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RESUMO

NUNES, SCHEISI NOGUEIRA. Estudo do fungo Pestalotia sp. no controle de fungos
fitopatogénicos. Trabalho de Concluséo de Curso (Curso de Agronomia) Universidade
Tecnoldgica Federal do Parana. Dois Vizinhos, 2018.

Para a agricultura, os fungos e insetos apresentam grande acuidade, por isso
deve se ter conhecimento da taxonomia e atuacéo destes, podendo este gerar danos
as, também podem ser de extrema importancia quanto ao controle bioldgico de alguma
praga na cultura local. O objetivo foi coletar e isolar o fungo Pestalotia sp. para controle
biolégico, testar a compatibilidade para o controle de fungos fitopatogénicos de
Sclerotinia sclerotiorum, Fusarium sp., Botrytis sp. e Colletotrichum sp.. Os experimentos
foram conduzidos em laboratorio da Universidade Tecnolégica Federal do Parana,
campus Dois Vizinhos, realizado em duas etapas, sendo a primeira, a extracado de
metabdlitos secundarios do Pestalotia sp. testando sua atividade sobre Sclerotinia
scletotiorum, e a segunda etapa, a realizacédo do teste de antagonismo com a utilizacao
do fungo Pestalotia sp. testando sua atividade antibiética sobre Sclerotinia sclerotiorum
e Fusarium sp, Botrytis sp. e Colletotrichum sp..Conclui-se com a realizacdo deste
trabalho que dois tratamentos resultante da extracdo de metabdlitos teve eficiéncia na
reducdo da Sclerotinia scletotiorum; ja no teste de antagonismo, o fungo Colletotrichum
sp. apresentou seu valor de porcentagem de inibicdo de crescimento maior que 0s
demais.

Palavras-chaves: controle alternativo, Sclerotinia sclerotiorum, Fusarium sp.,
Botrytis sp. e Colletotrichum sp.



ABSTRACT

NUNES, SCHEISI WALNUT. Study of the fungus Pestalotia sp. In the control of
phytopathogenic fungi. Trabalho de Conclusdo de Curso (Curso de Agronomia)
Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Dois Vizinhos, 2018.

For agriculture, fungi and insects have great acuity, so it should be aware of the
taxonomy and performance of these, which may generate damage, can also be
extremely important regarding the biological control of some pest in the local culture. The
objective was to collect and isolate the fungus Pestalotia sp. for biological control, test
the compatibility for the control of phytopathogenic fungi of Sclerotinia sclerotiorum,
Fusarium sp., Botrytis sp. and Colletotrichum sp.. The experiments were carried out in a
laboratory of the Federal Technological University of Parana, two neighboring campus,
carried out in two stages, the first being the extraction of secondary metabolites from
Pestalotia sp. testing its activity on Sclerotinia Scletotiorum, and the second stage, the
performance of the antagonistic test using the fungus Pestalotia sp. Testing its antibiotic
activity on Sclerotinia sclerotiorum and Fusarium sp, Botrytis sp. and Colletotrichum sp..
It concludes with the accomplishment of this study that two treatments resulting from the
extraction of metabolites had efficiency in the reduction of Sclerotinia scletotiorum; In the
antagonistic test, the fungus Colletotrichum sp. presented its percentage value of growth
inhibition higher than the others.

Keywords: Alternative control, Sclerotinia sclerotiorum, Fusarium sp., Botrytis
sp. and Colletotrichum sp.
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1 INTRODUCAO

Uma dificuldade comum a qualquer cultura € o ataque de pragas e doencas,
presentes em diferentes fases do desenvolvimento. O controle de pragas, comumente €
feito com o0 uso de inseticidas, sendo mais frequentes as lagartas desfolhadoras,
percevejos e brocas. O uso de quimicos também é feito no caso de doencas, causadas
por fungos, bactérias, nematoides e virus.

Um grande problema quando se refere ao controle quimico, € 0 uso
indiscriminado destes produtos. O gasto mundial anualmente de defensivos agricolas
estd em aproximadamente 2,5 milhdes de toneladas. No que se refere ao Brasil,
aproximadamente 300 mil toneladas de defensivos agricolas séo utilizadas.

Além da poluicdo ambiental e gastos desnecessarios, 0 mau uso de
agroquimicos pode ser responsavel pelo surgimento de uma populacédo de individuos
cuja seu controle torna-se mais dificil e custoso. Pensando nisso, ha uma busca por
alternativas que possam minimizar esse problema.

O controle bioldgico, juntamente com o manejo integrado de pragas € uma
técnica que vem ganhado espaco ao decorrer dos anos, segundo EMBRAPA, o MIP-
Soja por exemplo, vem sendo aperfeicoado desde a década de 1970 por diferentes
instituicbes e obteve sucesso na diminuicdo do uso indiscriminado de agroquimicos. No
inicio da década de 1980, a reducdo média de aplicacbes por safra para o controle de
pragas foi de mais de cinco para menos de duas no estado do Parana. Este método tem
como obijetivo, controlar as pragas agricolas e os insetos vetores de patdgenos a partir
do uso de seus inimigos naturais, podendo ser estes, fungos, virus, bactérias,
predadores e outros microrganismos.

Esse controle € um método natural e sadio, onde nédo ha agressdo ao meio
ambiente, ndo deixando residuos nos alimentos, além de diminuir as perdas na
producéo e gastos com agroquimicos.

Neste contexto, a utilizacdo de inimigos naturais para o controle de pragas tem
grande importancia dentro de um sistema agroecologico e possui um destaque
significativo em produc¢fes organicas. Desta forma, percebe-se que ha necessidade de
pesquisas direcionadas a utilizacdo e aplicacdo destes métodos como controle

alternativo.



2 JUSTIFICATIVA

As areas agricolas onde ha o cultivo de soja no Brasil frequentemente séo
atacados por fungos, pragas, entre outros organismos simultaneamente. A alternativa
mais utilizada pelos produtores é a utilizagdo de fungicidas, inseticidas e herbicidas.
Contudo h& outras alternativas que podem ser adotadas para controle de diferentes
agentes ndo desejados que sdo menos ofensivas ao meio ambiente, economicamente
viaveis e socialmente justas.

Diante do exposto, com a realizagao deste projeto espera-se obter informacgdes
gue permitam fornecer alternativas para que novos trabalhos sejam desenvolvidos até
chegar em um “produto” que seja economicamente viavel, socialmente justo e
ecologicamente correto, com o uso de um fungo (Pestalotia sp.) que pode ser utilizado
no controle bioldgico de Fusarium sp., agente causador da Seca das Vagens, Sclerotinia
slerotioruim, agente causador da Murcha e Tombamento de Sclerotium, Botrytis sp.
agente causador da podriddo cinzenta e Colletotrichum sp agente causador da

Antracnose.



3 HIPOTESE

Espera-se que o fungo Pestalotia sp. Apresente-se como antagdnico aos fungos
Sclerotinia sclerotiorum, Fusarium sp., Botrytis sp. e Colletotrichum sp, assim como
produza metabdlitos que possam diminuir e ou inibir o crescimento micelial de Sclerotinia

sclerotiorum.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

O trabalho tem como objetivo, realizar a coleta e isolamento do fungo Pestalotia
sp. e testa-lo no controle bioldgico, realizar extracdo de metabdlitos secundarios, ssim
como, testar atividade antagonica e compatibilidade do fungo Pestalotia sp. sobre
Sclerotinia sclerotiorum, Fusarium sp., Botrytis sp. e Colletotrichum sp..

4.2 OBJETIVO ESPECIFICO

- Realizar teste de atividade (reducao ou inibicdo do crescimento micelial) do
fungo em questdo em Sclerotinia sclerotiorum.

- Isolar o fungo Pestalotia sp., separar os melhores isolados.

- Repicar os fungos Sclerotinia sclerotiorum e Fusarium sp. Botrytis sp. e
Colletotrichum sp. em placas de petri® com meio de cultura.

- Avaliar o efeito antagénico de Pestalotia sp. sobre os fungos fitopatogénicos.

- Realizar extracdo de metabdlito do Pestalotia sp. e testar em Sclerotinia

sclerotiorum.
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5 REVISAO DE LITERATURA

5.1 CONTROLE BIOLOGICO

A ideia principal do controle biol6gico é controlar as pragas agricolas e os insetos
transmissores de doencas usando seus inimigos naturais, que podem ser outros insetos
benéficos, predadores, parasitdides, e microrganismos, como fungos, virus e bactérias.
Trata-se de um método de controle racional e sadio, que tem como objetivo final utilizar
esses inimigos naturais que ndo deixam residuos nos alimentos e sao inofensivos ao
meio ambiente e a salde da populacdo (EMBRAPA,2018).

No Brasil, em 2010, o mercado de produtos de controle bioldgico foi
aproximadamente de U$ 70 milhdes, isto equivale a 2% da venda do mercado de
agrotoxicos sintéticos. Ha uma estimativa que a area tratada com agentes de controle
biolégico no Brasil seja inferior a 8 milhBes de hectares/ano. Embora elevada
participacdo percentual ainda € pequena nas culturas para as quais ha alternativas
bioldgicas disponiveis (EMBRAPA,2018).

O modelo predominante da agricultura convencional, tem como base o retomo
econdmico imediato, para isso, da prioridade o controle aos problemas fitossanitarios
guase exclusivamente pela aplicacdo continuada e em larga escala de agrotoxicos.
Assim, tém surgido diversos problemas de ordem ambiental, como contaminagéo de
alimentos, solo, agua e animais, intoxicacao de agricultores, resisténcia de patdgenos a
certos principios ativos dos agrotéxicos, desequilibrio biologico, entre outros (MORANDI,
M. A. B., 2009).

5.2 EFEITO ANTAGONICO

Umas das alternativas ao controle quimico € o controle biolégico, o uso de
microrganismos que antagonizam patogenos de plantas € uma saida sustentavel para o
controle de doencas na agricultura, a qual se vincula por anos de cultivo agricola, apesar
do uso intenso de agrotoxicos. Espécies do género Trichoderma, por exemplo, possuem
propriedades antagbnicas baseadas na ativacdo de mecanismos variados, o0 que
possibilita atividade contra um largo espectro de fitopatégenos, e capacidade de

controlar um grande namero de doencas de plantas (SOUZA, et. all., 2015).
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O biocontrole ocorre de maneira indireta, sendo assim, ocorre devido a
competicdo por espacgo e nutrientes, estimulagédo do crescimento das plantas, de seus
mecanismos de defesa, producdo de antibiéticos ou também, diretamente por
micopredatismo. Esses mecanismos podem atuar de diferentes formas e a sua
importancia nos processos de biocontrole ndo s6 dependem da espécie, mas também
do isolado do fungo a que antagoniza, do tipo de cultivo e das condicbes ambientais tais
como disponibilidade de nutrientes, pH, temperatura e umidade (SOUZA, et. all., 2015).

5.3 METABOLITOS SECUNDARIOS

O metabolismo secundario esta restrito a processos quimicos Unicos para uma
dada espécie ou familia, portanto, ndo € universal. Contudo, metabolismo € a quimica
gue conduz a formacao de um produto natural, geralmente esse produto, definido como
metabdlito é oriundo a partir de um estresse que o individuo (planta, fungo, bactéria) é
submetido. Algumas partes desta quimica sdo comuns para um numero ou familia
diferente de plantas e até mesmo de fungos, mas, atualmente, a quimica dos produtos
naturais usualmente é diferente de um organismo para outro (VIZZOTTO, M.; KROLOW,
A. C. R.; WEBER, G. E. B., 2010).

5.4 INCIDENCIA DE FUNGOS EM GRANDES CULTURAS

As doencas sdo um dos principais fatores que suprimem o rendimento e
lucratividade. Tem-se conhecimento de mais de 100 doencas da cultura da soja
mundialmente. O monocultivo € um fator relevante no desenvolvimento das doencas que
acometem a cultura (SILVA; CARVALHO; CARVALHO, 2006). Segundo Yorinori e
Lazzarotto (2004), existem cerca de 35 doencas identificadas no Brasil que possuem
importancia econdmica, estas sao causadas por fungos, bactérias, nematoides e virus.

Fatores como grau de umidade das sementes e temperatura de armazenamento
resultam em uma maior influéncia sobre a manutencdo de sua viabilidade (Ward &
Powell, 1983). Segundo Silva (1989), a potencialidade de conservacao de sementes de
soja depende da qualidade fisiolégica das mesmas no inicio do periodo de
armazenamento.

A qualidade fisiologica das sementes ou sua capacidade de germinacao também
depende da incidéncia de fungos. Estudos realizados por Henning (1987) demonstraram
gue Phomopsis spp. perde a viabilidade durante a armazenagem em condi¢des
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ambiente, ocorrendo concomitantemente, aumento gradual na porcentagem de
germinacao em laboratério.

As doencas ocasionadas por fungos estdo entre os fatores que afetam o
rendimento da soja, sendo estes responsaveis pelas variacbes da produtividade nas
safras. Entre as doencas fungicas em dimensdo nacional, as mais comumente sédo a
ferrugem asiatica (Phakopsora pachyrhizi), a mancha-parda (Septoria glycines),
crestamento foliar de cercospora (Cercospora kikuchii), oidio (Microsphaera difusa),
Podriddo vermelha da raiz (Fusarium sp) e o mofo branco (Sclerotinia scletoriorum),
antracnose (Colletotrichum sp) (CLAUS, et. al. 2016).

5.2.1 O fungo Fusarium sp.

Nome cientifico: Fusarium sp.

Classe: Sordariomycetes

Filo: Ascomycota

Ordem: Hypocreales

Sintomas: Pode ocorrer em reboleiras ou de forma generalizada na lavoura. A
infeccao inicia com uma mancha avermelhada, mais visivel na raiz principal, geralmente
localizada um a dois centimetros abaixo do nivel do solo. O tecido lenhoso da hase,
acima do nivel do solo, adquire coloracao castanho-claro. Na parte aérea, observa-se
amarelecimento prematuro das folhas e necrose entre as nervuras, resultando no
sintoma conhecido como folha “carij6”. Em plantas onde o ataque é severo, pode ocorrer
desfolha prematura e abortamento de vagens (HENNING, et. al. 2014).

Comportamento: A doenca costuma aparecer préximo ao florescimento.
Cultivares precoces tendem a sofrer menos danos. A doencga costuma ser mais severa
em solos mal drenados e com problemas de compactacdo. A temperatura 6tima de
desenvolvimento varia de 22 °C a 24 °C (HENNING, et. al. 2014).

Controle: Evitar semeadura em solos compactados e mal drenados. A rotacéo
de cultura com gramineas nédo sao eficientes. (HENNING, et. al. 2014).

Segundo Aoki, O'Donnell e Scandiani (2005), a podriddo vermelha da raiz
(PVR), na América do Sul é causada por quatro espécies de Fusarium: Fusarium
brasiliense sp. nov., Fusarium cuneirostrum sp. nov., Fusarium tucumaniae e Fusarium
virguliforme. A PVR induz o sintoma foliar tipico de folha carijo, com manchas cloréticas
e necroticas, contudo a regido das nervuras permanece com coloracdo verde normal
(ALMEIDA et al., 1997).
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5.2.2.0 fungo Sclerotinia sclerotiorum

Nome cientifico: Sclerotinia sclerotiorum

Classe: Leotiomycetes

Filo: Ascomycota

Ordem: Helotiales

Sintomas: Manchas aquosas que evoluem para coloracdo castanho-clara e logo
desenvolvem abundante formacdo de micélio branco e denso. O fungo € capaz de
infectar qualquer parte da planta (HENNING, et. al. 2014).

Comportamento: A fase mais vulneravel da planta vai do estadio da floracédo
plena ao inicio da formacéao de vagens. Alta umidade e temperaturas amenas favorecem
o desenvolvimento da doenca (HENNING, et. al. 2014).

Na presenca de um hospedeiro suscetivel e em condi¢cbes favoraveis, o
esclerddio (estrutura de resisténcia de Sclerotinia sclerotiorum) germina produzindo
entdo micélios que penetram nos tecidos da planta provocando apodrecimento, também
podem formar apotécios, que ao emergirem na superficie do solo liberam os ascosporos,
para essa liberacdo as condi¢des ideais sdo alta umidade relativa e temperatura ao redor
de 10 °C a 21 °C, j4 para o desenvolvimento do micélio a temperatura situa-se entre
18°C e 25°C. (LEITE, 2005).

Controle: Evitar a introducdo do fungo na éarea utilizando semente certificada
livre do patdgeno. Efetuar tratamento de semente com mistura de fungicidas de contato
e benziamidaszois (HENNING, et. al. 2014).

5.2.3. O fungo Botrytis sp.

Nome cientifico: Botrytis sp
Classe : Leotiomycetes
Filo: Ascomycota

Ordem: Helotiales

Sintomas: Causa podridao dos frutos e também ataca as folhas, peciolos, caule,
botdes, florais e pétalas. A podriddo geralmente inicia-se em um ponto qualquer da
superficie do fruto, e geralmente comeca no lado em que este entra em contato com o

solo ou no lado em que entrou em contato com frutos contaminados. A doenca é
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favorecida por temperaturas amenas e elevada umidade (SAEGER, 2007; KOIKE et al.,
2014).

Comportamento: E uma doenca bastante comum na cultura de morango,
podendo reduzir 50 % ou mais do seu rendimento.

As infec¢Bes iniciam com o enrolamento das folhas, seguindo de seca e queda.
Surgem pequenas lesdes de cor marrons, geralmente sobre o célice, apés o tamanho
da lesdo vai aumentando rapidamente formando uma camada cinzenta de esporos do
fungo. Os esporos sdo capazes de germinar em agua e pela mesma pode ocorrer a
contaminacao de frutos sadios (AVERRE et al., 2002; KRUGNER ; AUER, 2005).

Controle: Evitar plantio muito adensado. Realizar podas de limpeza para a
retirada de todos os tecidos infectados, 0s quais devem ser queimados para evitar o
aumento da fonte de inoculo no pomar.

Para culturas anuais, ornamentais e hortalicas, deve-se usar sementes limpas e
devidamente tratadas com fungicidas sistémicos, plantio em épocas de temperaturas
mais altas e em &reas onde ndo sao frequentes as neblinas, limitar 0 manuseio da
plantacdo ao minimo, visando evitar a ocorréncia de danos/chogues mecanicos, que
servem como entrada para o fungo (AVERRE et al., 2002; KRUGNER ; AUER, 2005). .

5.2.4.0 fungo Colletotrichum sp

Nome cientifico: Colletotrichum sp

Classe : Ascomycetes

Filo: Ascomycota

Ordem: Phyllachorales

Sintomas: O sintoma tipico da doenca é caracterizado por lesdes arredondadas,
grandes, necréticas, com o centro dos tecidos deprimidos, onde séo produzidas massas
de conidios de coloracao alaranjada (Bailey et al., 1992), podendo ocorrer uma podrid&ao-
mole nos frutos, prejudicando a sua comercializagéo (Lima Filho et al., 2003).

Comportamento: A antracnose causada por espécies de Colletotrichum é a
principal doenca de frutos em pds-colheita, sendo considerada doenca de elevada
importancia econdmica no Nordeste do Brasil (Serra & Silva, 2004).

Controle: Recomenda-se o0 uso de sementes sadias, tratamento de sementes,
rotacdo de culturas, espacamento entre fileiras e estande que permitam bom arejamento
da lavoura e manejo adequado do solo, principalmente com relagdo a adubacao
potassica (HENNING, et. al. 2014).
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5.2.5.Pestalotia sp.

Nome cientifico: Pestalotia sp.

Ordem: Sphaeropsidales

Sintomas: Nao ha relatos na literatura sobre este fungo nas grandes culturas,
como soja, milho, trigo, ..., apenas algumas espécies causadoras de danos em florestais.

Comportamento: Barnett e Hunter (1998) listaram as caracteristicas
morfoldgicas principais de Pestalotia sp., sendo este fungo que apresenta frutificacées
acervulares, claras, discoides ou em forma de almofada, seu posicionamento é
subepidérmico, conidiéforos séo curtos, simples, conidios sdo escuros, unicelulares,
hialinos, fuséides, elipsdides, sendo encontrados parasitando plantas ou em condi¢des
de saprofitismo.

De acordo com o INDEX FUNGORUM (2009) o género Pestalotia sp.
pertence ao reino Fungi, grupo dos fungos Mitospéricos e ao subgrupo dos
Coelomicetos. Existem registrados 590 espécies, variedades e formas especiais de
Pestalotia sp. conhecidos no mundo.

Negrao et al. (2009), realizou um experimento com producao de mudas de
eucalipto, onde observou a cultura do coqueiro no estado do Paran4, esta é afetada por
Pestalotia sp. A doenca tem como sintoma a requeima foliar que abrange de manchas
negras, arredondadas evoluindo para les6es de formato ovalado a eliptico com bordos
negros, no sentido das nervuras, podendo atingir até 3 cm. Quando em estadio mais
avancado, as manchas coalescem resultando uma seca de todo ou de grande parte do
foliolo. Altas temperaturas e umidade relativa do ar alta favorecem a formacgéo de

conidios, os quais sao formados na superficie do tecido hospedeiro.

5.3 CONTROLE BIOLOGICO COM FUNGOS

O Brasil € um importante produtor de alimentos, responsavel pelo abastecimento
do mercado interno e externo, contudo o agronegocio é um setor com posicdo de
destaque. Para que essa posi¢cao continue estabilizada ou aumente que, é a projecao
para os proximos anos, os produtores devem evoluir e serem cada vez mais eficientes,
com uma producdo maxima e com menor custo possivel, sempre estando atento para
préaticas de manejo adequadas. (DALL"AGNOL A. ; HIRAKURI H. M., 2008).
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Em todos os lugares do mundo onde a agricultura é praticada, a ingeréncia para
o controle de doencas de plantas € amplamente efetivada através de produtos quimicos
(KIMATI et al., 1997).

O termo controle biolégico é aplicado a utilizacdo de competidores naturais
disponiveis no ambiente, para diminuir a um limite sub-clinico sendo economicamente
admissivel a populagdo de um agente causador de perdas produtivas a atividade
pecuaria ou agricola (GRONVOLD et al., 1996).

5.4 METODOS ALTERNATIVOS PARA CONTROLE DE
DESENVOLVIMENTO DE PATOGENOS

Estudos relatam que certos fungos possuem capacidade de controlar agentes
patdgenos, sejam esses fungos, nematoides ou insetos. No Brasil os estudos
relacionados a fungos entomopatogénicos tiveram inicio em 1923, quando foram
identificadas duas espécies de cigarrinhas infectadas pelo fungo Metarhizium anisopliae.
Posteriormente, esse fungo foi utilizado para combater a cigarrinha Tomaspis liturata,
no primeiro trabalho de pulverizacao realizado no pais. (ALVES; FARIA, 2003).

Trichoderma harzianum, por exemplo, pode ser utilizado no controle de
Fusarium oxysporum f.sp. phaseoli em sementes, onde os isolados apresentaram
antagonismo in vitro contra o patégeno (CARVALHO, D.C.,2011).

Existem instituicbes que realizam estudos e produzem microrganismos para
atuar no controle de pragas da agricultura. Um exemplo € o convénio entre a empresa
ItaforteProdutos e a Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESALQ-USP).

Ha estudos que apontam resultados promissores com relacdo ao controle de
crescimento micelial com testes de antagonismo, como € o caso do teste de
antagonismo utilizando fungos endofiticos isolados de folhas de Mikania glomerata

spreng. (asteracea) contra o fitopatdogeno Colletotrichum sp (POLLI, 2013).

6 MATERIAIS E METODOS

6.1 LOCALIZACAO E CARACTERIZACAO DA AREA EXPERIMENTAL
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Os experimentos foram realizados no Laboratério de Controle Biologico e
Fitossanidade da Universidade Tecnoldgica Federal do Parana, Campus Dois Vizinhos
(UTFPR-DV), durante o periodo letivo de 2017 a 2018.

6.2 CONDUCAO DOS EXPERIMENTOS

6.2.1 ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DO FINGO Pestalotia sp.

Inicialmente foi coletado o fungo Pestalotia sp. na lavoura de soja da éarea
experimental da Universidade Tecnoldgica Federal do Parana, Campus Dois Vizinhos
(UTFPR-DV) para realizagdo do experimento, posteriormente foi replicado e purificado
em placas de petri® até a obtencéo de uma coldnia pura.

6.3 Contagem de esporos

Para reconhecimento e padronizacdo do fungo Pestalotia sp. foi realizado a
observacdo e quantificacdo de esporos em Camara de Neubauer. Para preparo da
solucéo foi feito a raspagem de esporos a partir de uma placa de petri® com 10 dias de
crescimento micelial (possibilitando a esporulagdo do fungo), estes foram dissolvidos
com agua deionizada destilada, adicionado a solugcédo uma gota de Tween 80 e agitado
por 1 min para homogeneizacao.

Com o auxilio de uma pipeta foi pipetado 1 ml da solucdo e depositado na
camara de Neubauer, sobre esta, foi adicionado uma laminula. A camara de Neubauer
possui dimensées de 30 x 70 mm e 4 mm de espessura. E composta por duas camaras
(independentes), uma superior e uma inferior. Cada uma possui uma grade no centro,
onde a contagem celular é realizada. A grade de contagem tem 3 mm x 3 mm de
tamanho e é subdividida em nove quadrantes de 1 mm x 1 mm, posteriormente foi
colocado a laminula sobre a camara, cobrindo a area central, onde a grade de contagem
esta. Servindo para concentrar a amostra entre o fundo da camara e a prépria laminula,
deixando exatamente 0,1 mm nesse espaco. (CAMARA 2015).

Foram contabilizados todos os esporos que estavam nos quatro quadrantes

laterais e no quadrante central e calculados através dessa formula: Numero de
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células/ml=numero total de célula / numero de quadrantes contados fator x fator de
diluicdo x 10.000.

6.4 Extrato de metabdlitos

Foi realizado um teste com extracdo de metabdlitos do Pestalotia sp., 0 método
consiste em estressar o fungo fazendo com que este produza metabdlitos secundarios.
Para isso, foram utilizados 5 erlenmeyer contendo 50 ml de meio BD (batata e dextrose),
cada erlenmeyer representa um tratamento diferente, estes foram agitados em uma
plataforma agitadora por 7 dias na velocidade de 70 rpm. Cada erlenmeyer corresponde

a um tratamento, representados na tabela 1.

Tabela de tratamentos.

NUMERO DO TRATAMENTO TRATAMENTOS
1 Micélio de Pestalotia sp
2 Micélio de Pestalotia sp. +

esclerédio de Sclerotinia sclerotiorum

inativo

3 Micélio de Pestalotia sp. + micélio

de Sclerotinia sclerotiorum

4 Micélio de Pestalotia sp. +

esclerddio ativo

5 Micélio de Pestalotia sp. + micélio

de Fusarium sp

6 Testemunha

Tabela 1. Tratamentos.

Cada metabdlito foi submetido a uma filtragem grosseira, com gaze esterilizada
e posteriormente a outra filtragem, com o intuito de passar apenas 0os metabdlitos, para
isso utilizou-se uma micro membrana (syringe filters- K18-430) com o auxilio de uma
seringa de 5 ml. Apds esse processo, cada metabdlito foi misturado em 54 ml de meio
BDA a temperatura de 60°C (para melhor diluicdo e homogeneizagao), na concentracao
de 10% (6 ml), e distribuido 15 ml em placas de petri® de 9 cm.
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O procedimento de preparo do meio BDA consiste em lavar e escovar bem as
batatas, retirando os todos os residuos de terra, corta-las em fatias finas sem retirar as
cascas (200 g de batata) e ferver em 0,5 litro de 4gua destilada até que fique bem macia.
Filtrar o liquido reservando-o e descartar as batatas cozidas, adicionar ao filtrado 20g de
Dextrose e 20g de e preencher o volume final para 1 litro com agua destilada. Misturar
manualmente até dissolver e autoclavar a solucdo para ndo ocorrer contaminacao
(EMBRAPA, 1999).

Para cada tratamento, houve 4 repeticdes, sendo um tratamento a testemunha.
Este teste foi realizado apenas com S. sclerotiorum, sendo avaliado o crescimento
micelial diariamente até o fechamento da placa constituinte da testemunha (SILVA, M.B.,
et. al., 2008). A testemunha consiste em um disco de micélio de 5 mm do fungo
Pestalotia sp. depositado no centro de uma placa de petri® contendo meio de cultura.

6.5 Teste de antagonismo

O fungo Pestalotia sp. (0o qual foi determinado como antagonista) foi
multiplicado, a partir do in6culo original, em meio de cultura BDA, composto por 200 g
de batatas cruas cortadas em tiras, 20 g de dextrose, agar (30 g), 1 litro de agua, 500 mL
para misturar os ingredientes e 500 mL para cozinhar a batata, apds a inoculacado, este
foi incubado em camara de B.O.D. (26 °C) durante aproximadamente 10 dias, para seu
crescimento e esporulacdo. A partir destas placas, foram retirados discos de micélio de
5 mm com o auxilio de uma al¢a, com a mesma foiinoculado em uma das extremidades
de placas de petri® , as quais possuem diametro de 9 cm e continham meio BDA, em
outra extremidade dessas placas, havia um disco de micélio de 5 mm do fitopatdgeno
em questao, sendo estes S. sclerotiorum, Fusarium sp., Botryts sp. e Colletotrichum sp.
(CAROLLO; FILHO; 2016).

Na parte inferior das placas de petri® sobre cada disco de micélio, foi tracado dois eixos,
sendo estes denominados como eixo “A” e “B”, onde “A” é o antagonista e “B” o fitopatdgeno
(imagem 1), sendo assim, diariamente foram realizadas medi¢cGes para determinar o seu
crescimento. As medidas foram realizadas até o fechamento da placa das testemunhas
(ZANCAN, et al., 2012).
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Imagem 1: Placas de petri® com horizonte A e B determinados
Fonte: NUNES, S. N.

Foram utilizadas 4 repeticdes de placas para cada fungo, distribuidas de forma
aleatdria na BOD, sob condicfes de fotoperiodo e temperatura de 20+/-2 °C.

6.6 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISE ESTATISTICA

Para analise dos dados utilizou-se a ferramenta computacional R (TEAM, 2018)
versao 3.4.4. As variaveis repostas analisadas foram: diametro médio de crescimento
micelial (dm, mm); porcentagem de inibicdo de crescimento micelial (PIC, %) e;
porcentagem de inibicdo antagbnica (PIA, %). Para andlise e interpretagcdo dos
resultados adotou-se o0 modelo matematico do esquema de parcelas subdivididas no
tempo em delineamento inteiramente casualizado (DIC) para as variaveis dm e PIA (%),

ja para PIC (%) utilizou-se o modelo DIC.

6.6.1 DIAMETRO MEDIO (dm, mm)

Essa variavel é obtida pela média dos didmetros ortogonais. Os dados foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) e quando significativos, realizou-se o teste
de comparacdo de médias de Duncan, ao nivel de 5% de significancia. Aplicou-se o
teste de Fisher (ou LSD de Least Significant Difference), ao nivel de 5% de significancia,

para avaliar a interagao tratamento (parcela principal) * tempo (subparcela).

6.6.1 Porcentagem de Inibicdo de Crescimento Micelial (PIC, %)
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Para esta variavel, considerou-se o modelo matematico do DIC, com 4
repeticdes, para a ultima coleta de dados (dia 4). Entdo, realizou-se a analise de
variancia (ANOVA) e, consequentemente, o teste de comparacéo de médias de Duncan,

ao nivel de 5% de significancia.

6.6.2 Porcentagem de Inibicao Antagdnica (PIA, %)

Para andlise da variavel resposta PIA (%), o experimento foi em esquema de
parcelas subdivididas no tempo em delineamento inteiramente casualizado (DIC), com
4 repeticdes e 6 tratamentos.

O experimento foi encerrado quando um dos tratamentos “fitopatdgeno x
antagonista” fechou a placa de petri®, o que ocorreu em 4 dias ap6s a incubacao do
experimento.

Neste caso, considerou-se todas as medi¢ces do experimento, isto é, até que
todos os tratamentos “fitopatégeno versus antagonista” tenham fechado as placas de
petri, 0 que ocorreu em 7 dias ap0és a incubacdo do experimento. Desta forma, tem-se

um conjunto de dados desbalanceado.

7 RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1 Contagem de esporos

Foram realizadas 4 repeticbes, onde na repeticdo 1 encontrou-se 127 esporos,
na repeticdo 2 encontrou-se 429 esporos, na repeticdo encontrou-se 3, 298 esporos e
na repeticdo 4 encontrou-se 325, dessa forma, por meio do calculo de concentracdo
obtivemos um valor de Ce: 3,68x10° de esporos na solucéo, o que é consideravelmente

alta.

7.2 Extrato de metabolitos

A interacdo tratamento * tempo (dias) foram significativos ao nivel de 5% de
probabilidade de erro. Também foram significativos, ao nivel de 5% de probabilidade de
erro, o efeito dos tratamentos (parcela principal ou fator 1) e dos diferentes tempos
(subparcela ou fator 2) de medicdo das colondnias. ZACARONI (2009), realizou um
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experimento semelhante a este, com extracdo de 6leo essencial, com o objetivo de
avaliar o potencial fungitoxico, ele percebeu que as interagbes foram significativas
guando avaliado o crescimento micelial dos fungos em questao, e que a diferenga pode
ser observada ao decorrer dos dias, dessa forma levou em consideracéo as medicoes
ortogonais do diametro das col6nias diariamente.

MUIS E QUIMIO (2006) ao avaliarem a difusdo e a volatilidade de metabdlitos
toxicos de Bacillus spp. em meio de cultura sobre o desenvolvimento de Rhizoctonia
solani puderam comprovar a efetividade da producéo de compostos toxicos pela bactéria
pela formacéo de halos de inibicdo durante o crescimento micelial do fungo. Também
concluiram que além da difusdo destes metabdlitos no meio de cultura, a bactéria libera
no meio compostos volateis que agem como inibidores do crescimento micelial, pois as

colénias apresentaram reducdo em seu diametro quando comparadas a testemunha.

7.2.1ANOVA

De acordo com a andlise de variancia, os tratamentos 3 e 4, se diferem

estatisticamente dos demais, representado na tabela 1.

TRATAMENTO Diametro médio (mm)
55.90625 a
54.78125 a
42.40625 b
41.87500 b
53.81250 a
6 57.00000 a

Tabela 1. Diametro médio (mm) em relacdo aos Tratamentos

g | W N| -

Houve um crescimento gradativo do diametro médio conforme o decorrer dos

dias, diferenciando-os uns dos outros, como esperado, representado na tabela 2.

DIA Diametro médio (mm)
1 7.416667 d

2 46.812500 c

3 68.687500 b
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4 80.937500 a

Tabela 2. Relagéo dias e diametro médio (mm).

7.2.2Porcentagem de inibicdo do crescimento micelial (PIC, %)

Os tratamentos 1, 2 e 5 nédo inibiram o crescimento micelial do fungo Sclerotinia
sclerotiorum, ou seja, a variavel PIC (%) é 0% (zero) para esses tratamentos. O
tratamento 3 apresentou maior potencial de controle do fitopatdgeno
com PIC=31,80556% e o tratamento 4 com PIC=28,61111%, porém de acordo com o
teste F, as médias dos tratamentos ndo podem ser consideradas diferentes.

7.2.3Diametro médio (dm, mm)

O grafico 1 representa a relacdo do diametro médio do fungo Sclerotinia

sclerotiorum e os tratamentos.

Comparacéo entre grupos - Parcela principal

70

50 — b b

30
20 —
10

Diametro médio (mm)

6 1 2 5 3 4

Tratamentos

Gréfico 1- Relacéo entre diametro e tratamento. NUNES, S.N. 2018.

Tratamentos:

1- Micélio de Pestalotia sp

2-Micélio de Pestalotia sp. + esclerddio de Sclerotinia sclerotiorum inativo
3-Micélio de Pestalotia sp. + micélio de Sclerotinia sclerotiorum

4-Micélio de Pestalotia sp. + esclerddio ativo

5-Micélio de Pestalotia sp. + micélio de Fusarium sp

6-Testemunha
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No dia 4, no qual encerrou-se o experimento devido a cobertura total das
colonias nas placas de petri® (90 mm) do tratamento testemunha (tratamento 6), bem
como, dos tratamentos 1, 2 e 5. J& o didmetro médio do tratamento 4 foi de 64,25 mm e
o do tratamento 3 foi de 61,375 mm nesse dia. Isto indica que o tratamento atrasa o
desenvolvimento do fungo Sclerotinia sclerotiorum. Como pode ser observado no gréafico
2.

O atraso do crescimento micelial é de suma importancia, pois pode-se fazer o
manejo com aplicacdo de fungicidas antes que a doenca avance e forme as estruturas

de resisténcia (esclerddio), os quais podem permanecer no ambiente (HENNING, 2014).

Comparacgéo entre grupos - Subparcela

= 100 —

E 80 2

E b

E 60 — c

o 40 —

©

= 20 = / / d

8 o4 A vz
4 3 2 1

Tempo (dias)

Gréfico 2- Relacgao entre diametro e tempo. NUNES, S.N. 2018.

De acordo com o teste F, as médias dos tratamentos 3 e 4 ndo podem ser

consideradas diferentes.

7.3 Teste de antibiose

Diversos estudos tém mencionado variacdo de sensibilidade dos fungos
fitopatogénicos a metabdlitos produzidos por antagonistas. Segundo Martin-Corder e
Melo (2014) a capacidade de Trichoderma por exemplo, de produzir metabolitos
secundarios e o seu efeito fungicida pode variar entre espécies, entre isolados da
mesma espécie, dessa forma os mecanismos empregados pelos agentes de biocontrole
sdo muitos complexos e sua acgao varia de acordo com o tipo de agente de biocontrole,

do patogeno e do hospedeiro envolvida na interagao.
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A tabela 3 indica os tratamentos utilizados no teste de antibiose.

TRATAMENTO FITOPATOGENO X
ANTAGONISTAS

Pestalotia sp. x S. sclerotiorum

Pestalotia sp x Fusarium sp.

Pestalotia sp x Botryts sp.

Al W N

Pestalotia sp x Colletotrichum sp.

Tabela 3. Tratamentos.
7.4 Porcentagem de inibicado de antibiose (PIA, %)

Os dados foram agrupados de acordo com a probabilidade de diferencas de
meédias e nivel alfa (0,05), onde os tratamentos com a mesma letra ndo s&o

significativamente diferentes, como indica o gréafico 3.

Comparacéao entre grupos - Parcela principal

50 —

40 — a
2 30
= 20 b
b b
o 77z
0 G,
4 1 2 3

Tratamentos

Gréfico 3- Relacéo entre PIA (%) e tratamentos.

Podemos perceber que o tratamento 4 houve diferenca significativa dos demais
tratamentos, onde a PIA(%) foi maior do que os demais, os tratamentos 1, 2 e 3 ndo se
diferenciaram entre si.

PALLERO (2016), realizou estudos a partir dos quais foram levantadas as taxas
médias de crescimento e a percentagem de inibicdo, onde a percentagem de inibi¢&o foi
calculada utilizando o crescimento radial do fungo fitopatogénico Curvularia na presenca

do antagonista T. gamsii, que por sua vez, mostrou-se eficiente para a PIA (%)
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Comparacéao entre grupos - Subparcela

50 —
40 ] a
30 — ab

20 7

10

PIA (%)

%V\W %

6 3

N\

Tempo (dias)

Gréfico 4- Relacao entre PIA (%) e dias

Em relacdo aos 7 dias de medicéo, foi significativa a interacdo entre os dias e
também significativo os tratamentos e o tempo de medicdes, dessa forma o dia 7 e 5
(ndo diferem entre si) houve uma maior porcentagem de inibicdo antagbnica, seguido
do dia 6 e 4 (ndo diferem entre si), os dias 1, 2 e 3 apresentam uma porcentagem de
PIA (%) baixa quando comparada com os demais.

Silva (2008), constatou que o pareamento de Phytophthora citrophthora com
isolados de Trichoderma demonstrou efeito significativo no crescimento micelial do
fungo no sétimo dia de analise, o que nos permite a fazer uma comparacao quanto aos

dias de avaliagcdo dos demais fungos.
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8 CONCLUSAO

Para analise dos dados relacionados ao extrato de metabdlitos: os tratamentos
3 (Micélio de Pestalotia sp. + micélio de Sclerotinia sclerotiorum) e 4 (Micélio de
Pestalotia sp. + esclerddio ativo) atrasaram o crescimento micelial do fungo Sclerotinia
sclerotiorum.

Teste de antagonismo: em um modo geral, os dias interferem de forma
significativa a porcentagem de inibicdo de antagonismo, apresentando resultados no
sétimo dia de analise. O tratamento 4 Pestalotia sp versus Colletotrichum sp. foi o que
apresentou maior resposta ao teste de antagonismo, tendo o seu valor de PIA (%) maior
gue os demais.

Finalmente, cabe lembrar que excelentes resultados com antagonistas obtidos
in vitro podem nao ser confirmados em condi¢cdes de campo, j& que esses organismos

estdo sujeitos as reacdes diferenciais do hospedeiro e do ambiente (HARMAN 1991).
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