three days post-transplant in
the non-volatiles metabolites test. PIC, MY e CUI showed higher antagonistic effect
on S. sclerotiorum in antagonism tests, being average inhibition of mycelial growth of
S. sclerotiorum, for all evaluations realized, 49.6%, 50.5% e 47.3% respectively.
There was no effect of volatile metabolites produced by saprobe fungi on mycelial
growth of S. sclerotiorum. On at least one of the performed tests with the use of non-
volatiles metabolites the treatments PIC, MY, CUIl, CUE e MEE were effective in
reducing mycelial growth of S. sclerotiorum.In vivo, the measurements of length
lesion was performed at 8, 14 and 21 days post-inoculation of S. sclerotiorum. The
lesion length caused by S. sclerotiorum was affected by treatment with saprobe
fungi.The biggest reduction percentage was observed to treatment MY (70%) while
the treatment STB (18.4%) had the less percentage among the treatments with
saprobe fungi. The evaluation of length and weight of shoot and root was performed
at 21 days after first application of saprobe fungi. No effect of saprobe fungi on the
mass of shoots and roots on soybean plants was observed. Pithomyces chartarum,
Myrothecium sp., Memnoniella echinata, Memnoniella levispora and Stachybotrys
globosa showed potential use as a biocontrollers of Sclerotinia sclerotiorum in
soybean.

Key words: Biological control. Glycine max. White mold.

3.3 INTRODUCAO

O mofo-branco, doengca causada por Sclerotinia sclerotorum (Lib.)
De Bary, esta disseminado por todas as regides brasileiras de condigdes climaticas
amenas (Regido Sul e chapadas dos cerrados acima de 800 m de altitude). Além da
soja (Glycine max L.), o fungo afeta uma vasta gama de plantas cultivadas e

daninhas, com excegao das gramineas (ALMEIDA et al., 2005).
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Recentemente, a ocorréncia do mofo-branco e os niveis de dano
tém aumentado nas areas mais altas do cerrado e no Parana, causando reducgdes
de produtividade de até 60%. Estima-se que cerca de 25% da area de producao de
soja brasileira esteja infestada pelo patogeno (MEYER; NUNES JUNIOR; PIMENTA,
2013).

Os primeiros sintomas da doenca sdo manchas de anasarca que
evoluem para coloragdo castanho-clara e logo desenvolvem abundante formacao de
micélio branco e denso. Em poucos dias o micélio transforma-se em massa negra,
rigida, o esclerddio, que € a forma de resisténcia do fungo (ALMEIDA et al., 2005).

Uma vez estabelecido em uma area, S. sclerotiorum é de dificil
erradicagdo. O controle se da pela utilizagdo de sementes certificadas,
rotacdo/sucessdo de soja com espécies como milho, aveia branca ou trigo;
eliminacao de plantas daninhas que na sua maioria sdo hospedeiras do fungo, entre
outras (ALMEIDA et al., 2005). Atualmente, ndo ha disponibilidade de cultivares de
soja geneticamente resistentes a S. sclerotiorum, mas pode haver diferengas de
suscetibilidade entre elas (FURLAN, 2009).

Os controles quimico e biolégico tém sido empregados para o
manejo do mofo-branco em diversas culturas, reduzindo com isso os danos na
qualidade e produtividade de graos (ZANCAN et al., 2012).

Fungos saprdbios tém recebido recentemente uma atengao especial
como agentes de controle bioldgico e indutores potenciais de resisténcia (YEDIDIA
et al., 2003), pois, de modo similar aos patégenos, estes sdo capazes de secretar
pectatoliases, induzir a liberagdo de oligogalacturonideos e ativar a resposta de
defesa de plantas.

Os fungos saprobios podem ser obtidos a partir da matéria organica
em decomposi¢cao. Quanto mais hostil 0 ambiente de onde forem recuperados,
maiores as chances de sobrevivéncia como agentes de biocontrole no
agroecossistema. Trabalhos de prospecgao da biodiversidade fungica do semiarido
tém sido conduzidos e varios fungos saprobios da serapilheira de florestas da
caatinga do Nordeste foram identificados (ALMEIDA; IZABEL; GUSMAO, 2011;
BARBOSA; GUSMAO, 2011; IZABEL et al., 2011; LEAO-FERREIRA; GUSMAO;
RUIZ, 2013). Estes fungos estdo sendo agora testados no projeto

SISBIOTA/FAPESP, para o controle de doencas em diversos patossistemas.
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Nesse contexto, o presente trabalho tem como objetivo a selegao de

fungos saprébios com potencial de controle do mofo-branco da soja.

34 MATERIAL E METODOS

3.4.1 Efeito In Vitro dos Fungos Saprobios Sobre Sclerotinia sclerotiorum

Os tratamentos utilizados nos trés ensaios realizados in vitro
(antagonismo, metabdlitos volateis e metabdlitos nao-volateis) foram oito espécies
de fungos saprébios e a testemunha. Os fungos saprobios utilizados séo originarios
do semi-arido nordestino e foram fornecidos pelo Prof. Dr. Luis Fernando P.
Gusmao, responsavel pela colegdo de fungos da Universidade Estadual de Feira de
Santana (BA). A identificagcdo desses fungos foi realizada mediante trabalhos de
prospeccéo da biodiversidade fungica do semiarido (ALMEIDA; IZABEL; GUSMAO,
2011; BARBOSA; GUSMAO, 2011; IZABEL et al., 2011; LEAO-FERREIRA;
GUSMAO; RUIZ, 2013). Os fungos saprobios foram: Pithomyces chartarum (PIC),
Myrothecium sp. (MY), Curvularia inaequalis (CUI), Curvularia eragrostidis (CUE),
Stachybotrys globosa (STG), Memnoniella echinata (MEE), Memnoniella levispora
(MEL, exceto no ensaio de metabdlitos ndo volateis) e Stachylidium bicolor (STB). O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado com cinco repetigcdes por
tratamento. Os ensaios realizados in vitro foram repeti¢des trés vezes, a exce¢ao do
teste de antibiose com metabdlitos nao volateis (repetido duas vezes).

Os resultados obtidos para os ensaios de antagonismo e
metabdlitos ndo volateis foram submetidos a analise de variancia e os dados
comparados pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro. Nos ensaios de
metabodlitos ndo volateis calculou-se também o indice de velocidade de
crescimento micelial (IVCM), conforme férmula de Maguire (1962) adaptada por
Oliveira (1992): IVCM = 3 (D-Da) /N, onde: IVCM = indice de velocidade de
crescimento micelial; D = didmetro médio atual da colénia; Da = didametro médio da
col6nia no dia anterior; N = numero de dias de incubacgao. Os valores de [VCM foram

comparados pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade de erro.



31

3.4.1.1 Teste de antagonismo

O ensaio foi realizado por meio da técnica da cultura pareada, de
acordo com a metodologia descrita por Bell et al. (1982).

Os fungos saprobios foram cultivados a 25 £+ 2 °C por 15 dias sob luz
continua e o fungo fitopatogénico S. sclerotiorum a 20 + 2 °C e fotoperiodo de 12 h
por sete dias, ambos em meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA).

Uma semana antes do plagueamento de S. sclerotiorum, um disco
de micélio contendo inéculo dos fungos saprobios foi repicado a aproximadamente 1
cm de distancia de um dos bordos da placa, a exceg¢ao de Curvularia eragrostidis
(CUE) e Curvularia inaequalis (CUI) repicados trés dias antes do plagueamento do
fungo fitopatogénico, em funcdo da velocidade de crescimento da coldnia. As placas
foram vedadas com filme plastico e mantidas a 25 °C sob fotoperiodo de 12 h. A
repicagem de S. sclerotiorum foi realizada no bordo oposto da placa. A distancia
entre o disco contendo os saprobios e S. sclerotiorum foi de aproximadamente seis
centimetros. As placas foram incubadas em BOD a temperatura de 20 + 2 °C e
fotoperiodo de 12 h. Nas placas testemunhas foram repicados somente discos do
patogeno.

Aos quatro dias apds a repicagem de S. sclerotiorum realizou-se a
primeira avaliagdo de crescimento micelial dos fungos saprébios e do fungo
fitopatogénico, sendo realizada uma segunda avaliagdo aos sete dias apos a
repicagem. O crescimento micelial foi determinado com o auxilio de régua
milimetrada.

Posteriormente, determinou-se a porcentagem de inibicdo do
crescimento micelial de S. sclerotiorum em comparacao a testemunha, pela formula:
I= [(C1-C2) /C1] * 100, onde I=% de inibicdo do patdgeno; C1 = crescimento do
patdogeno na placa testemunha (cm) e C2 = crescimento do patdgeno na placa
tratamento. As placas foram mantidas em BOD até os 21 dias ap6s a montagem do

ensaio quando se realizou a avaliagao do numero de esclerddios formados.

3.4.1.2 Teste de antibiose de metabdlitos volateis

Para a realizacdo do ensaio foram utilizadas placas de poliestireno

(60 ml de volume) com uma divisoria.
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Uma semana antes do plaqueamento de S. sclerotiorum, um disco
de micélio contendo inéculo dos fungos saprobios, foi repicado em um dos lados da
placa contendo aproximadamente 10 mL de BDA, visando a detec¢do de volateis
biologicamente ativos, a excecdo de Curvularia eragrostidis (CUE) e Curvularia
inaequalis (CUI) repicados trés dias antes do plaqueamento do fungo fitopatogénico,
em funcdo da rapida velocidade de crescimento da colénia. As placas foram
vedadas com filme plastico e mantidas a 25 °C sob fotoperiodo de 12h. A repicagem
de S. sclerotiorum foi realizada na metade oposta da placa.

A avaliagao do crescimento micelial foi realizada aos sete dias apos
o plaqueamento de S. sclerotiorum com o auxilio de régua milimetrada. Aos 21 dias

apos a montagem do ensaio avaliou-se o numero de esclerodios formados.

3.4.1.3 Teste de antibiose com metabdlitos ndo-volateis

Os filtrados de cultura dos fungos saprobios foram obtidos apds
cultivo em meio liquido batata-dextrose (BD). Dois discos de micélio de 5 mm de
didmetro contendo fungos crescidos em meio BDA por aproximadamente 30 dias,
foram transferidos para erlenmeyers com capacidade de 250 mL contendo 150 mL
de BD e incubados a 25 °C sem agitacéo, por 10 dias sob luz continua. Apos esse
periodo, a suspensdo dos fungos saprobios foi filtrada em papel filtro e
posteriormente centrifugada em duas etapas de 15 min a 5000 rpm. Os filtrados
puros, assim obtidos, foram armazenados em geladeira pelo periodo de 48 h.

O in6culo de S. sclerotiorum utilizado no ensaio foi derivado de
colbnias cultivadas a 20 £ 2 °C e fotoperiodo de 12 h por 30 dias em meio de cultura
BDA.

Para testar o efeito dos filtrados da cultura dos fungos saprébios
sobre o crescimento micelial do fitopatdgeno, cada um dos filtrados foi incorporado
separadamente em BDA fundente, nas proporcbes de 0; 2; 4; 6; 8 e 10%
(volume/volume), sendo o volume final de 150 mL e, vertidos em placas de petri. Um
disco de 5 mm de didmetro contendo micélio de S. sclerotiorum foi depositado no
centro das placas, posteriormente mantidas a temperatura de 20 + 2 °C e
fotoperiodo de 12/12 h. Foram utilizadas cinco repeticdes para cada concentracao.

O crescimento diametral das colénias de S. sclerotiorum foi avaliado

diariamente por trés dias, tempo no qual as colénias nas placas testemunhas
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alcangaram o didametro maximo da placa de petri (9 cm). A avaliacao foi realizada em
dois eixos perpendiculares de crescimento com o auxilio de régua milimetrada.

Os dados obtidos foram utilizados no calculo do indice de velocidade
de crescimento micelial, conforme formula de Maguire (1962) adaptada por Oliveira
(1992) sendo, portanto, IVCM = ) (D-Da) /N, onde, IVCM = indice de velocidade de
crescimento micelial; D = didmetro médio atual da colénia; Da = didmetro médio da
colénia do dia anterior; N = numero de dias apds a incubagdo. Os valores de IVCM

foram comparados pelo teste Scott-Knott (5%).

3.4.2 Fungos Saprébios no Controle do Mofo-Branco em Plantas de Soja

O ensaio foi desenvolvido na Embrapa-Soja, durante o periodo de
marco a maio de 2013. A semeadura foi realizada no dia 11/03/2013 utilizando-se a
cultivar de soja BMX Poténcia RR. Cinco sementes foram semeadas em vasos de 5
L contendo areia e solo (na proporgéo 3:1) e adubagao de 15 g de NPK (4-14-08). O
desbaste foi realizado aos quinze dias apds a semeadura, com o auxilio de tesoura
de poda, deixando-se duas plantas/vaso. Da semeadura até a inoculagao (estadio
R1) as plantas foram mantidas em casa de vegetacdo de vidro com temperatura
média de 27,2 °C e iluminag&o solar natural. A irrigacdo das plantas foi realizada
diariamente.

Os tratamentos foram constituidos pelos mesmos fungos saprobios
utilizados nos ensaios in vitro, um indutor comercial de resisténcia em plantas
(Acibenzolar-S-metilico, nome comercial Bion®), meio liquido batata-dextrose e uma

testemunha sem tratar (Tabela 1).
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Tabela 1 — Tratamentos utilizados para avaliagdo do controle de mofo-branco
(Scleratinia sclerotiorum) em plantas de soja. Londrina, PR, 2013.

TRATAMENTOS IDENTIFICACAO
Stachylidium bicolor STB
Pithomyces chartarum PIC
Myrothecium sp. MY
Stachybotrys globosa STG
Memnoniella echinata MEE
Memnoniella levispora MEL
Curvularia eragrostidis CUE
Curvularia inaequalis CuUl
Batata-dextrose BD
Acibenzolar-S-Metilico Bion
Testemunha Test

Para o cultivo dos fungos saproébios, dois discos de micélio com 5
mm de diametro foram retirados da borda de colénias com um més de
desenvolvimento e transferidos para o interior de erlenmeyers contendo 100 mL de
meio liquido batata-dextrose (BD). As culturas foram mantidas sobre bancada sem
agitacdo em camara climatizada a 25 °C por sete dias. Decorrido esse periodo,
foram adicionados 100 mL de agua destilada e esterilizada as culturas dos fungos. A
suspensao foi homogeneizada com liquidificador e utilizada para aplicagédo nas
plantas de soja. Para o tratamento com Bion, a dosagem utilizada foi equivalente a
7,5 gi.a/ha.

O in6culo de S. sclerotiorum foi obtido mediante cultura em meio
BDA (dez placas) por trés dias a temperatura de 20 °C e fotoperiodo 12/12 horas de
luz e escuro.

A aplicagdo dos tratamentos foi realizada no dia 22/04/2013,
utilizando-se um chumago de algodao embebido na suspensédo e delicadamente
friccionado sobre as superficies abaxial e adaxial das folhas das plantas. Em todos
os tratamentos adicionou-se uma gota por L do espalhante Tween 20.

Trés dias apds a aplicacido dos tratamentos, as plantas, em estadio
R1, foram inoculadas com o fungo fitopatogénico S. sclerotiorum. Para a inoculagao,
a base de ponteiras de micropipetas (200 L) foi utilizada para retirar o in6culo das

colénias de S. sclerotiorum das placas de Petri. Essas ponteiras com o indculo na
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base foram colocadas nas hastes de soja cortadas 0,5 cm acima da ultima insergao
foliar totalmente expandida (5-6° trifélio) com uma tesoura estéril.

Ap6s a inoculagdo com S. sclerotiorum, as plantas foram
transferidas para camara de crescimento tipo fitotron (Figura 1) com temperatura
controlada a 20+1 °C, fotoperiodo de 12 h e mantidas nessa condicao por sete dias.
Durante as primeiras 48 h, as plantas inoculadas e controle foram pulverizadas com
agua visando a manutengdo da umidade e propiciar o desenvolvimento dos

sintomas da doenca.

Figura 1 — Camaras de crescimento (fitotron) onde as plantas de soja foram
mantidas apods inoculagdo com S. sclerotiorum.

Aos 8, 14 e 21 dias apds a inoculagao (DAIl) foram realizadas
medicdes do comprimento das lesdes causadas por S. sclerotiorum. O comprimento
da lesdo (cm) foi medido a partir da extremidade da haste onde se encontrava a
ponteira, com o auxilio de uma régua.

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia e os

dados comparados pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

3.4.3 Efeito de Fungos Saprobios sobre o Desenvolvimento Vegetativo de Plantas

de Soja

Dois ensaios foram conduzidos em casa de vegetagcdo, em

delineamento experimental inteiramente casualizado com quatro repeticbes por
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tratamento. Os tratamentos, o cultivo dos fungos saprobios, o preparo das
suspensdes fungicas e a aplicacdo dos tratamentos nas plantas de soja, foram
realizados de acordo com a metodologia descrita no item 3.4.2.
Para ambos ensaios, cinco sementes de soja da cultivar BMX

Poténcia RR foram semeadas em vasos de 5 L contendo areia e solo (na proporgao
3:1) e, adubacao de 30 g de NPK (4-14-08). A semeadura foi realizada em 24/07/13
e 04/09/13 para os ensaios 1 e 2 respectivamente. O desbaste foi realizado aos
quinze dias apos a semeadura, com o auxilio de tesoura de poda, deixando-se duas
plantas/vaso.

A aplicacao dos tratamentos foi realizada no dia 19/09/2013 (ensaio
1) e 24/10/13 (ensaio 2). A reaplicacdo dos tratamentos foi realizada uma semana
ap6s a primeira aplicagdo utilizando-se a mesma metodologia empregada
anteriormente. Aos 21 dias apds a primeira aplicacdo, quando as plantas se
encontravam em estadio R1, realizou-se a coleta das plantas para determinagcdo do
comprimento e massa de raizes e parte aérea.

A determinagdo do comprimento (cm) foi realizada para a raiz
principal e parte aérea separadamente com o auxilio de régua milimetrada. Para a
determinacao do peso fresco (g), as raizes foram lavadas em agua corrente
delicadamente para retirar o excesso de solo. Apds a obtencdo da massa fresca as
plantas foram mantidas em estufa a 50 °C durante trés dias para a obtengao da
massa seca (g). Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia e os

dados comparados pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

3.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.5.1 Teste de Antagonismo

Os resultados indicaram que o crescimento micelial de S.

sclerotiorum, em cultivo pareado, foi afetado pela presencga dos isolados de fungos

saproébios avaliados (Figura 2, Tabela 2).
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Figura 2 — Desenvolvimento de Sclerotinia sclerotiorum (SS) em teste de
antagonismo (confrontac&do direta) com fungos saprébios: Myrothecium
sp. (MY), Stachybotrys globosa (STG), Curvularia inaequalis (CUI),
Curvularia  eragrostidis (CUE), Memnoniella levispora (MEL),
Memnoniella echinata (MEE), Pithomyces chartarum (PIC) e Stachylidium
bicolor (STB) quatro dias apds a repicagem de S. sclerotiorum.

O isolado de maior efeito antagbnico em todos os
ensaios/avaliagdes foi MY, sendo que para o ensaio 1 os isolados PIC, STG e MEL
também apresentaram maior efeito antagénico. Para o ensaio 2, aléem de MY, os
isolados PIC, STG e MEE apresentaram maior efeito antagbnico na primeira
avaliacao, entretanto, dentre eles, somente MEE manteve a inibicdo do crescimento
micelial de S. Sclerotiorum na avaliagdo seguinte. No ensaio 3, além de MY, os
tratamentos com isolados de PIC, STG, MEE, MEL e STB inibiram o crescimento
micelial do fitopatégeno na primeira avaliagcédo, sendo a inibicdo ndo duradoura para
o isolado STB, uma vez que na avaliagao seguinte este nao diferiu da testemunha.

Segundo Ahmed et al (2003) metabdlitos com efeito fungistatico
difundido no meio de cultura, sdo responsaveis pela inibicdo do crescimento do
micélio além de promover a desorganizagdo de células e a lise de hifas de alguns

fungos.
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Tabela 2 —Halo (cm) de inibicdo do crescimento micelial de Sclerotinia sclerotiorum
em cultivo pareado com isolados de fungos saprobios in vitro. Londrina-
PR, Ago- Out,2013.

E1A1® E1A2 E2A1 E2A2 E3A1 E3A2
Tratamento Halo de inibicdo do crescimento micelial (cm)
PIC @ 0,7b® 0,7b 0,7b 0,4 bc 1,4 ab 1,5 ab
MY 1,4 a 1,4 a 2,2a 1,9a 2,6a 2,2a
CUl 0,0d 0,0d 00c 0,0d 0,0c 0,0c
CUE 0,0d 0,0c 0,0c 0,2 cd 0,3c 0,2c
STG 0,5 bc 0,5b 0,8b 0,3 bc 1,2 ab 1,1b
MEE 0,0d 0,0c 09b 0,6b 2,1ab 1,2b
MEL 0,6 bc 0,6b 0,2c 0,0d 2,0 ab 1,1b
STB 0,3c 0,0c 0,0c 0,0d 1,1b 0,0c
TEST 0,0d 0,0c 0,0c 0,0d 0,0c 0,0c
CV (%) 31,4 26,3 34,5 37,7 27,8 21,1

(1) Erefere-se ao ensaio € A a avaliagéo (A1- 4 dias apds repicagem; A2 - 7dias apds repicagem)

(2) Pithomyces chartarum (PIC), Myrothecium sp. (MY), Curvularia inaequalis (CUI), Curvularia eragros
Stachybotrys globosa (STG), Memnoniella echinata (MEE), Memnoniella levispora (MEL), Stachylidium bicc
Testemunha (TEST).

(3) Médias seguidas de mesma letra ndo diferem na coluna pelo teste Tukey a 5% de probabilidade

Balbi-Pena et al. (2012) realizaram teste de cultura pareada com
fungos saprobios e Sclerotinia sclerotiorum em trés meios de cultura diferentes
(batata-dextrose-agar; cenoura-agar e meio minimo de Pontecorvo) e observaram
que Dictyochaeta simplex, Stachybotrys nephrosfora, Stachybotrys globosa,
Memnoniella levispora e Memnoniella echinata inibiram o crescimento micelial do
patdgeno em pelo menos 2 dos 3 meios testados. No presente ensaio, embora os
tratamentos com Stachybotrys globosa, Memnoniella levispora e Memnoniella
echinata tenham inibido o crescimento micelial em porcentagens variando de 27,3 a
43,2% (Tabela 2) estes ndo foram os tratamentos com maior efeito antagbnico
observado.

Silva et al. (2012) avaliaram o potencial antagbnico dos fungos
saprébios Curvularia inaequalis (CUI), Dictyochaeta simplex (DIS), Gonytrichum
macrocladum (GOM), Memnoniella echinata (MEE), Pseudobotrytis terrestris (PST),
Stachybotrys globosa (STG) e S. nephrosfora (STN) contra Elsinoe ampelina,
causador da antracnose da videira e, observaram que em meio BDA o saprobio MEE
produziu halo de 7,10mm, enquanto que o STG apenas 1,27mm.

Alencar et al (2012) avaliando o potencial antagonico de Curvularia

eragrostidis, C. inaequalis, Memnoniella echinata, M. levispora, Stachybotrys
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globosa, S. nephosfera, Pithomyces chartarum e Pseudobotrytis terrestris sobre
Septoria lycopersici observaram que C. eragrostidis inibiu em 20,9% o crescimento
micelial do fitopatogeno. Os fungos M. levispora, S. nephrosfora e S. globosa

apresentaram halo de inibicdo quando confrontados com o fitopatégeno.

3.5.2 Teste de Antibiose de Metabodlitos Volateis

Nao foi verificado efeito de metabdlitos volateis produzidos por
fungos saprobios sobre o crescimento micelial de S. sclerotiorum em nenhum dos
ensaios realizados (dados ndo mostrados). Todas as placas foram cobertas
completamente pelas estruturas do fungo, demonstrando que os fungos saprébios
utilizados n&o produziram volateis toxicos a S. sclerotiorum.

Os resultados obtidos corroboram Mello et al. (2012) que avaliaram
o potencial de antagonismo exercido por fungos saprébios do semi-arido sobre S.
sclerotiorum pela producdo de compostos volateis e verificaram que o crescimento
micelial e a formagédo de esclerddios de S. sclerotiorum n&o foram afetados pela
utilizagao dos fungos saprobios.

Vale ressaltar que de acordo com Macedo et al. (2007), os
metabdlitos encontrados sob condi¢gbes controladas podem se distinguir funcional e
quantitativamente daqueles presentes em campo, devido a diversos fatores:
variagdo das condigdes abidticas, como temperatura e umidade; condicbes
nutricionais; e adsorgao das moléculas por particulas do solo. Além disso, a acao
antagonista pode resultar do efeito sinergista resultante de dois ou mais mecanismos
agindo simultaneamente. Assim, faz-se necessario avaliar os isolados em casa-de-

vegetacao e campo para verificar a efetividade do controle verificado in vitro.

3.5.3 Teste de Antibiose com Metabdlitos Nao-Volateis

Os ensaios mostraram que o crescimento micelial de S. sclerotiorum
foi afetado pelos filtrados de culturas fungicas utilizados. Para alguns fungos,
observou-se diferenga estatistica entre as doses de filtrados acrescentadas no meio.
Com excecéao de STG e STB, houve diferenga de crescimento entre os tratamentos
com diferentes concentracbes dos filtrados incorporados e entre estes e a

testemunha (sem filtrado). No ensaio 1, ndo foram observadas diferengas entre os
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isolados e entre as doses, uma vez que todos os tratamentos em todas as
concentragdes atingiram o didmetro total da placa na ultima avaliagdo (dados nao
mostrados).

Para o ensaio 2, o efeito das concentracdes utilizadas se manteve
até a ultima avaliagao, a excecao dos tratamentos STB e STG, para os quais nao foi
observada diferenga significativa entre as doses. Os tratamentos com filtrados de
PIC (concentragdes 4 e 6% v/v), MY (6 e 10% v/v), CUI (8% v/v), CUE (8% v/v) e
MEE (4% v/v) foram eficientes na redugédo do crescimento micelial de S. sclerotiorum
(Tabela 3).

Tabela 3 — Crescimento micelial (cm) de Sclerotinia sclerotiorum em meio de cultura
adicionado de diferentes concentracdes (0, 2, 4, 6, 8 e 10%) de filtrado
de culturas fungicas. Londrina-PR, Ago- Out, 2013.

Concentracéao (% v/v)

0 2 4 6 8 10
Tratamento E2A3(M
PIC® 9,0Ab® 90Ab 48Aa 51Aa 90Bb 82ABb
MY 90Ac 90Ac 85BCbc 68Ba 9,0Bc 7,2Aab
cul 90Ab 90Ab 90Cb 90Cb 67Aa 9,0Bb
CUE 90Ab 90Ab B80BCb 90Cb 55Aa 9,0Bb
STG 90Aa 90Aa 90Ca 90Ca 90Ba 90Ba
MEE 90Ab 90Ab 73Ba 9,0Cb 9,0Bb 82ABab
STB 90Aa 90Aa 90Ca 90Ca 90Ba 90Ba
CV (%) 9,2

(1) Erefere-se ao ensaio e A a avaliagéo (avaliagao realizada aos trés dias apos a repicagem)
(2) Pithomyces chartarum (PIC), Myrothecium sp. (MY), Curvularia inaequalis (CUl), Curvularia eragrostidis
(CUE), Stachybotrys globosa (STG), Memnoniella echinata (MEE), Stachylidium bicolor (STB).

(3) Médias seguidas de mesma letra mindscula ndo diferem na linha e maitscula na coluna pelo teste Tukey a

5% de probabilidade

Na concentragcdo 2 % nao houve diferenga significativa entre os
tratamentos com fungos saproébios. O tratamento PIC diferiu significativamente dos
demais nas concentragbes 4% e 6%. CUl e CUE mostraram-se eficientes na
reducdo do crescimento micelial de S. sclerotiorum na concentracdo 8%. Na
concentracéo 10%, MY diferiu estatisticamente dos demais tratamentos (Tabela 3).

Calvo et al. (2012), avaliando o efeito de metabdlitos ndo volateis
produzidos por fungos saprébios sobre S. sclerotiorum, observaram que o saprobio

Phitomyces chartarum inibiu o crescimento micelial do fitopatégeno em 70,4 e 61,8%
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nas concentragbes 2% e 0,2% respectivamente. Curvularia eragrostidis e

Memnoniella levispora nao apresentaram efeito inibitério na concentragéo de 0,2%.
A velocidade do crescimento micelial de S. sclerotiorum (IVCM) foi

afetada pelos filtrados de culturas fungicas utilizados. Houve diferenga significativa

entre os tratamentos e entre as doses (Tabela 4).

Tabela 4 —indice de velocidade do crescimento micelial (mm/dia) de Sclerotinia
sclerotiorum em meio de cultura adicionado de diferentes concentracoes
0, 2, 4, 6, 8 e 10%) de filtrado de culturas fungicas. Londrina-PR, Ago-

Out,2013.
Concentracgéo (%Vv/v)
0 2 4 6 8 10
Tratamento E2(
PIC 4,72 BCa 5,34 Cb 2,54 Aa 2,78 Aa 524BCc 4,44 Bab
MY 4,74 ABa 486Ba 438ABbc 3,74Ab 468ABbc 3,72 Aa
CuUl 4,74 Ba 4,86 Ba 4,58 Bbc 4,62 Bc 3,58 Aab 4,46 Bab
CUE 4,74 Ba 5,02Bab 4,22Bbc 4,40 Bbc 3,06 Aa 4,36 Bab
STG 474 ABCa 5,02Cab 4,68ABbc 4,58 Ac 494 BCc 4,68 ABb
MEE 474BCa 5,14 Cab 392Ab 4,64 ABCc 4,88BCc 4,26 ABab
STB 4,74 Aa 5,18 Bab 5,00 ABc 4,70 Ac 4,68 Abc 4,68 Ab
C.V. (%) 2,82 4,04 11,84 9,78 13,49 10,46

(1) Erefere-se ao ensaio e A a avaliagdo (avaliagdo aos trés dias apés a repicagemde S. sclerotiorum)
(2) Pithomyces chartarum (PIC), Myrothecium sp. (MY'), Curvularia inaequalis (CUl), Curvularia e
ragrostidis (CUE), Stachybotrys globosa (STG), Memnoniella echinata (MEE) e Stachylidium bicolor (STB)

(3) Médias seguidas de mesma letra mailscula n&o diferem na linha e mindscula na coluna pelo teste

Tukey a 5% de probabilidade

Em relacao ao efeito das concentracdes testadas, observou-se para
0 ensaio 2 que o tratamento PIC reduziu a velocidade do cresimento micelial de S.
sclerotiorum em relagdo a testemunha nas concentragbes 4 e 6%. Para os
tratamentos CUl e CUE a reducédo foi verificada na concentragdo 8%. A
concentragcao 4% foi eficiente na redugao do crescimento micelial para o tratamento
MEE. Para o tratamento STB a concentracdo 2% aumentou a velocidade do
crescimento micelial de S. sclerotiorum em relagdo a testemunha (Tabela 4).

Os tratamentos MY e CUI diferiram significativamente do tratamento
PIC na concentragdo 2%. PIC mostrou-se eficiente na redu¢do da velocidade do
crescimento micelial de S. sclerotiorum nas concentragées 4% e 6% em relagdo aos

demais tratamentos. Na concentracao 8% CUE e CUI diferiram estatisticamente dos
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demais tratamentos. Os tratamento MY e STB diferiram significativamente entre si

na concentracao 10% (Tabela 4).

3.5.4 Formacao de Esclerddios nos Testes de Metabdlitos Volateis e Antagonismo

Embora ndo tenha sido observado efeito de metabdlitos volateis no
crescimento micelial de S. sclerotiorum (dados ndo mostrados), o isolado MY reduziu

a formacgao de esclerddios em relagédo a testemunha para o segundo ensaio (Tabela
5).

Tabela 5 — Efeito de fungos saprébios sobre o numero de esclerddios de Sclerotinia
sclerotiorum formados em ensaios de metabdlitos volateis e
antagonismo. Londrina-PR, Ago- Out, 2013.

Numero de esclerodios formados

Tratamento  EvV1 EV2 EV3 EA®1 EA2 EA3
pic® 1,7ab®  1,2ab 0,0™ 1,8" 2,6abc  06a
MY 1,0a 0,0a 0,0 0,0 0,2a 02a
Ccul 1,0a 2,8ab 1,0 2,6 5,8¢ 0,0a
CUE 1,0a 2,4ab 0,6 2,2 6,6¢ 0,0a
STG 1,0a 1,8ab 0,0 2,6 54bc  0,8a
MEE 1,9b 1,2 ab 0,8 0,2 2,4abc  0,0a
MEL 1,1ab 1,8ab 0,0 0,8 1,0ab  04a
STB 1,1ab 1,2 ab 0,0 4,0 44bc  06a
TEST 1,5ab 3,8b 0,0 2,2 0,0a 2,6b
CV (%) 33,68 34,97 29,64 38,14 2899 19,62

Dados transformados: Raiz quadradade Y +1.0 - SQRT(Y +1.0)

(1) EV: Ensaio Volateis

(2) EA: Ensaio antagonismo

(3) Pithomyces chartarum (PIC), Myrothecium sp. (MY'), Curvularia inaequalis (CUI),
Curvularia eragrostidis (CUE), Stachybotrys globosa (STG), Memnoniella echinata (MEE),
Memnoniella levispora (MEL), Stachylidium bicolor (STB) e Testemunha (TEST).

(4) Médias seguidas de mesma letra ndo diferem na coluna pelo teste Tukey a 5% de probabilidade

Quando em cultivo pareado, os isolados de fungos saprobios
estudados nao reduziram a formacao de esclerddios de S. sclerotiorum nos ensaios
1 e 2, sendo a redugdo observada apenas para o ensaio 3, quando todos os
tratamentos utilizados reduziram a formacdo de esclerodios em relagdo a
testemunha (Tabela 5). Os tratamentos CUIl, CUE e MEE reduziram a formacéo de

esclerédios em 100%. O tratamento MY apresentou reducgéo de 92,3%, seguido dos



43

tratamentos MEL, PIC, STB e STG que reduziram a formagao de esclerddios em
84,6%, 76,9%, 76,9% e 69,2% respectivamente.

Balbi-Pefia et al. (2012) também avaliaram a influéncia de fungos
saprobios sobre a formacdo de esclerédios de S. sclerotiorum em teste de
confrontagdo direta e observaram que M. levispora e M. echinata inibiram a
formacao de esclerédios em 55,7% e 57% respectivamente, apresentando potencial
de utilizagdo como biocontroladores de S. sclerotiorum uma vez que, os esclerédios
constituem importantes estruturas que atuam como fonte de inéculo no ciclo da

doenca.

3.5.5 Fungos Saprébios no Controle do Mofo-Branco em Plantas de Soja

No ensaio realizado in vivo, as lesbes observadas nas hastes
principais apresentaram coloragao palha e o tecido do caule afetado mostrou-se oco
e quebradico. Na primeira avaliacdo, as folhas apresentaram-se murchas e na
segunda avaliagdo muitas delas ja estavam secas e quebradicas (Figura 3). Em
algumas plantas ja na primeira avaliacdo foi possivel observar a formagao de

esclerodios (Figura 4).

Figura 3 — Aspecto de folhas (A) e lesdes provocadas pela inoculagdo de Sclerotinia
sclerotiorum (B) em plantas de soja.
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Figura 4 — Esclerédios desenvolvidos aos 8 dias apds a inoculagdo (DAI) de
Sclerotinia sclerotiorum em plantas de soja tratadas com Memnoniella
echinata (A), Curvularia inaequalis (B) e Acibenzolar-S-Metilico (C).

O comprimento da lesédo provocada por S. sclerotiorum foi afetado
pelo tratamento com fungos saprébios, quando aplicados anteriormente a inoculagao

com S. sclerotiorum (Tabela 6).

Tabela 6 — Comprimento médio da lesdo (cm), area abaixo da curva de progresso da
doenca (AACPD) e porcentagem de reducdo do comprimento da leséao
em plantas de soja tratadas com fungos saprébios, Acibenzolar-S-
Metilico e meio liquido batata-dextrose e inoculadas com Sclerotinia
sclerotiorum. Londrina-PR. Mar-Mai, 2013.

Comprimento da lesdo (cm)
Tratamento 8DAIY 14 DAl 21 DAl AACPD % Reducéo aos 21 DAI

PIC @ 25ab®  3,5a 3.8a 3,1ab 61,6
MY 0,7a 21a 3,0a 1,7a 70,0
Cul 4,5ab 59a 7,3a 5,5 ab 27,4
CUE 1,8 ab 2,2a 3,1a 2,2 ab 69,0
STG 4,6 ab 6,6 a 8,1a 4,1 ab 19,1

MEE 29 ab 3,7a 50a 3,6 ab 50,2
MEL 5,0 ab 6,5a 79 a 6,1 ab 21,0
STB 3,9 ab 6,4 a 8,2a 5,7 ab 18,4
BD 3,4 ab 5 7a 7,5a 5,1 ab 25,4

BION 5,4 ab 6,9 a 8,5a 6,5 ab 14,9

TEST 58b 8,0a 10,0 a 7.4 Db 0,0

CV (%) 29,8 29,5 29,4 29,1 -

Dados transformados em "(x+k)*1/2" comk = 0,1

(1) DAL dias ap6s a inoculagéo

(2) Pithomyces chartarum (PIC), Myrothecium sp. (MY), Curvularia inaequalis (CUl), Curvularia eragrostidis (CUE),
Stachybotrys globosa (STG), Memnoniella echinata (MEE), Memnoniella levispora (MEL), Stachylidium bicolor (STB),
meio liquido batata-dextrose (BD), Acibenzolar- S- Metilico (BION) e Testemunha (TEST).

(3) Médias seguidas de mesma letra ndo diferem na coluna
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O tratamento com MY foi o unico que diferiu estatisticamente da
testemunha na primeira avaliagdo. Nas avaliagdes seguintes, nao houve diferenca
significativa. Contudo, embora o tratamento MY nao tenha apresentado diferenga
significativa nas avaliagdes seguintes, foi o uUnico tratamento que diferiu
estatisticamente da testemunha quando analisada a AACPD (Tabela 6). O
tratamento MY reduziu o comprimento da lesdo em 70% em relagcéo a testemunha
(Figura 5).

Figura 5 — Lesbes provocadas pela inoculagéo de Sclerotinia sclerotiorum aos 8 DAI
(a), 14 DAI (b) e 21 DAI (c) em plantas de soja tratadas com Myrothecium
sp. (A) e plantas de soja nao tratadas com fungos saprébios (B).

Essa observagcdo pode sugerir que o tratamento utilizado
proporcionou o controle da doengca em um momento inicial, mas, essa prote¢cao nao
foi duradoura, tornando-se menos efetiva a medida que a doenga se desenvolvia,
sendo, entretanto, suficiente para retardar o seu progresso em relagédo a
testemunha. A reaplicagdo do tratamento poderia proporcionar maior protecéo, tal
como se observa quando da utilizacdo de produtos quimicos, para os quais
normalmente ocorre a necessidade de mais de uma aplicagdo durante o ciclo da
doenca.

Outros trabalhos com a utilizagao de fungos do género Myrothecium
spp. contra fungos patogénicos tem sido realizados e, algumas dessas pesquisas
tém obtido bons resultados. Como por exemplo o trabalho de Gees; Coffey (1989)

que avaliaram o potencial de uma estirpe de Myrothecium roridum como agente de
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biocontrole contra Phytophthora cinnamomi obtendo total inibicdo da germinagao
dos zoOsporos.

Lian et al. (2008) demonstraram que dois tricotecenos antifungicos,
roridina A e roridina D, produzidos pelo fungo Myrothecium sp. isolado a partir da
esponja marinha (Axinella sp) apresentaram potencial para utilizagdo como
inibidores contra o patégeno de plantas S. sclerotiorum.

Liu et al. (2006) estudaram o efeito de metabdlitos produzidos por
Myrothecium sp. sobre os fungos Candida albicans, Aspergillus niger e Trichophyton
rubrum e demonstraram que os metabdlitos fungicos roridina A e 83-acetoxy-roridina
H foram fortemente bioativos contra os trés fungos, apresentando indices de controle
préximos ao cetoconazol, usado como controle positivo. Considerando que Candida
albicans, Aspergillus niger e Trichophyton rubrum s&o patégenos humanos
oportunistas dos mais comuns, a importancia dos metabdlitos produzidos por fungos
do género Myrothecium vai além do seu potencial na produgéao agricola.

Marba et al. (2012), avaliando o efeito de Stachybotrys globosa,
Stachybotrys nephrosfora e Memnoniella echinata sobre o crescimento micelial de
Colletotrichum gloeosporioides, observaram que M. echinata apresentou efeito
significativo no controle de C. gloeosporioides em uvas inoculadas e naturalmente

infectadas.

3.5.6 Efeito de Fungos Saprébios sobre o Desenvolvimento Vegetativo de Plantas

de Soja

3.5.6.1 Parte aérea

Nao foi observado efeito da aplicagado de fungos saprédbios sobre o
comprimento e massa de parte aérea nas plantas de soja em nenhum dos ensaios
realizados (Tabela 7). Entretanto, ha relatos de fungos utilizados no controle de
doencgas que exercem promocao do crescimento de plantas.

Carvalho Filho et al. (2008), por exemplo, avaliando isolados de
Trichoderma spp. quanto a promoc¢ado de crescimento, producido de acido
indolacético e capacidade de colonizagdao de mudas de eucalipto, observaram que
os incrementos médios em plantas tratadas com Trichoderma spp. chegaram a

136% da massa seca de raiz e parte aérea em relagéo a testemunha. T. harzianum
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diferiu significativamente de todos os isolados resultando em um aumento médio de
altura de 43% em relagdo a testemunha. As plantas tratadas com Trichoderma
asperellum, T. pseudokoningii e T. atroviride mostraram-se em média, 22,7%

maiores do que a testemunha.

Tabela 7 — Efeito de fungos saprébios, meio liquido batata-dextrose e Acibenzolar-
S-Metilico (Bion), sobre o comprimento e massa da parte aérea de
plantas de soja. Londrina-PR. Set-Nov, 2013.

Comprimento (cm) Massa fresca (g) Massa seca (g)

Tratamento EM1 E2 El E2 El E2
PIC @ 17,3 326"  30™  86™ 08"  22M™
MY 18,4 29,3 3 6,5 0,9 1,6
CUl 19,3 32,2 3,6 8,2 0,9 2,2
CUE 17 29,9 3,1 6,9 0,8 1,7
STG 19,8 33,3 2,8 8,6 0,8 2,3
MEE 19 32,4 3,8 7,8 1 2,2
MEL 17,1 35,3 2,9 9,5 0,8 2,6
STB 19,7 31,3 3 7 0,8 1,8
BD 18,5 29,8 3,1 6,6 0,9 1,7
BION 18,6 33,3 3,2 8 0,8 2,3
TEST 18,9 33,6 2,9 8 0,7 2,1
CV (%) 14 10,7 18,9 25,9 16,1 24,8

(1) Erefere-se ao ensaio

(2) Pithomyces chartarum (PIC), Myrothecium sp. (MY, Curvularia inaequalis (CUIl), Curvularia eragrostidis (CUE),
Stachybotrys globosa (STG), Memnoniella echinata (MEE), Memnoniella levispora (MEL), Stachylidium bicolor (STB),
meio liquido batata-dextrose (BD), Acibenzolar- S- Metilico (BION) e Testemunha (TEST).

ns: Nao significativo

Prates, Lavres Junior e Rossi (2007) observaram que a aplicagao de
Trichoderma spp. no substrato para produgdo de mudas citricas propiciou maior
massa seca de folhas das mudas de Pera/Limao-cravo. A parte aérea das mudas
tratadas com o fungo antagonista mostrou-se mais vigorosa, apresentando maior
enfolhamento e com coloragao verde mais intensa.

Botrel (2013), observou que M. levispora e M. echinata, utilizados no
tratamento curativo da mancha aureolada do cafeeiro, além de reduzir a AACPD em
relagdo a testemunha, também aumentaram a massa seca das folhas das mudas
(31 e 62% respectivamente). O tratamento curativo revelou que Curvularia
eragrostidis e Gonytrichum clamidosporium aumentaram a AACPD e reduziram o

tamanho das mudas, favorecendo a doenca.
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3.5.6.2 Raizes

Ndo houve efeito da utilizagcdo de fungos saprobios sobre o
comprimento das raizes de plantas de soja em nenhum dos ensaios realizados. No
segundo ensaio, porém, observou-se diferenga significativa entre os tratamentos MY
e MEL para a massa de raizes, sendo que o tratamento MY resultou nos menores
valores para massa fresca e seca das raizes, enquanto que os maiores valores

foram observados para o tratamento MEL (Tabela 8).

Tabela 8 — Efeito de fungos saprobios, meio liquido batata-dextrose e Acibenzolar-
S-Metilico (Bion), sobre o comprimento e massa de raizes de plantas de
soja. Londrina-PR. Set-Nov, 2013.

Comprimento (cm)  Peso fresco (g) Peso seco (g)

Tratamento EM1 E2 El E2 El E2
PIC @ 386" 454" 35  40a 05" 07ab
MY 39,3 42,3 2,5 25a 0,4 0,5a
Cul 47,4 48,3 2,9 4,2 ab 0,4 0,7 ab
CUE 43,7 49,1 2,7 5,0 ab 0,4 0,7 ab
STG 40,9 47,0 2,5 3,8 ab 0,4 0,7 ab
MEE 42,0 44,4 3,5 4,0 ab 0,4 0,7 ab
MEL 41,5 45,2 2,6 5,34 b 0,4 0,8b
STB 43,5 41,0 2,8 2,7 ab 0,3 0,6 ab
BD 45,0 44,1 3,8 3,8 ab 0,4 0,6 ab
BION 46,4 43,4 2,6 4,6 ab 0,4 0,7 ab
TEST 40,1 44,9 2,6 3,4 ab 0,4 0,6 ab
CV (%) 12,2 12,7 22,4 29,2 12,9 19,3

(1) Erefere-se ao ensaio

(2) Pithomyces chartarum (PIC), Myrothecium sp. (MY), Curvularia inaequalis (CUl), Curvularia eragrostidis (CUE),
Stachybotrys globosa (STG), Memnoniella echinata (MEE), Memnoniella levispora (MEL), Stachylidium bicolor (STB),
meio liquido batata-dextrose (BD), Acibenzolar- S- Metilico (BION) e Testemunha (TEST).

ns: Nao significativo

Prates, Lavres Junior e Rossi (2007), avaliando a composigao
mineral de mudas citricas com aplicagcdes de Trichoderma spp., observaram que o
tratamento do substrato com Trichoderma spp. proporcionou as mudas maior
comprimento e superficie total de raizes, o que se refletiu em maior absorgéo de

agua e nutrientes e, consequentemente, maior vigor.
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4 CONCLUSOES

Os resultados in vitro permitem concluir que Pithomyces chartarum
(PIC), Myrothecium sp. (MY), Memnoniella echinata (MEE), Memnoniella levispora
(MEL) e Stachybotrys globosa (STG) apresentam potencial de utilizagdo como
biocontroladores de Sclerotinia sclerotiorum tendo apresentando inibicdo sobre
Sclerotinia sclerotiorum em pelo menos um dos ensaios realizados.

Embora no ensaio in vivo apenas Myrothecium sp. (MY) tenha
apresentado potencial de inibicdo do avanco da doenga, novos estudos sé&o
necessarios para que fungos saprobios mais eficientes em termos de parasitismo
e/ou producdo de metabdlitos como antibidticos e enzimas que afetam o

desenvolvimento de S. sclerotiorum, possam ser selecionados.
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