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BUENO, Any Caroline Pantaledo. BIOCONTROLE DE Sclerotinia sclerotiorum
PELOS FUNGOS Clonostachys rosea CCMIBA_39, Purpureocillium lilacinum
CCMIBA_38 e Bjerkandera sp. CCMIBA_40. 2023. 60 p. Trabalho de Concluséo de
Curso (Bacharelado em Biotecnologia) - Universidade Federal da Integragao
Latino-Americana, Foz do Iguagu, 2023.

RESUMO

O fitopatdgeno Sclerotinia sclerotiorum, causador do mofo-branco em soja, ainda
hoje € um dos principais responsaveis por perdas econémicas significativas dessa
cultivar. Técnicas de manejo dessa doenga incluem, controle cultural, quimico e
biolégico, sendo este dultimo, de grande interesse do mercado agricola, se
apresentando como uma alternativa segura e de menor impacto ambiental. A
utilizagdo de consorcios microbianos em substituicdo a microrganismos isolados tem
se mostrado uma alternativa eficiente dentro do controle biologico. Este estudo
avaliou o potencial de antagonismo in vitro dos fungos da Cole¢ao de Cultura de
Micro-organismos de Importancia Biotecnolégica e Ambiental — CCMIBA,
Purpureocillium lilacinum CCMIBA_38, Clonostachys rosea CCMIBA 39 e
Bjerkandera sp. CCMIBA_40, isolados e em consorcio contra S. sclerotiorum para
futuras aplicagdes como bioinoculante no controle biolégico. Os fungos cultivados
em meio malte enriquecido, foram submetidos a dois testes de cultura dupla, com
diferentes tratamentos e tempos de incubagdo, que consistiu na incubagdo dos
fungos de biocontrole, isolados e em consércio, na mesma placa que o patdgeno a
28°C por oito e dez dias. No primeiro teste, os fungos P. lilacinum CCMIBA_38 e C.
rosea CCMIBA_39, foram incubados dois dias apds o patdégeno devido ao rapido
crescimento observado anteriormente. Porém, devido a essa diferenga, nao foi
possivel avaliar corretamente os resultados. Assim, no segundo teste, os fungos de
biocontrole foram inoculados no mesmo dia que o patdgeno. Apds o tempo de
incubacédo, foram feitas trés analises: 1) o crescimento do patégeno nos diferentes
tratamentos em comparagdo com o controle; 2) o potencial de antagonismo dos
fungos de biocontrole, determinado através de notas de 1 a 5, se o fungo de
biocontrole ocupou 100%, 75%, 50%, 25% ou 0% da placa, respectivamente; e 3) o
crescimento dos fungos de biocontrole na presenga e na auséncia do patdgeno. No
primeiro teste de cultura dupla, a taxa de crescimento do patégeno diminuiu
significativamente (p<0,05) em todos os tratamentos. Ja no segundo, a reducao foi
significativa apenas nos tratamentos com consoércio e com Bjerkandera sp.
CCMIBA_40. Na avaliacdo do potencial de antagonismo dos fungos de biocontrole,
Bjerkandera sp. CCMIBA_40 obteve nota 3, ao ocupar 60% da placa, enquanto P.
lilacinum CCMIBA_38, C. rosea CCMIBA_39 e o consorcio microbiano obtiveram
nota 4, ao ocupar 40%, 42% e 49% da placa, respectivamente. Bjerkandera sp.
CCMIBA_40 também apresentou crescimento significativo na presencga do patégeno.
Tais resultados indicam um bom potencial antagbnico de Bjerkandera sp.
CCMIBA 40 contra S. sclerotiorum, provavelmente, devido a competicao por espaco
e nutrientes, mas micoparasitismo e produgdo de metabdlitos ativos n&do podem ser
descartados, estudos futuros serdo realizados para maior elucidacdo dos
mecanismos dessa interacao.

Palavras-chave: mofo-branco; doengas da soja; antagonismo; controle biolégico;
consorcio microbiano.
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BUENO, Any Caroline Pantaledo. BIOCONTROL DE Sclerotinia sclerotiorum POR
LOS HONGOS Clonostachys rosea CCMIBA_39, Purpureocillium lilacinum
CCMIBA_38 y Bjerkandera sp. CCMIBA_40. 2023. 60 p. Trabajo de Conclusion de
Curso (Bacharelado en Biotecnologia) - Universidad Federal da Integracion
Latinoamericana, Foz do Iguazu, 2023.

RESUMEN

El fitopatogeno Sclerotinia sclerotiorum, causante del moho blanco en la soja, sigue
siendo una de las principales causas de importantes pérdidas econdmicas en este
cultivo. Las técnicas de manejo para esta enfermedad incluyen el control cultural,
quimico y bioldgico, siendo este ultimo de gran interés para el mercado agricola,
presentandose como una alternativa segura y con menor impacto ambiental. El uso
de consorcios microbianos para reemplazar microorganismos aislados ha
demostrado ser una alternativa eficiente dentro del control biolégico. Este estudio
evaluo el potencial de antagonismo in vitro de hongos de la Coleccion de Cultivos de
Microorganismos de Importancia Biotecnolégica y Ambiental — CCMIBA,
Purpureocillium  lilacinum CCMIBA_38, Clonostachys rosea CCMIBA_39 vy
Bjerkandera sp. CCMIBA_40, aislado y en consorcio contra S. sclerotiorum para
futuras aplicaciones como bioinoculante en control biolégico. Los hongos cultivados
en medio de malta enriquecido se sometieron a dos pruebas de doble cultivo, con
diferentes tratamientos y tiempos de incubacion, consistentes en la incubacién de los
hongos de biocontrol, aislados y en consorcio, en la misma placa que el patégeno a
28°C durante ocho y diez dias. En la primera prueba, los hongos P. lilacinum
CCMIBA 38 y C. rosea CCMIBA 39 se incubaron dos dias después del patdgeno
debido al rapido crecimiento observado previamente. Sin embargo, debido a esta
diferencia, no fue posible evaluar correctamente los resultados. Asi, en la segunda
prueba, los hongos de biocontrol se inocularon el mismo dia que el patégeno.
Después del tiempo de incubacion se realizaron tres analisis: 1) el crecimiento del
patdbgeno en los diferentes tratamientos en comparacién con el control; 2) el
potencial de antagonismo de los hongos de biocontrol, determinado mediante
puntajes de 1 a 5, si el hongo de biocontrol ocupaba el 100%, 75%, 50%, 25% o0 0%
de la placa, respectivamente; y 3) el crecimiento de hongos biocontroladores en
presencia y ausencia del patégeno. En la primera prueba de doble cultivo, la tasa de
crecimiento del patdgeno disminuyé significativamente (p<0,05) en todos los
tratamientos. En el segundo, la reduccién fue significativa solo en los tratamientos
con consorcio y con Bjerkandera sp. CCMIBA_40. En la evaluacion del potencial de
antagonismo de los hongos biocontroladores, Bjerkandera sp. CCMIBA_40 obtuvo 3,
ocupando el 60% de la placa, mientras que P. lilacinum CCMIBA_38, C. rosea
CCMIBA_39 y el consorcio microbiano obtuvieron 4, ocupando el 40%, 42% y 49%
de la placa, respectivamente. Bjerkandera sp. CCMIBA 40 también mostré un
crecimiento significativo en presencia del patégeno. Tales resultados indican un buen
potencial antagénico de Bjerkandera sp. CCMIBA 40 contra S. sclerotiorum,
probablemente debido a la competencia por espacio y nutrientes, pero no se puede
descartar el micoparasitismo y la produccién de metabolitos activos, se realizaran
estudios futuros para dilucidar aun mas los mecanismos de esta interaccion.

Palabras clave: moho blanco; enfermedades de la soja; antagonismo; control
bioldgico; consorcio microbiano.
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BUENO, Any Caroline Pantaledo. BIOCONTROL OF Sclerotinia sclerotiorum BY
THE FUNGI Clonostachys rosea CCMIBA_39, Purpureocillium lilacinum
CCMIBA_38, and Bjerkandera sp. CCMIBA_40. 2023. 60 p. Undergraduate thesis
(Bachelor degree in Biotechnology) - Federal University of Latin American
Integration, Foz do Iguagu, 2023.

ABSTRACT

The phytopathogen Sclerotinia sclerotiorum, which causes white mold in soybeans,
is still one of the main causes of significant economic losses in this cultivar.
Management techniques for this disease include cultural, chemical, and biological
control, the latter being of great interest to the agricultural market, presenting itself as
a safe alternative with less environmental impact. The use of microbial consortia to
replace isolated microorganisms has proven to be an efficient alternative within
biological control. This study evaluated the in vitro antagonism potential of fungi from
the Culture Collection of Microorganisms of Biotechnological and Environmental
Importance — CCMIBA, Purpureocillium lilacinum CCMIBA 38, Clonostachys rosea
CCMIBA_39, and Bjerkandera sp. CCMIBA_40, isolated and in consortium against
S. sclerotiorum for future applications as a bioinoculant in biological control. The
fungi grow in enriched malt medium were submitted to two double culture tests, with
different treatments and incubation times, consisting of the incubation of the
biocontrol fungi, isolated and in consortium, on the same plate as the pathogen at
28° C for eight and ten days. In the first test, the fungi P. lilacinum CCMIBA_38 and
C. rosea CCMIBA_39 were incubated two days after the pathogen due to the rapid
growth previously observed. However, due to this difference, it was not possible to
correctly evaluate the results. Thus, in the second test, the biocontrol fungi were
inoculated on the same day as the pathogen. After the incubation time, three
analyzes were performed: 1) the growth of the pathogen in the different treatments
compared to the control; 2) the antagonism potential of the biocontrol fungi,
determined through scores from 1 to 5, if the biocontrol fungus occupied 100%, 75%,
50%, 25% or 0% of the plate, respectively; and 3) the growth of biocontrol fungi in the
presence and absence of the pathogen. In the first double culture test, the pathogen
growth rate decreased significantly (p<0,05) in all treatments. In the second, the
reduction was significant only in treatments with the consortium and with Bjerkandera
sp. CCMIBA _40. In the evaluation of the antagonism potential of the biocontrol fungi,
Bjerkandera sp. CCMIBA_40 scored 3, occupying 60% of the plate, while P. lilacinum
CCMIBA 38, C. rosea CCMIBA_39, and the microbial consortium scored 4,
occupying 40%, 42%, and 49% of the plate, respectively. Bjerkandera sp.
CCMIBA_40 also showed significant growth in the presence of the pathogen. Such
results indicate a good antagonistic potential of Bjerkandera sp. CCMIBA_40 against
S. sclerotiorum, probably due to competition for space and nutrients, but
mycoparasitism and production of active metabolites cannot be ruled out, future
studies will be carried out to further elucidate the mechanisms of this interaction.

Keywords: white mold; soybean diseases; antagonism; biological control; microbial
consortia.
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13

1 INTRODUCAO

O fungo Sclerotinia sclerotiorum € um fitopatdgeno que afeta diversas
culturas agricolas de importancia comercial, como o feijdo, o grao-de-bico e a soja.
Por ser um patégeno de ampla distribuicdo e que persiste no ambiente, causando
danos econbmicos severos, estratégias de controle devem ser aprimoradas
(O’SULLIVAN et al., 2021).

Atualmente, no Brasil, S. sclerotiorum é um problema que atinge,
principalmente, os cultivares de soja na regido sul do pais (WILLBUR et al., 2019).
Sendo a combinagdo de manejo cultural com o controle quimico, a principal forma
de controle utilizada. No entanto, o controle quimico, utilizando fungicidas de modo
continuo, tem apresentado algumas preocupagdes, como o desenvolvimento de
patégenos resistentes e danos a saude humana e ao ambiente (O'SULLIVAN et al.,
2021; YU et al., 2022).

Neste cenario, outros tipos de controle, como o controle bioloégico, sédo
alternativas viaveis. No Brasil, produtos a base dos géneros microbianos
Trichoderma spp. e Bacillus spp., jA sédo comercializados para combater a S.
sclerotiorum. Porém, por se tratarem, em sua maioria, de um género microbiano
isolado, sua eficacia em campo pode ser variavel, ja que dependem diretamente das
condicbes ambientais, para seu bom desenvolvimento (DE FARIA et al., 2022).

Sendo assim, alternativas dentro do controle biolégico vém sendo
estudadas, € o caso de formulagdes contendo uma mistura de microrganismos com
potencial de biocontrole, os chamados consorcios microbianos. A partir de tais
consorcios, ao utilizar microrganismos com diferentes mecanismos de biocontrole e
que sejam estaveis em conjunto, pode-se explorar o efeito sinérgico do biocontrole e
tentar diminuir a variagao de sua eficacia (O’'SULLIVAN et al., 2021; DE FARIA et al.,
2022).

Portanto, o presente trabalho tem como objetivo, avaliar o potencial de
biocontrole, através do antagonismo in vitro, dos isolados fungicos Clonostachys
rosea CCMIBA_39, Purpureocillium lilacinum CCMIBA_38 e Bjerkandera sp.
CCMIBA_40, assim como investigar sua agdo em consércio, contra o fungo

fitopatégeno S. sclerotiorum, causador do mofo-branco em soja.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 SOJA

A soja (Glycine max (L.) Merr.) é um dos cultivares mais explorados e de
maior importancia econdmica na agricultura, sendo destinado a diversas industrias,
como para a alimentagdo humana e na pecuaria, sendo exportada em forma de
graos, farelo e 6leo (GALE et al., 2019; CONAB, 2022).

Atualmente, o Brasil é o pais que possui maior area destinada para o
plantio desta oleaginosa, liderando a produgdo e exportacdo mundial de soja,
competindo este posto com os Estados Unidos. Seu principal mercado € a China,
pais com maior demanda de importagdo de soja no mundo (GALE et al., 2019;
CONAB, 2022).

Em um levantamento feito em maio de 2023, a Companhia Nacional de
Abastecimento (CONAB), revela que para a safra 2022/23 houve um aumento na
area destinada para o plantio de soja de 5,6%, em comparacgao a safra passada, e
uma producgao estimada de 154,81 milhdes de toneladas de soja no pais (CONAB,
2023). Um outro documento indica que houve um aumento da area destinada ao
plantio de soja no Parana, comparado a safra passada, devido a substituicdo de
areas destinadas ao plantio de feijao e milho, explicada pela persisténcia de pragas
desses cultivares no ambiente (CONAB, 2022).

O mercado agropecuario no Parana é bastante desenvolvido e constitui o
principal eixo econdmico do estado. Ao longo dos ultimos anos, o aumento na
produtividade e das areas destinadas ao cultivo de soja, contribuiu ainda mais para o
desenvolvimento econémico, social e ambiental do estado, fomentando pesquisa de
novas técnicas de manejo da cultura e o desenvolvimento de novas tecnologias
(FRANCHINI et al., 2016).

O cultivo da soja ocorre no periodo de primavera/verao, sendo que, no
Brasil, seu plantio é iniciado entre os meses de setembro e outubro, podendo atrasar
se as condigdes forem desfavoraveis (CONAB, 2022). Boas condigdes de cultivo
para essa oleaginosa sao caracterizadas por chuvas regulares, visto que a pratica
de irrigagcdo € pouco aderida por ter custo elevado, temperaturas do ar e do solo

entre 20°C e 30°C e radiacio solar suficiente, a depender do tipo de cultivar. Outras

Versao Final Honol ogada

21/ 06/ 2023 10: 31



15

medidas como, plantio de cultivares resistentes a doencgas, e o correto manejo do
solo e de pragas, também sao essenciais no sucesso da producdo (NEUMAIER et
al., 2020).

O plantio da soja € feito através do sistema de plantio direto, com
sucessao de culturas, geralmente, de soja-trigo ou soja-milho. Para o processo de
semeadura deve-se avaliar a fertilidade do solo, verificando se ha necessidade do
uso de fertilizantes e adubos, podendo estes, serem depositados em conjunto com
as sementes ou langados posteriormente na superficie do solo (CONTE et al., 2020;
OLIVEIRA JUNIOR et al., 2020).

O ciclo da soja pode ser dividido em dois principais estagios, vegetativo e
reprodutivo, os quais possuem subdivisdes. O primeiro subestagio vegetativo é
denominado VE (emergéncia), caracterizado pelo desenvolvimento dos cotilédones
acima da superficie do solo, o segundo estagio € denominado VC (cotilédone),
caracterizado pela abertura dos cotilédones. Apds esses dois subestagios iniciais, a
denominac&o assume uma sequéncia numérica (V1, V2...Vn), partindo do primeiro
n6 com folhas totalmente desenvolvidas (figura 1) (NEUMAIER et al., 2020).

Figura 1- Estagios de desenvolvimento vegetativo da soja

Legenda: Sequéncia de estagios de desenvolvimento vegetativo da soja. Em a) estagio VE
(emergéncia); b) estagio V1 (primeiro nd) com folhas unifolioladas completamente desenvolvidas; c)
estagio V2 (segundo nd) com a primeira folha trifoliolada completamente desenvolvida.

Fonte: Adaptado de NEUMAIER et al., 2020.

As subdivisbes durante o estagio reprodutivo sdo caracterizadas pela
denominacéo R seguida de uma sequéncia numérica de um até oito, e sao utilizadas
para descrever os diferentes periodos de florescimento e maturagdo da soja.
Portanto, R1 e R2 representam o florescimento, R3 e R4 o desenvolvimento de
vagens, R5 e R6 o desenvolvimento dos gréos, e R7 e R8 caracterizam a maturagao
do cultivar (figura 2) (NEUMAIER et al., 2020).
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Figura 2- Estagios de desenvolvimento reprodutivo da soja

b St W L c]

(R1/R2); b) estagio de desenvolvimento dos graos (R5/R6); c) estagio de maturagédo (R7/R8).

Fonte: BANCO DE IMAGENS EMBRAPA. Autores: a) Mbnica Juliani Zavaglia Pereira (2015); b)
Giovani Luiz Castoldi (2015); c) Luiz Henrique Magnante (2016).

Com a maturagao das plantas e com a redugéo do conteudo de agua das
sementes préximo a 13%, inicia-se o processo de colheita dos grdaos. As sementes
colhidas passam por etapas de limpeza, padronizagdo por tamanho e ensaque, ha
ainda a possibilidade do tratamento dos graos com fungicidas ou inseticidas se
avaliado risco de contaminagao via semente ou desenvolvimento de pragas durante
o armazenamento (HENNING et al., 2020).

Apesar de ser um cultivo bem estabelecido e otimizado, a produgao de
soja ainda é afetada por condigbes climaticas adversas e pela suscetibilidade a
doengas e insetos-praga (CONAB, 2022). Segundo LIN et al. (2022), o aumento da
temperatura global e a continua irregularidade das chuvas contribuem para a

alteragao da distribuicao geografica e da gravidade das diferentes doencgas da soja.

2.2 FITOPATOGENOS DA SOJA

Os cultivares de soja tém sua produtividade reduzida pelo
desenvolvimento de varias doengas, causadas por diferentes agentes patogénicos,
como bactérias, nematoides, virus e fungos, capazes de atingir diferentes partes da
planta, em diferentes estagios de desenvolvimento (YU et al., 2022; LIN et al., 2022).

Dentre as bactérias patogénicas se destacam, Pseudomonas savastanoi
pv. glycinea (causadora do crestamento bacteriano) e Xanthomonas axonopodis pv.
glycines (causadora da pustula bacteriana) (DE ALMEIDA LOPES et al., 2018). Ja
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dentre os nematoides de maior relevancia econdmica no Brasil, estdo Heterodera
glycines (nematdide do cisto da soja), Meloidogyne incognita (nematdide das
gralhas), Pratylenchus brachyurus (nematdide das lesbes) e Rotylenchulus
reniformis (nematoide reniforme) (DIAS-ARIEIRA et al., 2021; LIN et al., 2022).

Dos fungos causadores de doengas, destacam-se, Rhizoctonia solani
(tombamento da soja), Sclerotinia sclerotiorum (mofo-branco/podridédo do caule de
esclerotinia), Phakopsora pachyrhizi (ferrugem da soja), Colletotrichum spp.
(antracnose da soja) e Macrophomina phaseolina (podriddo do carvao) (DE
ALMEIDA LOPES et al., 2018; BOUFLEUR et al., 2021; LIN et al., 2022).

2.2.1 Sclerotinia sclerotiorum

Dentre os fungos fitopatogénicos mais importantes para a cultura da soja
no Brasil esta o S. sclerotiorum (Lib.) de Bary, conhecido por causar a doenca do
mofo-branco ou podridao do caule de esclerotinia (Figura 3). Dependendo do nivel
de infestagdo e das condi¢gdes ambientais, as perdas de rendimento da soja chegam
a 70% (MEYER et al., 2022). Os estados mais afetados por esta doenca sdo os do
sul do Brasil, ja que apresentam condigdes ambientais mais umidas e frias, ideal

para o desenvolvimento do fungo (WILLBUR et al., 2019).

Figura 3- Aspecto geral de uma lavoura de soja saudavel e uma infectada por S.
sclerotiorum

Legenda: a) Lavoura de soja saudavel; b) Lavoura de soja infectada com S. sclerotiorum.

Fonte: a) BANCO DE IMAGENS EMBRAPA. Autor: Mercedes Concoérdia Carrdo-Panizzi (2021); b)
MEYER, M. C. et al., 2015.
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Esse patégeno pertence ao filo Ascomycota, sendo caracterizado como
cosmopolita e necrotrofico presente no solo. O que dificulta seu controle nas culturas
agricolas sao seus esclerédios (Figura 4), estruturas de resisténcia formadas pelo
condensamento de hifas, que permite sua viabilidade por até 12 meses em solos de
regioes tropicais e subtropicais, e por até oito anos em regides de clima temperado.
Os esclerddios sao estruturas revestidas por melanina, o que lhe confere coloragao
preta, sendo de facil identificagdo em meio ao micélio branco do fungo (LEHNER et
al., 2017; DE AZEVEDO SILVA et al., 2021; MEYER et al., 2022).
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Figura 4- Morfologias de S. sclerotiorum e danos causados nas diferentes partes da soja

Legenda: a) e b) mostram o corpo de frutificagdo de S. sclerotiorum, que se desenvolve durante a
reproducdo sexual, na germinagdo carpogénica; c) e d) mostram o micélio de S. sclerotiorum
cultivados em placa de petri com meio de cultivo BDA (Batata Dextrose Agar), durante 30 dias, sendo
possivel observar a presenca de esclerédios em ambas as placas e as diferengas na coloragdo das
colénias, em c¢) a colénia é branca e em d) a coldnia € bege; €) mostra as vagens e hastes do cultivar
de soja infectado e alguns pontos negros indicando a formagao dos esclérodios (indicados pelas
setas vermelhas); f) mostra a regidao caulinar tomada pelo mofo-branco e alguns pontos negros
indicando a formagéo dos esclérodios (indicados pelas setas vermelhas).

Fonte: a) e b) Adaptado de MEYER et al., 2022; c) e d) Adaptado de ZANATTA et al., 2019; e)
MEYER, M. C. et al., 2020; f) BANCO DE IMAGENS EMBRAPA, autor: Mauricio Meyer (2014).
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Os esclerodios podem germinar de duas formas, por germinagao
carpogénica ou miceliogénica. A via carpogénica (reproducao sexual) € a mais
relevante na infecgdo da cultura da soja, nela os esclerédios geram apotécios e
liberam ascésporos, assim, os esporos sexuados do fungo se espalham pelo
ambiente através de correntes de ar, infectando as flores e posteriormente outras
partes da planta, como o caule. Ja pela via miceliogénica, os esclerodios geram
hifas infecciosas capazes de penetrar diretamente o tecido vegetal (LEHNER et al.,
2017; DE AZEVEDO SILVA et al., 2021; MEYER et al., 2022). O ciclo basico de

infeccdo causada por S. sclerotiorum é exemplificado pela figura 5.

Figura 5- Ciclo do mofo-branco em soja (Glycine max)

Micélio colonizando
pétalas no dpice de vagens

Micélio colonizando vagens
caidas sobre folhas

- Deposicdo dos
/ 5 ascosporos sobre flores

abertas e/ou senescidas

As ascas rompem-se
4 liberando os ascosporos,
que sdo levados pelo vento

I ... Sementes infectadas
10’ .om 0 micélio do fungo .
Colonizacgdo de
hastes e formacdo de
esclerdodios

B Secdio trunsversul'\

de um apotécio

9 Esclerddios sdo
deixados no solo

Esclerddios germinam

produzindo apotécios _ Lo
1 Esclerddios no solo

Fonte: Adaptado de REIS et al., 2011.

A patogenicidade de S. sclerotiorum se da pela produgdao de enzimas

liticas, que degradam a parede celular da planta hospedeira, e de fatores de
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viruléncia como o acido oxalico, dessa forma o fungo acidifica o meio, afetando o
ambiente redox e causando a morte celular da planta (WILLBUR et al., 2019;
O’SULLIVAN et al., 2021).

2.3 CONTROLE QUIMICO DE Sclerotinia sclerotiorum

O controle quimico, associado a praticas de manejo cultural, como a
rotacdo com culturas n&o suscetiveis a doenga, ainda € o método mais utilizado e
mais eficaz no controle de S. sclerotiorum nas culturas agricolas (O’'SULLIVAN et al.,
2021). No caso da soja, o controle quimico é utilizado na época de floragao (estagio
reprodutivo R1 e R2), com o objetivo de diminuir o impacto da infecgéo primaria do
mofo-branco, causado pelos ascésporos liberados no ar durante a germinagao
carpogénica, que atingem principalmente as partes aéreas da planta (WILLBUR et
al. 2019; YU et al., 2022).

No Brasil, dentre os fungicidas mais utilizados no controle de S.
sclerotiorum estdo, o procimidona, que atua na transducdo de sinal osmético na
membrana fungica; fluazinam, um desacoplador da fosforilagado oxidativa, afetando a
sintese de ATP; boscalida, que possui agao inibidora da succinato-desidrogenase,
afetando a respiragdo do fungo; e tiofanato metilico e carbendazim, ambos atuam
inibindo a divisdo mitética do fungo, ao afetar a proteina B-tubulina durante o
processo de formagao dos microtubulos (BARRO et al., 2019; MIORINI et al., 2021;
FRAC-BR, 2022).

Porém, apesar de ser o método mais eficaz, o controle quimico nao
protege completamente o cultivo da soja contra o mofo-branco, além de existirem
outras problematicas relacionadas ao seu uso continuo. O principal problema é o
risco do desenvolvimento de resisténcia do patdégeno aos fungicidas utilizados, ja
que estes podem possuir mecanismo de agao semelhantes. Outros problemas
relevantes estao relacionados ao investimento na aplicagado do fungicida, e ao risco
de contaminagdo ambiental e a saude humana (O’'SULLIVAN et al., 2021; YU et al.,
2022).

Em 2019 a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa), divulgou
uma lista de sete ingredientes ativos de agrotdxicos, entre eles fungicidas, que

deveriam passar por uma reavaliagao toxicoldgica, seguindo critérios de risco a
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saude humana. Dentre eles, estdo o carbendazim, em primeiro lugar, usado no
de

mutagenicidade, toxicidade reprodutiva e toxicidade no desenvolvimento embriofetal;

controle de S. sclerotiorum, indicado como um possivel causador
o tiofanato-metilico, em segundo lugar, indicado como possivel causador de
mutagenicidade e desregulador enddcrino, e por fim, a lista traz o procimidona,
indicado como possivel agente carcinogénico e desregulador enddcrino (ANVISA,
2022a).

A reavaliagdo toxicoldgica para o ingrediente carbendazim, concluiu que
ha potencial carcinogénico, mutagénico e de toxicidade reprodutiva, ndo sendo
encontrado um limiar de dose seguro para a populagao, sendo assim, seu uso foi
banido (ANVISA, 2022b). Os resultados dos outros ingredientes reavaliados ainda
nao foram divulgados. O quadro 1 lista os fungicidas mais utilizados no cultivo da
soja contra o mofo-branco, seus possiveis danos a saude humana e ao ambiente, e

sua situacao atual (ANVISA, 2022a; 2022c).

Quadro 1- Fungicidas mais usados no cultivo da soja contra o mofo-branco e seus
possiveis danos a saude humana e ao ambiente.

Fungicida Situagéo Possiveis danos a saude humana e | Referéncias
atual ao ambiente
Boscalida Autorizado | Baixa toxicidade aguda em QIAN et al,
) 2018a.
mamiferos; 2
Genotoxicidade e citotoxicidade em
linfocitos do sangue periférico
humano in vitro.
Efeitos toxicos no crescimento e QIAN et al
. 2018b.
metabolismo da alga Chlorella
vulgaris.
Efeitos tdxicos sobre o QIAN et al
i 2018a;
desenvolvimento e
neurodesenvolvimento em embrides | WANG et al.,
de peixe-zebra (Danio rerio). 2020.
Carbendazim Banido Carcinogénese, mutagénese e ANVISA,
toxicidade reprodutiva em humanos. | 2022a.
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Disfungéo hepatocelular, SINGH et al.,
desregulacao enddcrina e aumento 2016.

dos niveis de estrogénio em ratos e
camundongos.

Toxicidade sobre desenvolvimento

embrionario de peixe-zebra.

Afeta a diversidade microbiana do

solo, podendo reduzir a atividade

enzimatica dos microrganismos.

Fluazinam Autorizado | Baixa toxicidade aguda em YOUNES et
mamiferos, potencial de al., 2020.
sensibilizagcao dérmica;

A longo prazo tem potencial de efeito
nos rins, pancreas, testiculos e
medula 6ssea em ratos.
Alta toxicidade para organismos YOUNES et
aquaticos. al., 2020;
9 WANG et al.,
2018.
Procimidona | Reavaliagédo | Carcinogénese e desregulador ANVISA,
toxicolégica | endécrino em humanos. 2022a.
Toxicidade cardiaca e metabdlicaem |WUetal,
larvas de peixe-zebra. 2021.
Tiofanato- | Reavaliagdo | Mutagenicidade e desregulador ANVISA,
metilico toxicoldgica | enddcrino em humanos. 2022a.
Hepatotoxicidade em peixe-zebra. ;égt al.,

2.4 CONTROLE BIOLOGICO DE Sclerotinia sclerotiorum

A preocupagao com o desenvolvimento de resisténcia de S. sclerotiorum

aos fungicidas comumente utilizados fez com que o investimento em pesquisa de

novas alternativas de controle aumentasse (O’SULLIVAN et al.,, 2021). Neste

cenario, o controle bioldgico, que consiste no uso de microrganismos e seus

metabalitos, na redugdo dos danos causados por fitopatdogenos, vem ganhando cada

vez mais espacgo, visto que essa é uma alternativa eficiente, segura e de menor

impacto ambiental (IZQUIERDO-GARCIA et al., 2021; YU et al., 2022).
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Sao conhecidos quatro tipos de controle biolégico, o controle biolégico
natural, conservacionista, classico e aumentativo. No controle natural, as populagdes
dos causadores de doengas ou insetos-praga sdo mantidos em equilibrio pela
ocorréncia natural de inimigos ou antagonistas no ambiente; no controle
conservacionista, busca-se a preservacdo e o aumento natural das populagdes de
inimigos naturais na regiao afetada; no controle classico, ha a introdugéo de inimigos
naturais de uma praga ou doenga no ambiente afetado, dessa forma, espera-se
estabelecer uma populagdo de inimigos naturais antes inexistente na regido; ja o
controle aumentativo, € o mais conhecido e utilizado na agricultura, nele ha uma
produgao e aplicagcdo massal de agentes de biocontrole de uma doenga ou praga no
cultivo, € o caso dos produtos comerciais contendo fungos e bactérias ou seus
metabdlitos (BETTIOL, 2022).

Atualmente, os bioprodutos comerciais disponiveis no Brasil contra S.
sclerotiorum tém como base fungos do género Trichoderma spp. e as bactérias
Bacillus spp. (DE FARIA et al., 2022). Alguns exemplos s&o, Quality e Trichodermax
EC, a base de Trichoderma asperellum; Rizoderma e Natucontrol, a base de
Trichoderma harzianum; e por ultimo Shocker, formulado a partir de um consorcio
formado por Trichoderma harzianum e duas cepas de Bacillus amyloliquefaciens
(MEYER et al., 2022).

Apesar dos bioprodutos serem limitados a esses géneros microbianos, ha
muitos trabalhos investigando e demonstrando a eficacia de outros géneros e
espécies no controle do mofo-branco. Dentre os agentes fungicos estéo,
Clonostachys rosea, Gliocladium spp., Fusarium spp. Purpureocillium lilacinum
(TSAPIKOUNIS et al., 2019; ELSHERBINY et al. 2019; MASCARIN et al., 2022),
além de Coniothyrium minitans, que ja € comercializado fora do Brasil (O’'SULLIVAN
et al.,, 2021; DE FARIA et al., 2022). Ja dentre as bactérias estdo, Pseudomonas
spp., Streptomyces spp. Bacillus spp. e Burkholderia spp. (DE ALMEIDA LOPES et
al., 2018; ALBERT et al., 2022; YU et al., 2022).

A implementacido dos controles quimico e biolégico em conjunto, deve ser
considerada para uma maior eficiéncia no combate do mofo-branco, visto que assim
€ possivel afetar diferentes estagios do desenvolvimento da doenga. O controle
quimico age sob os apotécios, reduzindo a germinagao de ascosporos, enquanto o
controle biolégico age, de maneira geral, parasitando os esclerddios dormentes (DE
FARIA et al., 2022).
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2.5 INOCULANTES NO CONTROLE BIOLOGICO

O uso de agentes de controle biolégico (ACB) isoladamente para o
controle de S. sclerotiorum € bem explorado. No entanto, fatores ambientais como
temperatura e disponibilidade de agua, podem afetar o desenvolvimento 6timo do
agente de Dbiocontrole, tornando sua eficacia variavel em campo
(IZQUIERDO-GARCIA et al., 2021; DE FARIA et al., 2022).

Uma alternativa ao uso dos ACBs isoladamente é a utilizagcdao de
inoculantes formados por um consoércio microbiano. Tais consércios sao
caracterizados pela associagdo de dois ou mais microrganismos, como fungos,
bactérias e virus (IZQUIERDO-GARCIA et al., 2021). Sendo assim, podemos
combinar agentes de biocontrole com diferentes mecanismos de agéo para se obter
um efeito sinérgico (IZQUIERDO-GARCIA et al., 2021; O’'SULLIVAN et al., 2021).

O fungo C. rosea pertence ao filo Ascomycota e a familia Bionectriaceae,
€ caracterizado por ser um saprofita cosmopolita, habitante do solo e apresentando
capacidade endofitica. C. rosea possui potencial de biocontrole relatado contra
nematoides, insetos e fitopatdégenos fungicos importantes, como, por exemplo,
Botrytis cinerea, Rhizoctonia solani, Fusarium sp. e S. Sclerotiorium (WU et al.,
2018; SUN et al., 2020). Seu potencial de biocontrole se da por fatores como, sua
capacidade micoparasitaria, secrecdo de enzimas degradadoras e produgado de
metabdlitos secundarios (SUN et al., 2020).

P. lilacinum também faz parte do filo Ascomycota, pertencendo a familia
Ophiocordycipitaceae, e sendo caracterizado como um fungo cosmopolita. Seu
potencial no biocontrole de nematoides, insetos e fungos fitopatogénicos, como S.
sclerotiorum, também ja foi relatado (ELSHERBINY, et al., 2019). As caracteristicas
que fazem P. lilacinum ser um ACB incluem, a secregédo de enzimas degradadoras e
a produgao de metabdlitos secundarios (CHEN e HU, 2021).

O género Bjerkandera sp., pertence ao filo Basidiomycota e a familia
Polyporaceae, sendo caracterizado como sapréfita e fazendo parte dos fungos da
podridao branca. Dentre as espécies do género, B. adusta é a mais estudada, sendo
seu potencial de degradagdo de compostos complexos, como a lignina, bem

conhecido (BOUACEM et al., 2018). Seu potencial de biocontrole contra fungos
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fitopatogénicos ainda € pouco explorado, havendo alguns trabalhos que relatam sua
acao contra Fusarium spp. (FENG et al., 2021).

Portanto, devido ao potencial de biocontrole contra fitopatégenos fungicos
de C. rosea e P. lilacinum ja descritos em literatura, e o potencial pouco explorado de
Bjerkandera sp., este trabalho visa avaliar o potencial de biocontrole desses fungos,

isolados e em consorcio, contra o fitopatégeno S. sclerotiorum.
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3 OBJETIVO

3.1 OBJETIVOS GERAIS

Avaliar o potencial de biocontrole in vitro dos fungos Clonostachys rosea
CCMIBA _39, Purpureocillium lilacinum CCMIBA_38 e Bjerkandera sp. CCMIBA 40,

isolados e em consorcio, contra o fungo S. sclerotiorum, causador do mofo-branco.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

° Cultivar os fungos de biocontrole na presencga do patégeno;

° Avaliar a taxa de inibicdo de crescimento S. sclerotiorum na presenca dos
diferentes fungos de biocontrole, isolados e em consorcio;

° Avaliar a taxa de crescimento dos fungos de biocontrole na presenca e
auséncia de S. sclerotiorum;,

° Avaliar o potencial de antagonismo in vitro dos fungos C. rosea CCMIBA 39,
P. lilacinum CCMIBA_38 e Bjerkandera sp. CCMIBA_40, isolados e em consorcio
contra S. sclerotiorum;

° Produzir esclerddios de S. sclerotiorum para avaliagdo da germinagao na

presenca e auséncia dos fungos de biocontrole.

Versao Final Honol ogada

21/ 06/ 2023 10: 31



28

4 METODOLOGIA

4.1 MICRORGANISMOS

Esse trabalho faz parte do projeto intitulado “Desenvolvimento de
Inoculante para Biorremediagdo de Solos Agricolas baseado na Associagdo de
Fungos e Carvao Ativado” coordenado pela Profa. Rafaella Costa Bonugli Santos.
No projeto, foram selecionados trés fungos pertencentes a Colegdo de Cultura de
Micro-organismos de Importancia Biotecnolégica e Ambiental — CCMIBA, situada no
laboratério de Bioquimica e Microbiologia da UNILA: Clonostachys rosea
CCMIBA _39, Purpureocillium lilacinum CCMIBA_38, e Bjerkandera sp. CCMIBA_40.
A selecdo de tais fungos ocorreu devido a producdo de enzimas ligninoliticas,
potencial bibliografico de controle biolégico de fitopatdgenos e capacidade de
degradacdo do herbicida atrazina. Os fungos selecionados foram inicialmente
submetidos ao teste de antagonismo para avaliar o potencial de cultivo em conjunto,
ap6s foram cultivados em consércio com a adicdo de carvao ativado como
imobilizante, conforme dissertagdo de mestrado em Biociéncias da discente Adriana
Heiss Siqueira do projeto intitulado “Tratamento de Solo Agricola Contaminado com
Atrazina por Fungos Filamentosos Imobilizados em Carvao Ativado“, em andamento.

A cepa do fitopatdgeno S. sclerotiorum foi cedida pela Colegdo de
Culturas de Microrganismos de Importancia Agricola e Ambiental - CMAA da
Empresa Brasileira de Pesquisa e Agropecuaria (EMBRAPA) e atualmente esta
depositada na CCMIBA.

Para o presente estudo todos os fungos de biocontrole e o patdégeno,
foram reativados em placa de Petri em meio sélido malte 2% (MA2) e em meio
sélido Batata Dextrose Agar (BDA), por sete dias a 28°C. Posteriormente, ao
constatar um lento crescimento dos fungos apds a reativagdo em ambos 0s meios
utilizados, os fungos foram cultivados em meio solido contendo malte enriquecido
(20 g/L de extrato de malte, 15 g/L de agar, 10 g/L de peptona e 5 g/L de extrato de

levedura) e em meio Sabouraud Dextrose Agar (SDA).
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4.2 TESTES DE CULTURA DUPLA

O teste de cultura dupla, para avaliar o antagonismo in vitro dos fungos
contra a S. sclerotiorum foi realizado com cada um dos fungos isoladamente e em
consorcio. Sendo assim, como forma de padronizar o experimento, o meio escolhido
para o teste foi o malte enriquecido.

Portanto, apés sete dias de crescimento fungico, discos de agar (9 mm)
foram retirados das bordas do micélio dos fungos e inoculados em lados opostos de
uma placa de petri com meio malte enriquecido. Foram executados dois
experimentos de cultura dupla, com diferentes tratamentos e tempo de incubacao.

O primeiro teste de cultura dupla foi delineado de forma que a atividade
antagonista fosse determinada a partir da avaliacdo de dois parametros, a zona de
inibicdo (ZI) e a porcentagem de inibicdo de crescimento radial (ICR). A ZI é
determinada pela menor distancia entre o patégeno e o agente de biocontrole
testado, enquanto a porcentagem de ICR é dada pela seguinte férmula: ICR (%) =
[(r1-r2)/r1] x 100, onde r1 representa o maior crescimento micelial do patégeno, e r2
o menor crescimento micelial do patégeno, na presenga do antagonista, como
exemplificado na figura 6 (ROYSE e RIES, 1978).

Figura 6- Diagrama de inoculacéo do teste de antagonismo, contendo os
parametros de zona de inibicdo e de inibigdo do crescimento

Patdgeno de
estudo

+—x
r2

Fonte: Adaptado de ROYSE e RIES (1978).

Dessa forma, foram feitos cinco tratamentos, T1: apenas S. sclerotiorum
como controle, T2: S. sclerotiorum + C. rosea CCMIBA 39, T3: S. sclerotiorum + P,
lilacinum CCMIBA_38, T4: S. sclerotiorum + Bjerkandera sp. CCMIBA_40, e T5: S.
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sclerotiorum + consorcio microbiano (todos os fungos de biocontrole). Sendo que, os
fungos C. rosea CCMIBA 39 e P. lilacinum CCMIBA _ 38 foram inoculados apenas
dois dias apds a inoculacao do patdgeno, justificada pelo crescimento acelerado e
producdo de esporos observados no cultivo prévio dessas duas cepas. Os fungos S.
sclerotiorum e Bjerkandera sp. CCMIBA_40, foram inoculados no mesmo dia, por
apresentarem crescimento semelhante. O experimento foi executado em tréplicas, e
as placas incubadas a 28°C durante dez dias (ELSHERBINY et al., 2019).

No segundo teste de cultura dupla, os fungos de biocontrole e o patdégeno
foram inoculados no mesmo dia, e o experimento foi delineado de forma que a
atividade antagonista fosse determinada pela escala proposta por BELL et al. (1982)
e modificada conforme DE CONTO et al. (2021), onde atribui-se uma nota de 1 a 5,
a depender se o fungo de biocontrole ocupou 100%, 75%, 50%, 25%, ou 0% da
placa, respectivamente. Desse modo, notas de 1 a 3, significam uma boa atividade
antagonica.

A porcentagem da taxa de crescimento do fungo de biocontrole no
tratamento com o patégeno, que indica seu potencial antagonista, foi determinada

considerando o tamanho da placa de 8,7 cm, através da equacao 1:

crescimento médio do fungo de biocontrole na presenca do patégeno
)x 100
tamanho da placa

% potencial antagonista=(

Equacao 1

Sendo assim, o segundo teste de cultura dupla gerou os seguintes
tratamentos, T1: S. sclerotiorum + C. rosea CCMIBA 39, T2: S. sclerotiorum + P,
lilacinum CCMIBA 38, T3: S. sclerotiorum + Bjerkandera sp. CCMIBA 40, e T4: S.
sclerotiorum + consércio microbiano (ELSHERBINY et al., 2019). Como controle,
foram feitos in6culos do patégeno e dos fungos de biocontrole isolados e em
consoércio. O experimento foi executado em tréplicas, e as placas foram incubadas a

28°C durante oito dias.
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4.3 PRODUCAO DE ESCLERODIOS PARA AVALIAGCAO DE GERMINACAO

Para a producdo dos esclerddios, discos de agar (9 mm) de S.
sclerotiorum foram inoculados em placas de petri contendo meio malte enriquecido,
e incubadas por duas semanas a 20°C; um outro cultivo foi feito em placas com
meio BDA, e incubadas por trés semanas a 20°C seguida de duas semanas a 18°C
(ELSHERBINY et al., 2019). No entanto, em nenhum dos cultivos houve a producéo
de esclerddios, ndo possibilitando a avaliagdo do efeito dos biocontroles sobre a

germinagao dos esclerddios.

4.4 ANALISES ESTATISTICAS

O software PAST 4.03 e o Microsoft Excel foram usados para todas as
analises estatisticas. As diferencas entre as médias foram analisadas por ANOVA,
seguida por teste de Tukey. Os valores foram considerados significativos quando
p<0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 MICRORGANISMOS

Os fungos, a principio incubados em meio BDA e em meio malte para
reativacao, apresentaram dificuldade de crescimento, dessa forma, foi necessario
padronizar o meio de cultivo, uma vez que nos testes de cultura dupla todos os
fungos deveriam estar no mesmo meio, sem que essa modificacdo resultasse em
vantagem para algum deles. Sendo assim, o meio malte enriquecido foi escolhido,
uma vez que foi selecionado e utilizado no projeto citado anteriormente,
“‘Desenvolvimento de Inoculante para Biorremediagdo de Solos Agricolas baseado
na Associacdo de Fungos e Carvao Ativado”, que utilizou as cepas da colegéo
CCMIBA. Portanto, foram feitos testes para avaliar o crescimento das cepas,
resultando em bons crescimentos, inclusive do patégeno S. sclerotiorum, como visto
na figura 7, o qual ainda ndo se conhecia o comportamento em meio malte

enriquecido.

Figura 7- Crescimento de S. sclerotiorum em meio malte enriquecido

Legenda: Placa contendo S. sclerotiorum com seis dias de crescimento em meio malte enriquecido.
Fonte: Autoria propria (2023).

5.2 TESTES DE CULTURA DUPLA

No primeiro teste de -cultura dupla, o crescimento fungico foi
acompanhado todos os dias, até o encerramento do experimento no décimo dia de
cultivo. Esse tempo de experimento prolongado é justificado como uma forma de
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padronizar os tratamentos, ja que os fungos C. rosea CCMIBA_39 e P. lilacinum
CCMIBA 38, s6 foram incubados dois dias depois do patégeno. Os resultados ao
fim do experimento estdo apresentados na figura 8 e complementados pelo
apéndice A.

o

Figura 8- Resultado do primeiro experimento de cultura dupla (pré analise)

a

Legenda: Resultado do primeiro experimento de cultura dupla, testando a atividade antagonista dos
diferentes fungos de biocontrole contra S. sclerotiorum, placas com dez dias de cultivo em meio malte
enriquecido a 28°C. a) tratamento 1, contendo apenas S. sclerotiorum (controle positivo); b)
tratamento 2, C. rosea CCMIBA 39 (esquerda) e S. sclerotiorum (direita); c) tratamento 3, P. lilacinum
CCMIBA_38 (esquerda) e S. sclerotiorum (direita); d) tratamento 4, Bjerkandera sp. CCMIBA_ 40
(esquerda) e S. sclerotiorum (direita); e e) tratamento 5, consércio microbiano (esquerda) e S.
sclerotiorum (direita). Imagens complementadas pelo apéndice A.

Fonte: Autoria prépria (2023).

Os resultados como expressos na figura 8, do primeiro teste de cultura
dupla, ndo permitiu que fosse feita a analise de atividade antagonista descrita no
estudo de ROYSE e RIES (1978), que considerava os parametros de zona de
inibicdo e a porcentagem de inibicdo de crescimento radial, para a determinagéo do
potencial antagonista, visto que ndo houve a formacdo de uma zona de inibigdo de
crescimento em nenhum dos tratamentos.

Sendo assim, esse primeiro teste, permitiu apenas comparar o

crescimento do patdégeno S. sclerotiorum nos tratamentos, com o controle, ja que foi
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a unica cepa que se cultivou também um controle positivo (sem o fungo de
biocontrole). Portanto, esse experimento foi caracterizado como uma pré-analise ou
um estudo piloto. A taxa de crescimento de S. sclerotiorum é apresentada na tabela
1.

Tabela 1- Média da taxa de crescimento de S. sclerotiorum nos testes de cultura
dupla nos diferentes tratamentos

Experimento | Controle | P lilacinum C. rosea Bjerkandera | Consorcio
POSItiVO | ~oMiBA 38 | CCMIBA_39 sp. microbiano
CCMIBA_40
1° teste (pré 7,25* 4,38* 5* 3,67* 2,89*
analise)
2° teste 4,84* 4,20 3,85 3,28* 3,61*

Legenda: Analise estatistica do crescimento da S. sclerotiorum, na presencga dos diferentes fungos de
biocontrole, nos dois testes de cultura dupla. ANOVA p<0,05. As médias seguidas de * indicam
diferenca significativa de acordo com o teste de Tukey (p<0,05).

Fonte: Autoria prépria (2023).

No primeiro teste, a redugdo do crescimento de S. sclerotiorum na
presenca dos biocontroles foi significativa em todos os tratamentos (p<0,05), sendo
que uma maior reducao é evidenciada nos tratamentos nos quais S. sclerotiorum foi
inoculada com o consércio microbiano, seguida do tratamento de inoculagdo com
Bjerkandera sp. CCMIBA_40 (tabela 1).

O segundo teste de cultura dupla foi executado a fim de superar a
limitacado de analise dos resultados encontrados no primeiro teste. Sendo assim,
foram incubados controles positivos de todas as cepas do estudo, e do consodrcio
microbiano. Assim como, todos os fungos foram incubados no mesmo dia, uma vez
que, durante a pré andlise os fungos, C. rosea CCMIBA_39 e P lilacinum
CCMIBA_38 nao apresentaram crescimento acelerado, como o observado nos
cultivos anteriores. Os perfis de cultivo ao fim do experimento estdo apresentados na

figura 9 e complementados no apéndice B.
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Figura 9- Resultado do segundo experimento de cultura dupla

Legenda: Resultado do segundo experimento de cultura dupla, testando a atividade antagonista dos
diferentes fungos de biocontrole contra S. sclerotiorum, placas com oito dias de cultivo em meio malte
enriquecido a 28°C. a) C. rosea CCMIBA_39 (esquerda) e S. sclerotiorum (direita); b) P. lilacinum
CCMIBA_38 (esquerda) e S. sclerotiorum (direita); c) Bjerkandera sp. CCMIBA_40 (esquerda) e S.
sclerotiorum (direita); e d) consorcio microbiano (esquerda) e S. sclerotiorum (direita). As placas de e-i
representam os controles positivos: e) S. sclerotiorum; f) C. rosea CCMIBA_39; g) P. lilacinum
CCMIBA_38; h) Bjerkandera sp. CCMIBA_40; e i) consércio microbiano. Imagens complementadas
pelo apéndice B.

Fonte: Autoria propria (2023).

No segundo teste, a redugcdo de crescimento da S. sclerotiorum nos
diferentes tratamentos so6 foi significativa nos tratamentos contendo o consorcio
microbiano e no tratamento contendo Bjerkandera sp. CCMIBA 40. Esse resultado é
semelhante ao encontrado no primeiro teste, indicando que o fungo com maior
potencial de redugdo de crescimento do patdgeno € o Bjerkandera sp. CCMIBA_40

e os fungos em consorcio (tabela 1).
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Sendo assim, de acordo com os resultados de crescimento da S.
sclerotiorum, € possivel observar que houve uma redugdo do crescimento do
patégeno em todos os tratamentos em ambos os testes de cultura dupla, quando
comparamos com os dados do controle.

Com os dados do segundo teste de cultura dupla, além da redugao de
crescimento do patdgeno, uma segunda analise foi executada para avaliar o
potencial de antagonismo dos fungos de biocontrole. O crescimento dos fungos de
biocontrole na presenca do patégeno foi comparado com o tamanho total da placa
(8,7 cm) e as medigdes foram executadas utilizando-se um paquimetro manual e

estdo apresentadas na tabela 2.

Tabela 2- Média da taxa de crescimento dos fungos de biocontrole no controle (C+)
e no tratamento com S. sclerotiorum (T)

C. rosea P. lilacinum Bjerkandera Consoércio
CCMIBA_39 ~ CCMIBA_38  sp.CCMIBA 49 ™Microbiano

Tratamento C+ T C+ T C+ T C+ T
Média 3,72 3,65 3,76 3,47 3,84 5,2* 6,72 4,25
% potencial 42% 40% 60% 49%

antagonista

Legenda: Analise estatistica do crescimento dos fungos de biocontrole na presenca e auséncia de S.
sclerotiorum e seu potencial antagonista. As médias seguidas de * indicam diferenga significativa de
acordo com o teste de ANOVA (p<0,05). As médias do tratamento (T), foram utilizadas na equagéo 1,
para determinar o potencial de antagonismo dos fungos de biocontrole. O controle (C+) é o
crescimento do fungo isolado, sem o patégeno.

Fonte: Autoria prépria (2023).

A analise mostrou que apenas o fungo Bjerkandera sp. CCMIBA_40
possui um bom potencial antagonista, recebendo nota 3 na escala de BELL et al.
(1982), ao ocupar 60% da placa na presencga do patdégeno. Os outros tratamentos, P.
lilacinum CCMIBA_38, C. rosea CCMIBA_39 e consorcio microbiano, obtiveram nota
4, ao ocupar 40%, 42% e 49% da placa, respectivamente. Contudo, nota-se que o
antagonismo promovido pelo consércio € muito proximo a nota 3 da escala utilizada,
indicando seu potencial (tabela 2).

Os dados do segundo teste de cultura dupla ainda permitiram uma
terceira andlise, executada para avaliar se houve diferencgas significativas na taxa de

crescimento dos fungos de biocontrole no tratamento com S. sclerotiorum quando
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comparados aos seus controles positivos (sem o patdégeno). No teste de ANOVA
diferengas significativas s6 foram encontradas na taxa de crescimento do fungo
Bjerkandera sp. CCMIBA 40 (tabela 2).

Em resumo, todas as trés analises feitas indicam que, dentre os fungos
testados, Bjerkandera sp. CCMIBA_40 se apresentou como o melhor antagonista
contra o patégeno S. sclerotiorum, uma vez que o patdgeno apresentou uma taxa de
crescimento diminuida significativamente na sua presenca. Em adi¢do, na presenga
do patdégeno, Bjerkandera sp. CCMIBA_40 apresentou uma taxa de crescimento
aumentada significativamente. Os bons resultados obtidos também pelo consércio
se dao, muito provavelmente, pela acdo do fungo Bjerkandera sp. CCMIBA 40,
como pode ser observado nas imagens das tréplicas dos testes de cultura dupla
(apéndice A e B).

O baixo potencial de antagonismo dos fungos P. lilacinum CCMIBA 38 e
C. rosea CCMIBA_39 contra S. sclerotiorum n&o esta de acordo com o encontrado
em outros trabalhos (WU et al., 2018; ELSHERBINY et al., 2019; MASCARIN et al.,
2022), inclusive foram selecionados para o consércio devido a seus usos
documentados na literatura. Os resultados aqui obtidos demonstram que as cepas
utilizadas neste trabalho n&do possuem tal potencial de antagonismo ou que a
metodologia adotada n&o foi a melhor para evidenciar esse potencial. Como
abordado por JENSEN et al. (2022), unicamente a triagem in vitro de cepas de
biocontrole pode ndo ser tao eficiente. Sendo assim, estudos envolvendo
metabalitos ativos e secundarios, e metodologias in planta, podem ser executados
no futuro.

O trabalho de GEIGER et al. (2022), sugere a existéncia de variagdes nos
mecanismos de antagonismo exibidos por C. rosea, a depender do patégeno
testado, no trabalho, o patégeno Botryosphaeria dothidea foi suscetivel ao
micoparasitismo mas n&o aos efeitos antibidticos de C. rosea, diferente do
encontrado para os outros fungos testados. Condi¢gdes semelhantes podem ter
influenciado nos resultados deste trabalho, uma vez que para ocorrer o
micoparasitismo é necessario um contato entre as cepas, o que nio foi observado,
muito provavelmente, como citado também por GEIGER et al. (2022), pelo pouco

tempo de experimento.
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Ja em um ensaio de cultura dupla para testar o potencial antagonista da
cepa selvagem P. lilacinum 36-1 e seu mutante P. lilacinum pt361, contra S.
sclerotiorum, YANG et al. (2015) demonstraram que apenas a cepa mutante foi
eficaz como antagonista, os autores defendem a hipétese de que a cepa mutante é
capaz de produzir metabdlitos antifungicos, como enzimas quitinases, que estédo
ausentes na cepa selvagem.

Portanto, as variagdes fisiologicas das cepas utilizadas neste trabalho e
as utilizadas por outros pesquisadores, podem ter influenciado nos resultados
divergentes encontrados para P. lilacinum CCMIBA_38 e C. rosea CCMIBA_39. O
potencial antagonista de fungos de biocontrole de uma mesma espécie, mas
derivada de diferentes substratos, pode variar, ja que diferentes mecanismos
fisiolégicos podem ser adotados para adaptacéo as relagbes do nicho em que se
encontram (NOBRE et al., 2005; LI et al., 2022; GEIGER et al., 2022).

Resultados positivos de antagonismo pelo fungo Bjerkandera sp., foram
descritos no trabalho de LI et al. (2022), no qual a cepa B. adusta M1 foi eficaz no
controle do fungo patégeno Fusarium graminearum, causador da sarna do trigo. O
potencial antagonista de B. adusta M1 foi evidenciado através de testes de
confronto, que se equiparam aos testes de cultura dupla utilizados neste trabalho.

LI et al. (2022) identificaram diferentes mecanismos de acéo, que
possivelmente tornam B. adusta M1 um antagonista eficiente, como competi¢ao por
nutrientes e espaco, inducdo de resisténcia a doencas nas plantas, producao de
substancias ativas antimicrobianas e micoparasitismo. Tais mecanismos também
sao descritos no trabalho de FENG et al. (2021), que utilizou essa mesma cepa para
inibir o crescimento do patégeno Fusarium oxysporum f. sp. conglutinans.

SOLIMAN e EL-SAYED (2021), demonstraram a atividade antimicrobiana
de substancias ativas no extrato de B. adusta contra bactérias e levedura. Os
autores identificaram compostos fendlicos, como os acidos clorogénico, cafeico e
siringico, assim como os flavonoides, rutina e quercetina. Tais compostos quando
isolados de plantas apresentam potencial de atividade antifungica (KOVAL et al.,
2020; KHAN et al., 2021). COSTA et al. (2019), identificou alguns destes compostos
nos extratos do fungo basidiomiceto Ganoderma lipsiense, evidenciando a atividade

antimicrobiana dos acidos cafeico e siringico.
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Ha um crescente interesse na identificacdo e isolamento de compostos
antimicrobianos e antifungicos, como os compostos fendlicos e flavonoides
identificados por SOLIMAN e EL-SAYED (2021) em B. adusta. A revisdo de
MOUSSA et al. (2022), demonstra o potencial promissor dos fungos basidiomicetos
na produgdo desses compostos, além dos ja citados, também é evidenciado o
potencial de compostos policetideos e terpendides, isolados de diferentes espécies
de basidios.

No presente trabalho, as observagbes demonstram que Bjerkandera sp.
CCMIBA_40 utilizou, provavelmente, os mecanismos de competi¢cao por nutrientes e
espaco, uma vez que obteve uma maior taxa de crescimento quando inoculado com
o patdgeno em comparagdo com o controle. Assim como, possivelmente,
mecanismos de micoparasitismo, visto que suas hifas se conectaram com as hifas
de S. sclerotiorum (apéndice A e B). No entanto, para avaliar se essa maior taxa de
crescimento também foi favorecida por secre¢cao de substancias ativas e confirmar

se houve micoparasitismo, mais estudos devem ser realizados.

5.3 PRODUGCAO DE ESCLERODIOS PARA AVALIACAO DE GERMINAGCAO

Inicialmente, discos de agar (9 mm) de S. sclerotiorum, foram inoculados
em placas de petri contendo meio malte enriquecido, totalizando 12 placas. As
placas foram incubadas a 28°C por dois dias, para garantir o crescimento fungico, e
posteriormente, foram incubadas a 20°C por duas semanas para a producado de
esclerodios. Apos duas semanas, o patdégeno nas placas contendo meio malte

enriquecido exibia apenas caracteristicas de crescimento micelial (figura 10).
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Figura 10- S. sclerotiorum em meio malte enriquecido para a produgao de
esclerédios

Legenda: S. sclerotiorum em meio malte enriquecido apos duas semanas de cultivo a 20°C.
Fonte: Autoria propria (2023).

Como observado, em algumas placas o crescimento micelial foi
exacerbado e em outras o crescimento foi normal, porém, em nenhuma delas foi
observada a produgédo de esclerddios. A nao producédo de esclerédios pode ser
explicada pelo meio ser muito rico em nutrientes, sendo unicamente a diminuigao da
temperatura insuficiente para causar um estresse no patégeno, de modo que este
produzisse suas estruturas de resisténcia.

Outro cultivo de germinacao de esclerddios foi executado, desta vez em
meio BDA, assim como no primeiro experimento, os fungos foram crescidos a 28°C
por dois dias e depois transferidos para 20°C. Apos as trés semanas de cultivo, ndo
foi observado a producédo de esclerdédios em nenhuma das placas, sendo assim, a
temperatura foi trocada para 18°C e o cultivo seguiu por mais duas semanas. Ao
final do experimento o patdégeno exibiu menor produgdo de micélio em relagao ao

cultivo anterior. (figura 11).
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Figura 11- S. sclerotiorum em meio BDA para a produgéo de esclerddios

Legenda: S. sclerotiorum em meio BDA apos cinco semanas de cultivo. As setas vermelhas indicam
aglomerados de hifas que possivelmente formariam os esclerodios.

Fonte: Autoria propria (2023).

Como observado na figura 11, algumas das placas apresentaram
aglomerados de hifas, como indicado pelas setas vermelhas, caracterizando um
inicio da formacgao de esclerddios, no entanto, ndo houve a produgao de fato e em
tempo para realizagao das atividades do presente projeto. Esse resultado difere do
encontrado por LIU et al. (2019) e ELSHERBINY et al. (2019), que conseguiram
obter esclerddios de S. sclerotiorum a partir de cultivos em meio BDA a 20°C, apds
14 e 30 dias, respectivamente.

Fatores como a umidade e circulagdo de ar dentro da incubadora BOD
podem ter influenciado nos resultados do experimento, como visto no apéndice C,
algumas placas cultivadas em meio BDA tiveram grande acumulo de agua, o que
nao é favoravel a integridade dos esclerddios (MEYER et al., 2022).

Devido a ndo obtencdo dos esclerédios, ndo foi possivel avaliar o
potencial dos fungos de biocontrole e de seus extratos metabdlicos sobre a

germinagao dos mesmos, o que era de grande interesse neste trabalho, visto que os
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esclerddios sdao os responsaveis pela persisténcia do mofo-branco no solo e
consequentemente nos cultivares da soja, ao resistir no ambiente por um longo
periodo e germinando assim que possuem as condi¢cdes favoraveis (LIU et al. 2019;
MEYER et al., 2022).

Dos mecanismos de antagonismo discutidos ao longo do trabalho, o
micoparasitismo e a secreg¢ao de metabdlitos antimicrobianos, sdo os mais eficientes
na diminuicdo da germinagcdo de esclerédios de S. sclerotiorum. No Brasil, os
bioprodutos disponiveis contra S. sclerotiorum tém como base apenas fungos do
género Trichoderma spp. € as bactérias Bacillus spp., € estes podem possuir sua
eficacia variavel em campo devido, principalmente, as condi¢des climaticas variaveis
(DE FARIA et al., 2022; MEYER et al., 2022).

Portanto, ressalta-se a importancia de continuar explorando o potencial de
novas cepas para o controle do mofo-branco, assim como, de se formular consércios
microbianos, que sejam mais estaveis e que consigam abranger diferentes
mecanismos de antagonismo contra o crescimento micelial de S. sclerotiorum, mas,
principalmente contra seus esclerddios, inibindo o patdégeno logo em seu estagio
inicial de desenvolvimento, diminuindo assim a disseminacdo e persisténcia da

doenca no solo e nos cultivares (DE FARIA et al., 2022).
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6 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos, podemos concluir que, dentre os fungos
estudados, Bjerkandera sp. CCMIBA_40 apresentou o melhor potencial antagonista
contra S. sclerotiorum, apresentando também uma maior taxa de crescimento na
presenca do patdogeno, e em paralelo, na sua presenga, o patdogeno teve sua taxa de
crescimento diminuida significativamente. O consoércio microbiano apresentou
resultados razoaveis, muito provavelmente pela presenca de Bjerkandera sp.
CCMIBA_40, ja que os fungos P. lilacinum CCMIBA_38 e C. rosea CCMIBA_39 néo
apresentaram bons resultados de crescimento e antagonismo.

Apesar dos resultados promissores promovidos por Bjerkandera sp.
CCMIBA_40, nao ficou evidente os mecanismos de sua interagcdo com S.
sclerotiorum. Sendo assim, estudos e analises adicionais, como testes de inibigcdo do
patbgeno por substancia ativas e metabdlitos secundarios, e analises de
microscopia eletrénica para investigar micoparasitismo, se fazem necessarios para
elucidar essa interagdo. Em relagao aos fungos P. lilacinum CCMIBA_38 e C. rosea
CCMIBA 39, é importante, em estudos futuros, avaliar o potencial antagonista frente

a outros fitopatégenos.
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APENDICE A - Resultado do primeiro teste de cultura dupla

Figura- Tréplicas dos tratamentos

-

e W y . _
Legenda: Tréplicas do primeiro teste de cultura dupla. a) T1: Controle positivo de S. sclerotiorum; b)
T2: C. rosea CCMIBA_ 39 (esquerda) e S. sclerotiorum (direita); c) T3: P. lilacinum CCMIBA_38
(esquerda) e S. sclerotiorum (direita); d) T4: Bjerkandera sp. CCMIBA 40 (esquerda) e S.
sclerotiorum (direita); e e) T5: Consércio microbiano (esquerda) e S. sclerotiorum (direita).

Fonte: Autoria propria (2023).
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APENDICE B - Resultado do segundo teste de cultura dupla
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Legenda: Tréplicas do segundo teste de cultura dupla. a) Controle positivo de S. sclerotiorum; b)
Controle positivo de C. rosea CCMIBA_39; c) Controle positivo de P. lilacihnum CCMIBA_38; d)
Controle positivo de Bjerkandera sp. CCMIBA_40; ) Controle positivo do Consércio microbiano; f) C.
rosea CCMIBA_39 (esquerda) e S. sclerotiorum (direita); g) P. lilacinum CCMIBA_38 (esquerda) e S.
sclerotiorum (direita); h) Bjerkandera sp. CCMIBA_40 (esquerda) e S. sclerotiorum (direita); e i)
Consoércio microbiano (esquerda) e S. sclerotiorum (direita).

Fonte: Autoria prépria.
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APENDICE C - Placas de crescimento de S. sclerotiorum a 20°C

Figura- Crescimento em meio malte enriquecido

Fonte: Autoria propria (2023).
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APENDICE D - Resultados dos testes de ANOVA e testes de Tukey

Tabela- Resultado teste de ANOVA para crescimento do fungo S. sclerotiorum no primeiro
teste de cultura dupla. * Indica diferencga significativa entre os tratamentos (p<0,05).

Soma de df Quadrado F p (valor)
quadrados médio
Entre 33,1149 4 8,27872 19,18 0,0001105*
grupos
Dentro dos 4,3156 10 0,43156
grupos
Total 37,4305 14 0,00015

Tabela- Resultado teste de Tukey para crescimento do fungo S. sclerotiorum no primeiro
teste de cultura dupla. * Indica diferenca significativa entre os tratamentos (p<0,05).

Controle C. rosea P. lilacinum ' Bjerkandera Consoércio
positivo | cemiBA 39 CCMIBA_38 sp. microbiano
CCMIBA_40
Controle 0,01231° 0,002278° 0,0004058 | 0,00007736
positivo
C. rosea 5,941 0,7716 0,1699 0,01849
CCMIBA_39
P. lilacinum 7,585 1,643 0,6841 0,111
CCMIBA_38
Bjerkandera 9,457 3,515 1,872 0,614
sp.
CCMIBA_40
Consoércio 11,5 5,563 3,92 2,048
microbiano
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Tabela- Resultado teste de ANOVA para crescimento do fungo S. sclerotiorum no
segundo teste de cultura dupla. * Indica diferenca significativa entre os tratamentos

(p<0,05).
Soma de df Quadrado F p (valor)
quadrados médio
Entre 4,27987 4 1,06997 6,619 0,007169*
grupos
Dentro dos 1,61647 10 0,161647
grupos
Total 5,89633 14 0,00881

Tabela- Resultado teste de Tukey para crescimento do fungo S. sclerotiorum no segundo
teste de cultura dupla. * Indica diferenca significativa entre os tratamentos (p<0,05).

Controle C. rosea P. lilacinum ' Bjerkandera Consoércio
positivo | cemiBA 39 CCMIBA 38 sp. microbiano
CCMIBA_40
Controle 0,07655 0,3535 0,005427° 0,02505°
positivo
C. rosea 4,265 0,8193 0,4561 0,9468
CCMIBA_39
P. lilacinum 2,757 1,508 0,106 0,4303
CCMIBA_38
Bjerkandera 6,721 2,456 3,963 0,8428
sp.
CCMIBA_40
Consoércio 5,284 1,02 2,527 1,436
microbiano
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Tabela- Resultado teste de ANOVA para crescimento do fungo C. rosea CCMIBA _39 na
presenca e auséncia de S. sclerotiorum (p<0,05).

Soma de df Quadrado F p (valor)
quadrados médio
Entre 0,00735 1 0,00735 0,1559 0,7131
grupos
Dentro dos 0,188533 4 0,0471333
grupos
Total 0,195883 5 0,9016

Tabela- Resultado teste de ANOVA para crescimento do fungo P. lilacinum CCMIBA 38
na presenca e auséncia de S. sclerotiorum (p<0,05).

Soma de df Quadrado F p (valor)
quadrados médio
Entre 0,12615 1 0,12615 1,974 0,2327
grupos
Dentro dos 0,2556 4 0,0639
grupos
Total 0,38175 5 0,3013

Tabela- Resultado teste de ANOVA para crescimento do fungo Bjerkandera sp.
CCMIBA_40 na presencga e auséncia de S. sclerotiorum. * Indica diferenga significativa
entre os tratamentos (p<0,05).

Soma de df Quadrado F p (valor)
quadrados médio
Entre 2,76082 1 2,76082 20,98 0,01018*
grupos
Dentro dos 0,526467 4 0,131617
grupos

Total 3,28728 5 0,1003

Versao Final Honol ogada
21/ 06/ 2023 10: 31



57

Tabela- Resultado teste de ANOVA para crescimento do consorcio microbiano na
presenca e auséncia de S. sclerotiorum (p<0,05).

Soma de df Quadrado F p (valor)
quadrados médio
Entre 9,15135 1 9,15135 4,02 0,1155
grupos
Dentro dos 9,1064 4 2,2766
grupos
Total 18,2577 5 0,2007
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APENDICE E - Tabelas adicionais
Tabela- Crescimento médio de S. sclerotiorum no primeiro teste de cultura dupla

(incubagao por dez dias a 28°C). Variagéo entre as tréplicas no controle e na presenca
dos diferentes fungos de biocontrole.

Réplicas Controle C. rosea P. lilacinum ' Bjerkandera Consoércio
positivo | cemiBA 39 CCMIBA 38 sp. microbiano
CCMIBA_40
A 7,79 4,71 5,33 3,84 2,65
B 6,19 4,93 4,11 3,29 3,58
C 7,78 5,36 3,69 3,87 2,44
Média 7,25% 5* 4,38* 3,67 2,89*
As médias seguidas de * indicam diferenga significativa de acordo com o teste de Tukey (p<0,05). ANOVA
(p<0,05).

Tabela- Crescimento médio de S. sclerotiorum no segundo teste de cultura dupla
(incubagao por oito dias a 28°C). Variagcdo entre as tréplicas no controle e na presenca
dos diferentes fungos de biocontrole.

Réplicas Controle C. rosea P. lilacinum ' Bjerkandera Consoércio
positivo | comiBA 39 cCMIBA_38 sp. microbiano
CCMIBA_40

A 4,53 3,53 3,93 3,37 3,15

B 5,08 4,15 4,81 3,61 3,64

C 4,9 3,86 3,85 2,85 4,04

Média 4,84* 3,85 4,20 3,28* 3,61*
é}igggif\s seguidas de * indicam diferencga significativa de acordo com o teste de Tukey (p<0,05). ANOVA
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Tabela- Crescimento médio dos fungos de biocontrole no segundo teste de cultura dupla
(incubagao por oito dias a 28°C). Variagdo entre as tréplicas no controle (C+) e no

tratamento com S. sclerotiorum (T).

C. rosea P. lilacinum Bjerkandera Consorcio
CCMIBA_39 CCMIBA_38  sp.CCMIBA_40  ™Microbiano

Réplicas C+ T C+ T C+ T C+ T
A 3,47 3,73 3,43 3,62 3,85 5,04 4,41 3,86

B 4,02 3,71 3,88 3,23 3,58 4,86 8,02 3,8
C 3,66 3,5 3,97 3,56 4,1 57 7,73 5,09
Média 3,72 3,65 3,76 3,47 3,84* 5,2* 6,72 4,25
% potencial 42% 40% 60% 49%

antagonista

As médias seguidas de * indicam diferenca significativa de acordo com o teste de ANOVA (p<0,05). As
médias do tratamento (T), foram utilizadas na equagéao 1, para determinar o potencial de antagonismo dos
fungos de biocontrole.
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