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RESUMO

A podrid@o branca que tem como agente etioldgico o fungo Stromatinia cepivora, é uma das
principais doencas da cultura do alho e pode causar grandes perdas no cultivo. Stromatinia
cepivora € um patogeno restrito a espécies de plantas do género Allium. Em condicdes
favoréveis (solos umidos e temperatura entre 13 e 18°C), S. cepivora € capaz de formar
esclerddios e sobreviver por até trés décadas no campo. O manejo da podridao branca € feito
de maneira preventiva e envolve técnicas que visem erradicar o patdgeno. A escassez de
produtos eficientes no manejo dessa doenga é uma realidade. Por conta disso, a busca por
microrganismos que atuem como agentes de biocontrole é uma alternativa interessante para o
manejo integrado dessa doenca. Diante do exposto, 0 objetivo deste trabalho é: (i) verificar o
potencial de um isolado fungico tipo Cercosporoide no controle de S. cepivora, analisando seu
potencial de colonizacdo e inviabilizacdo de esclerddios de S. cepivora; (ii) avaliar o efeito de
metabolitos antifingicos volateis e difusiveis do fungo tipo Cercoporioide sobre o crescimento
micelial de S. sclerotiorum in vitro. (iii) avaliar a compatibilidade entre o fungo tipo
Cercosporoide e 0 agente de controle bioldgico Trichoderma harzianum, visando o uso
combinado (iv)Testar a taxa de producdo de clamiddsporos em diferentes meios. O
Cercosporoide apresenta maior producdo de clamidésporo em meio contendo Melago essa
informacdo pode ser utilizada para direcionar a producdo massal desse fungo. O fungo
Trichoderma harzianum parasitou as hifas do Cercosporoide, sendo necessarios estudos mais
aprofundados e testes em campo para avaliacdo da compatibilidade. Os compostos volateis e
difusiveis produzidos pelo Cercosporoide apresentaram resultados promissores, visto que
mesmo com o crescimento das col6nias de S. cepivora as col6nias ficaram inviaveis quando
repicadas para uma nova placa A identificacdo do isolado com base em caracteristicas
morfoldgicas ndo foi possivel, e o provavel género e a espécie deverao ser estabelecidos através
da andlise molecular para obtencdo das sequencias nucleotidicas de regides especificas e

realizacdo de analises filogenéticas.

Palavras-chave: S. cepivora; hiperparasitismo; producéo de metabolitos.



ABSTRACT

White rot, which is caused by the fungus Stromatinia cepivora, is one of the main diseases in
the cultivation of garlic and can cause great losses in cultivation. S cepivora is a pathogen
restricted to the Allium genus. In favorable conditions (humid soils and temperature between
13 and 18°C), S. cepivora is able to form sclerotia and survive for up to three decades in the
field. The management of white rot in the field is done preventively and it involves techniques
that aims to eradicate the pathogen. The scarcity of efficient products in the management of
this disease is a reality. Because of this, the search for microorganisms that act as biocontrol
agents is an interesting alternative for the management of this disease. The objective of this
work is: (i) to verify the potential of a Cercosporoid fungal isolate in the control of S. cepivora,
analyzing its potential for colonization and unviability of S. cepivora sclerotia; (ii) to evaluate
the effect of volatile and diffusible antifungal metabolites on the mycelial growth of S.
sclerotiorum in vitro. (iii) to evaluate the compatibility between Cercosporoide and the
biological control agent Trichoderma harzianum, aiming at the combined use. The rate of
production of chlamydospores was tested in different medium. The possible Cercosporoid
presents a higher production of chlamydospore in medium containing molasses this piece of
information can be used to direct the mass production of structures of this fungus. The fungus
Trichoderma harzianum parasitized the Cercosporoid hyphae, requiring further studies and
field tests to assess compatibility. The volatile and diffusible compounds produced by the
possible Cercosporoide showed promising results, since even with the growth of the colonies
of S. cepivora, the colonies were not viable when transplanted to a new plate. Identification of
the isolate based on morphological characteristics was not possible, and the probable genus
and species must be established through molecular analysis to obtain the nucleotide sequences

of specific regions and to carry out phylogenetic analyzes.

Keywords: S. cepivora; hyperparasitism; production of metabolites.
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INTRODUCAO

O alho (Allium sativum L.) esta entre as principais hortalicas cultivadas no Brasil, na
safra 2019/20 foi plantado aproximadamente 11.219 ha, com destaque para o estado de Minas
Gerais com 3.424 ha, especialmente na Regido do Alto Paranaiba. No entanto, a producéo
nacional ainda ndo é suficiente para suprir a demanda interna, sendo necessario a importacao
de paises produtores como China e Argentina (CONAB, 2020). Os problemas fitossanitarios,
e as condi¢bes climaticas estdo entre os principais fatores que dificultam o aumento da
produtividade e a extensdo de areas de producao de alho.

Uma das principais doencas na cultura do alho é a podridao branca, que tem como agente
etioldgico o fungo Stromatinia cepivora (Berk.) Whetzel (1945) (Sin.: Sclerotium cepivorum
Berk.). Esta enfermidade pode causar grandes perdas no cultivo, atacando desde a fase de
emergéncia das plantulas, levando a morte antes da colheita, até o armazenamento, causando
deterioracdo dos bulbos. Espécies de plantas do género Allium sdo capazes de exsudar
compostos que estimulam a germinacdo de S. cepivora, tornando este patégeno restrito a
plantas desse género. Em condigdes favoraveis como, solos Umidos e temperatura entre 13-
18°C, S. cepivora é capaz de formar esclerddios e sobreviver por até trés décadas no campo
(ENTWISTLE, 1990; DOMINGOS, 2015).

Atualmente, as estratégias de manejo da podriddo branca do alho se baseiam em
evitar que o patégeno seja introduzido na area, e por meio da erradicacdo do patogeno,
sendo esta Ultima inviavel em termos praticos. Apesar de haver registro de fungicida para
a cultura, a aplicacdo ndo controla a podriddo-branca de forma eficiente. Com isso, a
aplicacdo de microrganismos como agentes de controle biolégico tem se apresentado
uma alternativa eficaz e viavel, visto a escassez e a ineficiéncia de produtos para esta
finalidade (DOMINGOS, 2015; CANDIDO,2019).

Os fungos Cercosporoides sdo comumente encontrados parasitando as folhas de seus
hospedeiros vegetais de forma necrotréfica (SILVA, 2016). Em contrapartida, o isolado
presente neste trabalho foi encontrado parasitando esclerédios de Sclerotinia Sclerotiorum
juntamente com outro agente de controle biolégico empregado comercialmente (Trichoderma

harzianum).

Desta forma, este trabalho tem com o objetivo de avaliar o potencial de um isolado
fangico tipo Cercosporoide, como agente antagonista a esclerddios de S. cepivora, em

compara¢do com um isolado de Trichoderma harzianum. Além de testar a capacidade de



producdo de compostos difusiveis em meio de cultura e compostos organicos volateis em
condi¢cdes in vitro, além de aspectos da sua interacdo direta (hiperparasitismo) com

Trichoderma harzianum.

REFERENCIAL TEORICO

A cultura do alho no Brasil

O alho pertencente a familia Alliaceae e ¢ uma planta herbacea, com folhas
lanceoladas, estreitas e cerosas, podendo atingir até 60 cm de altura. Em condicdes
climéticas adequadas, exibe pendoamento, seguido de surgimento de um escapo floral
que resulta na inflorescéncia. A inflorescéncia apresenta forma de umbela simples e ndo
forma sementes botanicas. A partir do desenvolvimento das gemas do caule, ocorre a
formacdo dos bulbilhos, que serdo envoltos por uma folha de protecdo, uma folha de
reserva e uma folha de brotacdo. O caule verdadeiro € um disco comprimido sendo o
ponto de partida das folhas e das raizes, que sdo pouco ramificadas e com profundidade
variando de 20a 30 cm. Os bulbilhos sdo compridos, ovoides e de forma
argueada, envoltos por uma protecdo individual chamadas bracteas. Além das bracteas,
ainda é envolto por vérias tunicas esbranquicadas que sdo facilmente destacaveis. A
juncdo de varios bulbilhos origina o bulbo, e 0 nimero de bulbilhos em cada bulbo pode
variar de 5 até 56, onde estes sdo conectados no caule por meio da base (FILGUEIRA,
2003; SOUZA et al., 2009; MENEZES SOBRINHO, 1978).

O cultivo do alho no Brasil teve inicio no periodo do descobrimento, com plantio
limitado a pequenos cultivos por muito tempo. No século XX, o cultivo comegou a se
expandir no territorio nacional, e entdo houve visibilidade entre os agricultores e valor
comercial ampliado. Além de utilizado como especiaria, também possui fungdes
terapéuticas e é uma cultura de importancia para os produtores, tendo em vista que € uma
das principais hortalicas cultivadas no Brasil (RESENDE et al., 2016; FILGUEIRA,
2003; IBGE, 2017).

A producéo nacional de alho, na safra 2019/20 foi de aproximadamente 131.523
t, com produtividade de 11,7t/ha e area média plantada de 11.219 ha. O estado de Minas
Gerais é destaque de producdo com uma contribuicdo de 40,2% da producéo nacional

com destaque para a Regido do Alto Paranaiba, especialmente nos municipios de Sao



Gotardo, Ibia e Rio Paranaiba (CONAB, 2020).

Podriddo Branca Stromatinia cepivora do alho

O fungo Stromatinia cepivora, anteriormente conhecido como Sclerotium cepivorum
pertencia ao filo Basidiomycota, mas em 1945, Whetzel observou semelhangas entre seus
esclerddios e os do fungo Stromatinia gladioli, e transferiu Sclerotium cepivorum para o género
Stromatinia. Baseado em estudos utilizando técnicas moleculares, Sclerotium cepivorum foi
reclassificado para o filo Ascomycota, ordem Helotiales e familia Sclerotiniaceae
(CARBONE; KOHN, 1993).

Stromatinia cepivora é um patogeno restrito ao género Allium, e vem sendo considerado
um dos principais e mais destrutivos patdgenos para a cultura do alho. Esse fato se da por conta
da liberacdo de compostos ndo volateis na rizosfera, como sulféxidos alilcisteina, que ocorre
principalmente durante a fase de bulbificacdo. Estes compostos, apds metabolizados pela
microbiota do solo, resultam em compostos volateis, a exemplo do dissulfeto de dialila
(DADS). Tais substancias volateis estimulam a germinacdo dos esclerddios de S. cepivora,
quando o solo se encontra Umido e com temperaturas variando entre 13 e 18 °C e resultam na
producdo de hifas que infectam o hospedeiro. As estruturas de resisténcia permanecem
dormentes até que plantas hospedeiras sejam cultivadas na area (COLEY-SMITH & KING,
1969; COLEY-SMITH, 1987; VOSS & MAYBERRY, 1999).

Embora haja restri¢cdo apenas para plantas do género Allium, a rotacdo de culturas ndo
¢ um método recomendado para 0 manejo da doenca, uma vez que os esclerodios podem
sobreviver no solo por 10 a 30 anos através dos microesclerddios, e as areas infestadas podem
se tornar inviaveis para a producdo de alho apds quatro anos de cultivos sucessivos
(BREWTER, 2008; DOMINGOS, 2015).

A doenca é observada em reboleiras, com plantas subdesenvolvidas e amarelecimento
seguido de morte das folhas afetadas. Essa doenca ataca o alho desde a fase de emergéncia das
plantulas, levando a morte da planta antes da colheita. Podendo também causar a deterioracao
dos bulbos sob condigdes de armazenamento. No bulbo, pode ser observado o crescimento
micelial esbranqui¢ado na base da planta, seguido de podriddo-mole nos tecidos, que progride
para a producao de massas de pequenos esclerodios pretos que ddo um aspecto enegrecido aos
tecidos da planta. Além disso, ocorre murcha e os bulbos comecam a ser degradados, sendo



facilmente arrancadas do solo devido a morte das raizes (AMORIM et al., 2016; ENTWISTLE,
1990; NUNES & KIMATI, 2004).

Os esclerddios sdo estruturas multicelulares de sobrevivéncia, resistente as condigdes
adversas, os formados por S. cepivora sdo pequenos, de 200 a 600 um de diametro, com
formato esférico, e sua coloracdo varia de marrom & preta, de acordo com o estagio de
formacéo. A cor escura da casca € devido a presenca de melanina, que auxilia na defesa contra
0 dessecamento (BACKHOUSE & STEWART, 1987; CHET & HENIS, 1975; WILLETTS &
BULLOCK, 1992).

Parte dos esclerddios recém-formados sofre dorméncia, ndo germinando
imediatamente, mesmo em condic¢des ideais. Necessitam, portanto, de serem condicionados
durante periodo de tempo variavel no solo, para que estejam aptos a germinar (WILLETTS &
BULLOCK, 1992).

A disseminacdo do patdgeno ocorre de forma passiva dos propagulos, principalmente
por movimento de maquinario e implementos agricolas, animais, acdo humana, chuva e dgua
de irrigacdo. Geralmente, no primeiro ano de cultivo o indculo inicial é baixo, no entanto,
ocorre um aumento rapidamente na lavoura, tornando inviavel o uso do solo para cultura do
alho apds quatro anos de plantio consecutivos. (ENTWISTLE, 1990; CROWE, 1995).

Manejo de Stromatinia cepivora

O controle biolégico consiste em suprimir o patégeno ou seus efeitos destrutivos por
meio da utilizacdo de microrganismos nos sistemas agricolas (Cook & Baker, 1983) . Agentes
de controle bioldgico podem apresentar diversos mecanismos de atuacdo contra fitopatdégenos.
Esses mecanismos acabam reduzindo ou impedindo o estabelecimento do patégeno e como
consequéncia ocorre a reducdo dos niveis de doenga. Diversos microrganismos ja foram
descritos como eficazes para controle de doencas. Cada vez mais o uso de agentes de controle
biol6gico vem tomando espago entre os produtores, porém, ainda ha necessidade de estudos
para compreendermos melhor os mecanismos de acdo, bem como aspectos das interacfes

desses microrganismos com as plantas e os patégenos (BETTIOL et al., 2008).

Apesar de causar grandes perdas no cultivo, S. cepivora € um patdgeno gue nao possuli
controle efetivo e tampouco produto bidlogo registrado. Para o sucesso dos agentes de controle

bioldgico contra este patdgeno, € necessario que 0s microrganismos utilizados possam se



adaptar as condicGes ambientais de baixa temperatura e tipo de solo em que os cultivos de alhos
estdo estabelecidos (CLARKSON et al., 2002). Neste sentido, é de suma importancia o
desenvolvimento de estudos direcionados para encontrar microrganismos que atuem como

agentes de controle bioldgico da podriddo branca nas condicdes especificas de cultivo do alho.

Dentre as medidas de controle da podriddo branca, o uso de produtos quimicos como
Filtter®, Metilltiofan®, Tilltiofan®, Rovral®, Sialex®, Sumiguard®, Sumilex® e Switch®,
apesar de serem 0s Unicos com registro no MAPA (Ministério da Agricultura Pecuéria e
Abastecimento) para esta finalidade, a aplicacdo é onerosa e ndo controla a doenca de forma
eficiente. O Rovral é utilizado no tratamento dos bulbilhos sementes com intuito de evitar a
introducdo do patégeno em areas ainda ndo infestadas. As principais medidas de manejo séo
de carater preventivo, com plantio de alho semente livres da podriddo branca e em areas isentas
do patogeno, além da rotacdo de culturas por periodos longos (DOMINGOS, 2015;
CANDIDO,2019).

Trichoderma como agente de controle biolégico

Espécies do género Trichoderma sdo usadas como agentes de controle bioldgico da
podriddo branca em diversos locais do mundo. Fungos desse género sdo capazes de atuar como
agentes de controle de vérios fitopatdgenos (STEWART; McLEAN, 2007).

Como a maioria dos microorganismos de controle biolégico, Trichoderma spp. vém
sendo testadas contra fitopatdgenos radiculares, exercendo antagonismo sobre estes,
parasitando-o0s ou inibindo seu crescimento. Algumas espécies como T. harzianum, T. viride e
T. hamatum, T. asperellum entre outros, apresentaram potencial contra patdgenos em cultivos
(MIRANDA, 2006; ARARSA et al. 2013).

Muitas dessas espécies ja estdo presentes como formulados dentro do mercado
brasileiro atuando contra diversos fitopatdgenos. Entre os fitopatdgenos que vem sendo
estudados estdo fungos (Sclerotinia sp., Stromatinia sp., Fusarium sp., Rhizoctonia sp.,
Verticillium sp., Armillaria sp., Roselinia sp.), oomicetos (Phytophthora sp., Pythium sp.),
fitonematoides (Meloydogyne sp,), entre outros (BETTIOL, 2012; LUCON, 2017).

Fitopatogenos ocasionam perdas econdmicas significativas em culturas agricolas de
importancia, fazendo-se necessario o seu correto manejo e controle. Além disso, de acordo

Bontempo (2016), algumas cepas sdo capazes de reduzir a germinacdo de esclerécios de S.



cepivora em ensaios in vitro (BETTIOL, 2012; ABD-EL-MOITY, 1992; MIRANDA et al.,
2006; CLARKSON et al., 2002). Trichoderma spp. é capaz de inibir fitopatdgenos por meio
de competicdo, producdo de metabolitos secundarios e hiperparasitismo de estruturas de
resisténcia de patogenos. Clarkson et al. (2014) mostram que no Reino Unido, isolados de
Trichoderma viride e de T. pseudokoningii degradaram até 80% de esclerddios de quatro

isolados de S. cepivora em solo argiloso.

O isolado T. harzianum C52, controla S. cepivora, mas € altamente sensivel a
Tebuconazole®, Thiran® e Mancozeb® (Clarkson et al., 2002). No Brasil, a aplicacdo de
vermicomposto juntamente com T. harzianum foi capaz de reduzir a viabilidade de esclerodios
do fungo em 98% (STEWART & McLEAN, 2007).

Fungos Cescospordides

A etimologia do nome cercosporoide ¢ derivada dos termos gregos “kerkos” (cauda) e
“sporos” (esporos), significando fungos com conidios filiformes (Dornelo-Silva, 2014).
Fungos cercosporoéides sdo pertencentes a classe Dothideomycetes e ordem Capnodiales. Esses
fungos se encontram, principalmente, na familia Mycosphaerellaceae (SILVA, 2018).

Cercospordides (Capnodiales, Dothideomycetes) sdo um dos maiores grupos de fungos
anamorficos, distribuidos em uma ampla gama de hospedeiros. Com mais de 2000 espécies
tradicionalmente classificadas no género Mycosphaerella Johanson, sdo constantemente
encontrados como fitopatdgenos, causando manchas e desfolhamentos, além de danos em
sementes, flores e frutos (SILVA, 2016). Produzem, geralmente, esporos longos e finos,
conhecidos como esporos filiformes, sendo normalmente formados sobre um tecido fangico
estromatico (CHUPP, 1954).

O isolado presente neste trabalho foi encontrado parasitando esclerédios de Sclerotinia
sclerotiorum juntamente com o seu agente de controle biologico empregado comercialmente

(Trichoderma harzianum).



OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial de um isolado fangico Cercosporoide
no controle de S. cepivora em condicdes in vitro, analisando o potencial de colonizacéo e
inviabilizacdo dos esclerodios. Além disso, avaliou-se mecanismos de antagonismo como,
producdo de compostos organicos volateis e metabolitos difusiveis, bem como seus aspectos

de interacdo no de crescimento com Trichoderma harzianum.

MATERIAIS E METODOS

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Fitopatologia Molecular do Departamento

de Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras (UFLA).

Obtencdo dos isolados de Stromatinia cepivora

O isolado de S. cepivora utilizado neste estudo foi obtido a partir de plantas doentes de
alho cultivadas no municipio de So Gotardo, Minas Gerais. Os esclerddios S. cepivora foram
armazenados em solucdo salina 0,9% até o momento de uso. Para germinacdo dos esclerédios
de S. cepivora, as estruturas de resisténcia foram depositadas em placas contendo meio de
cultivo Batata Dextrose Agar (BDA) e extrato de alho e foram incubadas em BOD durante 15
diasa+ 17 °C. Os esclerddios germinados serviram de base para o estabelecimento de culturas

puras de S. cepivora, que foram utilizadas nos experimentos posteriores.

Obtencdo do isolado de biocontrole

Neste trabalho foi utilizado um isolado de fungo cercosporoide, para verificar seu
potencial antagdnico contra S. cepivora. A espécie ndo identificada, foi encontrada no solo de
areas experimentais de producdo de soja, e foi isolado a partir de esclerodios de S. sclerotiorum,
patogeno que pertence @ mesma familia de S. cepivora, no municipio de Luminarias, Minas
Gerais. O isolamento do T. harzianumfoi realizado a partir do produto comercial Ecotrich®
(Ballagro), pesando 0,1g do produto e dissolvendo em 0,9 g de &gua. Em Eppendorfe, a mistura
foi agitada no Vortex trés vezes e coletado uma aliquota de 100 ul, sendo adicionada a uma
placa contendo BDA e espalhada com uma alga de Drigalsky.



Selecdo do substrato

O isolado em estudo foi testado em diferentes meios de cultura liquido, afim de se obter
informacdes sobre aspectos do seu crescimento e reproducdo. Os meios de cultura utilizados
foram, BD (200g de extrato batata; 20 g dextrose; 800mL de agua destilada) BD 10% (20g de
extrato batata; 20 g dextrose; 980 mL de &gua destilada), Meio de Aveia (extrato de aveia-
20g9/400 mL; 600 mL de agua destilada), Malte (20 g de extrato de malte e 1L de agua
destilada), Melado ( 50g de melago de cana; 5g glicose; 25g de NaCl; 1L de agua destilada) e
V8 (Suco V8; 3g CaCOs; 800 mL de agua destilada). Discos de micélio crescidos a 20 dias
foram dispostos em Erlenmeyers sob agitacdo constante de 160 rpm a temperatura de = 20 °C
e foram colocados sob agitacdo em mesa agitadora orbital. Corrido o periodo de dez dias, foi
coletado 1ml de cada Erlenmeyers e adicionado uma gota de Tween®, e 0 material foi agitado
em Vortex por trés minutos. O experimento foi realizado em delineamento inteiramente

casualizado (DIC) com trés repeticdes para cada tratamento.

Preparo da suspensdo e avaliacdo da eficacia dos isolados como agente de

controle biologico em condicbes “in vitro”

A suspensao de clamiddsporo do fungo cercosporoéide foi preparada a partir de placas
de Petri mantidas em BOD a 17°C por 10 dias. Foi adicionado 10 mL de &gua destilada
esterilizada e uma gota de Tween® em cada placa, e 0s esporos raspados com auxilio de uma
alca de Drigalski. A suspensdo foi filtrada com gaze e ajustada para concentragdo de 2 x 10’
clamiddsporos/mL. O mesmo foi feito para suspensdo de conidios de T. harzianum.

Um disco de papel filtro esterilizado umedecido com &gua destilada autoclavada foi
disposto em cada placa de Petri de 9cm de diametro. Sob o papel filtro umedecido foram
colocados oito esclerdédios de S. cepivora de forma espacada. Cada esclerodio foi tratado com
2 microlitros de cada suspensdo mantidos em BOD a 17°C por 14 dias. Cada placa

contendo 8 microesclerddios constituiu uma repeticdo do experimento. Os tratamentos foram



compostos pelo isolado Cercosporoide, Trichoderma harzianum e o controle experimental. No

tratamento controle foi utilizado agua destilada e autoclavada.

Apbs 14 dias de incubacéo, os esclerddios foram desinfestados superficialmente com
hipoclorito de sédio 1% por 5 min, seguido de alcool 70% por 2 min, trés lavagens em agua
autoclavada por 1 min, e secos ao ar sob papel de filtro estéril. Por fim, foi realizada a
transferéncia dos esclerddios para placas contendo meio BDA e incubados em BOD a 17°C.
Aos 15 dias de incubacdo, foi avaliado a viabilidade e a colonizacédo dos esclerédios por meio
da presenca de S. cepivora ou do agente antagonista testado. O produto comercial Ecotrich®
(Ballagro) (T. harzianum) foi utilizado como controle positivo. O experimento foi realizado
em delineamento experimental inteiramente casualizado (DIC), contendo quatro tratamentos e

dez repeticOes. Este experimento foi repetido duas vezes.

Producdo de metabolitos antifungicos volateis

Para avaliar o efeito dos metabolitos volateis produzidos pelo isolado Cercospordéide no
crescimento de S. cepivora in vitro, foram utilizados trés tratamentos constituidos pelo isolado,
T.harzianum, o possivel Cercosporoide e o patdgeno como testemunha, com dez repeticdes
para cada tratamento. Discos de micélio foram colocados a 2 cm da borda de uma placa
bipartida contendo meio BDA. Os agentes de controle bioldgico testados foram cultivados por
dois dias e discos de micélios de S. cepivora foram dispostos no lado oposto da placa contendo
0 patdgeno. Apos este procedimento as placas foram seladas e colocadas em BOD a £17 °C. O
crescimento micelial foi avaliado aos 7 dias, tempo decorrido para o controle atingir a borda
da placa. O experimento foi realizado em delineamento experimental inteiramente casualizado

(DIC), contendo dez repeticOes para cada tratamento e repetido duas vezes.

Produc¢do de metabolitos antifangicos difusiveis

Discos de micelio de S. cepivora foram colocados proximo a borda da placa de Petri
contendo meio BDA. Foram colocados discos de micélio no sentido oposto dos agentes
antagonistas testados (Cercosporoide e T. harzianum). As coldnias foram separadas por um
risco central realizado previamente ao posicionamento dos microrganismos. Cada antagonista
constituiu um tratamento, e placas contendo apenas o fitopatégeno foram utilizadas como

controle experimental. As placas foram incubadas em BOD a £ 17 °C. O crescimento micelial



foi realizado sete dias apds a incubacéo, quando o controle atingiu a borda da placa. Foi medido
0 crescimento micelial na direcdo do risco central. O experimento foi realizado em
delineamento experimental inteiramente casualizado (DIC), contendo 10 repeticdes e foi
repetido duas vezes.

Interacdo de Cercosporoide com Trichoderma harzianum

Posicionou-se previamente uma laminula esterilizada entre as colénias do
Cercosporoide e Trichoderma harzianum em meio BDA. Apos o crescimento e encontro das
colbnias, efetuou-se o preparo das ldminas para fotodocumentacdo da interacdo entre as hifas
dos dois fungos. O preparo deu-se através da adicdo de uma gota de glicerina sobre a ldamina e

a laminula disposta contendo as estruturas para realizacdo das observag¢fes microscopicas.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Identificacdo dos isolados

Com base em caracteristicas morfoldgicas, o isolado utilizado nesse estudo foi
identificado previamente como sendo um cercospordide, por apresentar caracteristicas
morfoldgicas semelhantes a este grupo de fungos de acordo com a literatura consultada (Ellis,
1971). No entanto, é necessario a realizacdo do sequenciamento de regides especificas
(barcodes) que possam fornecer informacgdes que possam ser usadas para a realizacdo de
estudos filogenéticos. Com a reconstrucao filogenética seré possivel, ao menos saber o género

ao qual esse isolado fungico pertence.

Estes fungos geralmente se apresentam mais comumente em sua fase assexuada com a
presenca de esporodoquio. No apice ou ao longo do conidioforo apresenta formacao de célula
conidiogénica holoblastica com cicatriz atenuada, de onde surgem os conidios multiseptados
truncados na base e atenuados no apice com presenca de cicatriz. O crescimento em meio de
cultura € lento, e nem sempre apresenta formacédo de conidios, apenas micélio crescendo em
uma base estromatica. As caracteristicas descritas também estdo presentes no fungo
encontrado. Nos meios testados houve crescimento, mas ndo apresentou esporulagéo, apenas
formacdo de clamidosporos que séo estruturas de resisténcia. No meio em que foi isolado

apresentava grande esporulacdo, e micélio denso estromatizado e escuro.



Apesar de fungos deste grupo serem encontrados como fitopatogeno, o utilizado neste
estudo foi encontrado parasitando estruturas de resisténcias de S. sclerotiorum juntamente com

0 agente de controle bioldgico empregado comercialmente (T. harzianum) para esta finalidade.

Na figura 1 sdo apresentadas as caracteristicas deste isolado considerado um provavel

Cercosporoide, descritas anteriormente.
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Figura 1. A-K: Caracteristicas morfoldgicas e de crescimento do isolado provéavel Cercosporoide. A-B:
Isolado parasitando esclerédio em conjunto com Trichoderma harzianum. C-E: hifas, conidioforos e
conidios vistos ao microscépio estereoscopico (lupa). F-1: estruturas vistas sob o0 microscépio 6tico. G:
as setas mostram a célula conidiogénica presente no conidiéforo de onde saem os conidios. H: Conjunto
de conidios. I: Conidios solitarios. J-k: crescimento em meio de cultura BDA a 15°C mostrando frente
e verso da placa de Petri.



Sele¢do do substrato

Na contagem de clamiddsporos em diferentes meios de cultura foi observado que o
Cercosporoide aproveitou de maneira mais eficiente o meio de cultura contendo melaco,

produzindo 80 clamidosporos/MlI diferindo demais meios de cultura avaliado.

O meio Malte e de Aveia promoveu um bom desempenho na taxa de contagem de
clamidésporos do Cercosporoide, diferenciando dos meios de BD, V8 e BD 10% que
proporcionaram, as menores taxas contagem, respectivamente (Figura 2). Com contagens

relativamente altas entendemos uma adequacao do Melado as exigéncias do fungo.
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Figura 2- Producdo de clamiddsporo/ml de Cercosporoide em diferentes meios de cultura. As medias

seguidas da mesma letra ndo apresentam diferenca significativa a nivel de 5% pelo teste Scott-Knoot.



Avaliacgdo da eficacia dos isolados como agente de controle bioldgico in vitro

As placas contendo os esclerddios do tratamento testemunha foram tratados apenas com
agua. O tratamento controle apresentaou crescimento de 100% de S. cepivora, excluindo-se

entdo a probabilidade de ter acontecido contaminagdo com 0s outros microorganismos.

Em relacdo a T.harzianum este apresentou menor porcentagem de germinacdo de S.

cepivora em relacdo ao Cercosporoide que apresentou baixa taxa de colonizacdo de

esclerddios.
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Figura 3- Porcentagem de esclerddios colonizados por potenciais agentes de controle biolégico em
ensaios in vitro a 17°C. As médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si a nivel de 5% de

probabilidade pelo teste de Tukey.

Produc¢do de metabolitos antifungicos volateis

O experimento de inibicdo através de compostos volateis produzidos pelos
microrganismos mostrou menor crescimento e maior percentual de inibigdo da coldnia de S.

cepivora pelos compostos produzidos por T. harzianum. As placas contendo apenas as col6nias



de S. cepivora apresentaram crescimento até a borda, excluindo a probabilidade contaminacao
(Figura 4).
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Figura 4 — Crescimento da coldnia de S. cepivora na presenca da producdo de metabdlitos antifungicos
volateis. As médias seguidas da mesma letra ndo apresentam diferenca significativa a nivel de 5% de

probabilidade pelo teste de Tukey.

Apesar do possivel Cercosporoide ndo apresentar um nivel de inibicdo satisfatoria, foi
possivel observar que as coldnias de S. cepivora crescidas na presenca dele sofreram coloracao
melanizada e ap0s repicadas para uma nova placa ndo houve crescimento, mostrando a
inviabilidade das col6nias. Embora os compostos volateis do isolado cercosporoide ndo tenha
sido capaz de inbir o todo o crescimento micelial, esses compostos foram capazes de causar a

inviabilizacdo das estruturas de reproducgédo do patégeno.



Figura 5- Crescimento da coldnia de S. cepivorum na presenca de volateis produzidos pelo possivel

Cercosporoide com 14 dias, em meio BDA.

Producdo de metabdlitos antifungicos difusiveis

Com relagéo a producdo de metabolitos antifungicos difusiveis, a Figura 6 apresenta o
crescimento do fungo (mm). Observa-se que houve inibi¢do do crescimento da colonia de S.
cepivora na direcdo de T. harzianum, sugerindo a producdo de compostos que inibem o
desenvolvimento da colbnia, sendo este efeito mais acentuado que aquele verificado no
possivel Cercosporode. O efeito inibitério apresentado por T. harzianum foi mais pronunciado
que o apresentado pelo isolado cercosporoide, esse resultado é valido uma vez que existe um

real efeito inibitorio.
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Figura 6 — Crescimento da coldnia de S. cepivora na presenca da producdo de metabdlitos antifingicos
difusiveis. As médias seguidas da mesma letra ndo apresentam diferenca significativa a nivel de 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.

Assim como no experimento de metabdlitos volateis, as coldnias de S. cepivora
crescidas na presenca do possivel Cercosporoide apresentaram coloracdo melanizada, e o
mesmo procedimento de repicagem para uma nova placa foi realizada e avaliado com sete dias

e ndo houve crescimento.

Figura 7- Crescimento da colénia de S. cepivora na presenca de metabdlitos difusiveis do
Cercosporoide com 14 dias em meio BDA.



Interacdo de Hifas

E importante conhecer antes de langar mao de estratégias de manejo a compatibilidade
efetividade dos agentes e quais sdo as caracteristicas passiveis de serem manipuladas para
tornar o biocontrole viavel. A compatibilidade entre estes agentes é de suma importancia para

compreendermos se ha antibiose ou simbiose entre os agentes.

Com base neste estudo verificaram-se uma possivel forma de parasitismo, onde houve
a formacdo de estruturas semelhantes a ganchos por T. harzianum, que cresce em direcdo aos
feixes de hifas do possivel Cercosporoide. Entretanto no local de isolamento o fungo provavel
cercosporoide apresentou crescimento anterior ao crescimento de Trichoderma, pois o
cercosporoide apresenta 6timo desenvolvimento em temperaturas mais baixas. baixas e
Trichoderma ja ndo se sai muito bem em condicdes de baixa temperatura. Isso pode ser um
fator interessante, pelo qual esse fungo pode ser um potencial agente de biocontrole para ser

testado em condicdes de campo, onde a doenca ocorre.
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Figura 8- A-C: crescimento de micélio em meio de cultura. A: provavel Cercosporoide apresentando
hifa escura. B: Hifas e conidios de Trichoderma. C: Interacdo entre o Cercosporoide e Trichoderma (a
seta representa o parasitismo de Trichoderma harzianum sobre o Cercosporoide).

CONCLUSAO

Com as limitagOes que existem em se classificar organismos apenas com base em dados
morfoldgicos, o provavel género e a espécie deverdo ser estabelecidos através da andlise
molecular para obtencdo das sequencias filogenéticas. O possivel Cercosporoide apresenta
maior producdo de clamidosporo em meio contendo melaco, o que deve ser utilizado para
producdo massal e futura formulacdo. Os compostos volateis e difusiveis produzidos pelo
Cercosporoide apresentaram resultados promissores, visto que mesmo com o crescimento das
colbnias de S. cepivora as col6nias ficaram inviaveis quando repicadas para uma nova placa.
Os dados de hiperparasitismo ndo foram satisfatorios, sendo necessario mais estudos com
diferentes concentragdes. O fungo T harzianum parasitou as hifas do Cercosporoide, sendo
necessarios estudos mais aprofundados e testes em campo para avaliacdo da compatibilidade.
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