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RESUMO

Os Fungos s8o microrganismos responsaveis por desempenharem uma
variedade de processos ecossistémicos importantes como decomposi¢do
de matéria orgénica e ciclagem de nutrientes, além de atuarem como
mantenedores basais das fungdes dos ecossistemas em conjunto com
outros microrganismos e macro-invertebrados do solo. Possuem uma
complexa habilidade de adaptagdo ao ambiente e contam com
mecanismos bioquimicos ¢ morfoloégicos que norteiam suas interagdes
ecologicas, das quais podem ser destacadas a necessidade por compostos
inorganicos para o seu completo desenvolvimento e a manutengdo, a
niveis minimos, dos fitopatogenos do solo em um ecossistema natural,
em virtude do grande potencial como controladores biologicos de outros
microrganismos. Dessa forma, o presente trabalho visa avaliar a
influéncia de aspectos fisico-quimicos do solo de trés diferentes
ecossistemas na comunidade de fungos, e verificar a capacidade de
atuarem como controladores biologicos dos fitopatogenos Sclerotinia
sclerotiorum, Sclerotium rolfsii e Sclerotium cepivorum. Para isso,
foram realizadas coletas de 17 amostras de solo no municipio de
Brunopolis, SC, englobando solos sob plantio de soja, pastagem e mata
nativa. Além das andlises fisico-quimicas, as amostras também foram
utilizadas para o preparo da dilui¢do seriada utilizada para quantifica¢do
do nimero de unidades formadoras de colonias fungicas. O experimento
foi realizado em delineamento inteiramente casualizado com 17
tratamentos e 4 repetigdes para dois meios de cultura distintos, BDA e
V8. Para o plaqueamento foram utilizadas aliquotas de 0,25 mL de
solu¢do de solo na diluigdo 102, com antibidtico. As placas foram
armazenadas em estufa BOD a 25°C e 12 h de fotoperiodo por quatro
dias antes de serem realizadas as contagem dos niimeros de coldnias
fingicas. As mesmas placas foram utilizadas como fonte de obtengdo
dos inéculos que seriam isolados para o teste de controle bioldgico. A
comparagdo da composi¢do quimica do solo e a quantidade de UFCs
entre os trés ecossistemas foi realizada através da analise de variancia e
as variaveis significativas submetidas ao teste de Tukey a 5% de
significancia. De todos os isolados fingicos obtidos, 150 tiveram sua
eficiéncia qualitativa e quantitativa avaliados quanto ao potencial como
controladores  bioldgicos dos fitopatdogenos. Para cada fungo
fitopatogénico foram separados grupos de acordo com o tipo de controle
bioldgico exercido e as avaliagdes diarias do crescimento micelial foi
utilizada para a geragdo dos indices de velocidade do crescimento
micelial e da area abaixo da curva de crescimento micelial,



posteriormente transformados em percentuais de inibicdo. Foram
realizadas as andlises de variancia para todos os indices e os PIC da
velocidade e da area foram agrupados pelo teste de média Scott-Knott a
5% de significancia. Os resultados indicaram baixos valores de
correlagdo entre as caracteristicas fisico-quimicas do solo com a
densidade de fungos para as trés areas. Entretanto, os testes de controle
biolégico mostraram que de todos os fungos avaliados, 95% foram
considerados controladores de S. cepivorum, 86% controladores de S.
sclerotiorum e cerca de 30% deles efetivos no controle de S. rolfsii.

Palavras-chave: Biocontrole. Ecologia de Fungos. Sclerotinia
sclerotiorum.



ABSTRACT

Fungi are microorganisms responsible for developing a variety of
important ecosystem processes, such as decomposing organic matter,
and nutrient cycle, as well as being the primary maintainers of
ecosystem functions altogether with other microorganisms and
invertebrates from soil. They possess a complex ability to adapt to the
environment and have morphological and biochemical mechanisms
responsible to lead their ecological interactions, which include the needs
for inorganic compounds to their growth and the maintenance, to lower
levels, of the soil borne diseases towards their potential to act as a
biological control of other microorganisms. Therefore, the purpose of
this research was to evaluate the influence of physicochemical
characteristics of three different ecosystems on the soil fungi
community, as well as the capacity to act as a biocontrol agent against
Sclerotinia sclerotiorum, Sclerotium rolfsii and Sclerotium cepivorum.
In order to achieve that, we collected 17 samples of soil in Brundpolis —
SC, that encompass three different systems of land use, soybean
plantation, pasture and native forest. In addition to the physicochemical
analyses, samples were also used to prepare the serial dilution to
quantify the number of fungi colony forming unities. Experiments were
run in a completely randomized design with 17 treatments and four
repetitions to two different culture media, PDA and V8. An aliquot of
0.25ml of soil solution in the 102 concentration, with antibiotics, was
placed in the Petry dishes. The dishes were then, left in a BOD sprouting
camera with 25°C and 12h of photoperiod for four days prior to the
evaluation of the number of fungi colony forming units. Furthermore,
the same dishes were used to obtain the inoculum that was isolated to
further uses on the biocontrol tests. Comparison between the chemical
composition of the soil and the amount of CFUs amongst the three
ecosystems were done by a variance analysis and for those that revealed
statistical differences we ran a Tukey median test with 5% of
significance. Of all strains isolated, 150 had their qualitative and
quantitative efficiency tested with regards to their biocontrol potential
against the plant pathogens. For each phytopathogenic fungus, two
groups were separated according to the type of biocontrol applied, and
the daily measurements of the micelial growth were applied to the
micelial growth and area under the curve of micelial growth equations,
and later than, transformed into the inhibition percentages. Variance
analyses were run for all index and the percentages of micelial growth,
with the latter being posteriorly submitted to the grouping method of the



Scott-Knott median test with 5% of significance. Our results showed
low values of a correlation between the physicochemical characteristics
of the soil with its fungi CFUs for neither of the areas. However,
regarding the tests of biocontrol, we found out that from all fungi tested
against the three plant pathogenic fungi, 95% were considered efficient
against S. cepivorum, 86% to S. sclerotiorum, and 30% of them had
negatively influenced the development of S. rolfsii.

Keywords: Biocontrol. Fungal ecology. Sclerotinia sclerotiorum.



Figura 1 -

Figura 2 -

Figura 3 -

Figura 4 -

Figura 5 -

LISTA DE FIGURAS

Mapa de localizagdo da area de estudo, indicando os pontos
de coleta de solo no municipio de Brunopolis, SC. Os
numeros 1 e 17 indicam o inicio e final, em ordem crescente,
dOS PONLOS 110 MAPA. ..evveenrieiieiieieeie ettt 30

Metodologia de pareamento de culturas in vitro utilizada
para avaliacdo do crescimento micelial dos fitopatogenos.
(A) Arranjo dos isolados no método de pareamento em placa
de petri. Em A-I h4 a indicacdo da localizacdo do disco
micelial do fitopatégeno enquanto em A-II estd sendo
indicado o local onde foram inoculados os discos miceliais
dos isolados de solo; (B) visualizacdo da metodologia de
coleta de dados do crescimento micelial através de duas retas
com intersec¢do no centro do disco do fitopatogeno. Ambas
as placas sdo registros do desenvolvimento de Sclerotinia
sclerotiorum quando pareados com o isolado SC1223....... 34

Representacdo das trés caracteristicas qualitativas (tipos de
controle biologico) avaliadas. (A) antibiose — caracterizado
quando se verificou a presenca de halo de inibi¢do entre o
fitopatégeno e o isolado do solo; (B) competidor —
determinado aos isolados de solo que limitaram o
crescimento do fitopatdogeno sem que houvesse formacao de
halo de inibigdo; e (C) ndo efetivo (n.e.) - demonstrando que
os isolados do solo ndo apresentaram qualquer influéncia
negativa no desenvolvimento do fitopatdgeno. .................. 35

Densidade de propagulos de fungos por grama de solo entre
os trés diferentes ecossistemas (plantio de soja, pastagem e
mata nativa). As letras dentro das barras indicam as
diferencas entre as areas, pelo teste de tukey a 5% de
SIGNIFICANCIA. ....veevieiieiieciiecieee ettt 38

Aspecto da diversidade de fungos de solo, cultivaveis em
meio de cultura, para os 17 pontos de coleta. A prancha
indica a diversidade especifica de fungos de solo que se
desenvolveram a partir do plaqueamento de 25 pl de uma
solu¢do de solo na diluigdo de 1:100. As linhas A-D de
placas se referem as repetigdes para o meio de cultura
batata-dextrose-agar (bda) dos 17 pontos de coleta indicados



Figura 6 -

Figura 7 -

Figura § -

Figura 9 -

Figura 10 -

nas colunas. As linhas E-H de placas estio relacionadas com
o plaqueamento em meio de cultura V8® preparado a partir
de um suco nutritivo contendo tomate, cenoura, aipo,
beterraba, salsa, agrido e espinafre..........ccocevevervrveeennnne. 40

Parametros abidticos do solo que apresentaram diferencas
estatisticas (p < 0,05) entre os diferentes tipos de uso do
solo. Os graficos de caixa indicam os valores das medianas
(linha grossa) entre os quartis; os limites superiores e
inferiores correspondem a 1,5x o intervalo interquartil e os
pontos fora das caixas representam os valores extremos para
cada variavel. N, P e S representam respectivamente as areas
de mata nativa, pastagem e plantio de soja. .........c.cceeue.e. 42

Correlacdo entre a quantidade de unidades formadoras de
coldnias por grama de solo com as caracteristicas abioticas
que foram estatisticamente diferentes (analise de variancia
com p < 0,05 e teste de tukey a 5% de significancia), para as
trés areas. A coloracdo ¢ indicativo de correlagdo negativa
(tons de vermelho) ou positiva (tons de azul). .................... 43

Propor¢do dos tipos de controle bioldgico observados para
os trés fitopatogenos. A legenda na imagem indica as trés
caracteristicas utilizadas para a avaliacdo qualitativa nos
experimentos: ndo efetivo (n.e.), competidor e antibiose....45

Inibicdo da velocidade do crescimento micelial de
Sclerotinia sclerotiorum quando pareado com diferentes
fungos de solo qualificados como controladores do tipo
competi¢do. O grafico aponta em ordem decrescente os
valores obtidos. As diferentes coloragdes indicam as
diferentes classes, agrupadas de acordo com o intervalo
percentual obtido com o teste de Scott-Knott a 5% de
SIGNIFICANCIA. ..evveeviiiieiieiieeece et e 53

Inibicdo da velocidade do crescimento micelial de
Sclerotinia sclerotiorum quando pareado com diferentes
fungos de solo qualificados como controladores do tipo
antibiose. O grafico aponta em ordem decrescente os valores
obtidos. As diferentes coloragdes indicam as diferentes
classes, agrupadas de acordo com o intervalo percentual
obtido com o teste de Scott-Knott a 5% de significancia....55



Figura 11 -

Figura 12 -

Figura 13 -

Figura 14 -

Figura 15 -

Figura 16 -

Inibicdo da velocidade do crescimento micelial de
Sclerotium rolfsii quando pareado com diferentes fungos de
solo qualificados como controladores do tipo competigdo. O
grafico aponta em ordem decrescente os valores obtidos. As
diferentes coloragcdes indicam as diferentes classes,
agrupadas de acordo com o intervalo percentual obtido com
o teste de Scott-Knott a 5% de significancia. ..................... 56

Inibicdo da velocidade do crescimento micelial de
Sclerotium cepivorum quando pareado com diferentes
fungos de solo qualificados como controladores do tipo
competi¢do. O grafico aponta em ordem decrescente os
valores obtidos. As diferentes coloragdes indicam as
diferentes classes, agrupadas de acordo com o intervalo
percentual obtido com o teste de Scott-Knott a 5% de
SIGNIFICANCIA. ....veevieiieieeciieceece ettt 57

Inibigdo da velocidade do crescimento micelial de
Sclerotium cepivorum quando pareado com diferentes
fungos de solo qualificados como controladores do tipo
antibiose. O grafico aponta em ordem decrescente os valores
obtidos. As diferentes coloragdes indicam as diferentes
classes, agrupadas de acordo com o intervalo percentual
obtido com o teste de Scott-Knott a 5% de significancia. .. 58

Inibicdo da 4rea de crescimento micelial de Sclerotinia
sclerotiorum quando pareado com diferentes fungos de solo
qualificados como controladores do tipo competigdo. O
grafico aponta em ordem decrescente os valores obtidos. As
diferentes coloragdes indicam as diferentes classes,
agrupadas de acordo com o intervalo percentual obtido com
o teste de Scott-Knott a 5% de significancia. ..................... 60

Inibicdo da 4area de crescimento micelial de Sclerotinia
sclerotiorum quando pareado com diferentes fungos de solo
qualificados como controladores do tipo antibiose. O grafico
aponta em ordem decrescente os valores obtidos. As
diferentes coloragdes indicam as diferentes classes,
agrupadas de acordo com o intervalo percentual obtido com
o teste de Scott-Knott a 5% de significancia. ..................... 61

Inibicdo da area de crescimento micelial de Sclerotium
rolfsii quando pareado com diferentes fungos de solo



Figura 17 -

Figura 18 -

qualificados como controladores do tipo competigdo. O
grafico aponta em ordem decrescente os valores obtidos. As
diferentes coloracdes indicam as diferentes classes,
agrupadas de acordo com o intervalo percentual obtido com
o teste de Scott-Knott a 5% de significancia....................... 62

Inibigdo da area de crescimento micelial de Sclerotium
cepivorum quando pareado com diferentes fungos de solo
qualificados como controladores do tipo competigdo. O
grafico aponta em ordem decrescente os valores obtidos. As
diferentes coloragdes indicam as diferentes classes,
agrupadas de acordo com o intervalo percentual obtido com
o teste de Scott-Knott a 5% de significancia....................... 64

Inibicdo da area de crescimento micelial de Sclerotium
cepivorum quando pareado com diferentes fungos de solo
qualificados como controladores do tipo antibiose. O grafico
aponta em ordem decrescente os valores obtidos. As
diferentes coloracdes indicam as diferentes classes,
agrupadas de acordo com o intervalo percentual obtido com
o teste de Scott-Knott a 5% de significancia....................... 65



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Tipos de controle, competidor, antibiose e ndo efetivo (n.e.),
exercidos por cada fungo de solo sobre os fitopatogenos S.
sclerotiorum, S. rolfsii € S. cepivorum............ccccccvvcveeunen... 46






AACCM
BDA

BOD

DIC
EMBRAPA
EPAGRI

FMA
IBAMA

IVCM
MCCR/SC
NCBI

PIC

UFCs

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Area Abaixo da Curva de Crescimento Micelial
Batata—Dextrose—Agar

Biochemistry Oxigen Demand

Delineamento Inteiramente Casualizado

Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria

Empresa de Pesquisa Agropecuaria e Extensdo Rural
de Santa Catarina

Fungos Micorrizicos Arbusculares

Instituto Brasileiro do Mcio Ambiente ¢ dos Recursos
Naturais Renovaveis

Indice de Velocidade do Crescimento Micelial
Micoteca do Centro de Ciéncias Rurais

National Center For Biotechnology Information
Percentual de Inibi¢do do Crescimento

Unidades Formadoras de Colonias






1.1.
1.1.1.
1.1.2.

2.1.
2.2.

2.2.1.
2.2.1.1.
2.2.1.2.
22.1.3.
2.3.

3.1.
3.2.

3.3.
34.
3.5.
3.6.

3.6.1.
3.6.2.

4.1.
4.2.

4.3.

SUMARIO

INTRODUCAGO . .....cuuerreenenerernereresesesssesesssesssans 18
OBJETIVOS ...ttt ettt 19
Objetivo Geral 19
Objetivos especificos 19
REFERENCIAL TEORICO .20
OS FUNGOS.....o ottt 20
O SOLO COMO NORTEADOR DO DESENVOLVIMENTO
FUNGICO ... ssssssssn 22
Fitopatogenos associados ao solo 24
Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary ........cccoccovoevieniencnnnn. 25
Sclerotium rolfSii SACC. ......ccoooieiiiieiieiee et 25
Sclerotium cepivorum Berk. ........c.ccccovvvevveviiniiiieiiceeieeeen 26
CONTROLE BIOLOGICO DE FITOPATOGENOS........... 26
MATERIAL E METODOS .30
AREA DE COLETA ...ttt 30
ANALISE DOS PARAMETROS FISICO-QUIMICOS DO

SOLO ..ttt ettt e enes 31
DILUICAO SERIADA E PLAQUEAMENTO..................... 31
DENSIDADE DE FUNGOS NO SOLO E ISOLAMENTO 32
PAREAMENTO DE CULTURAS IN VITRO....................... 33
CONTROLE BIOLOGICO: ASPECTOS QUALITATIVOS E
QUANTITATIVOS ...ttt 35
Tipos de controle 35

Indice de Velocidade do Crescimento Micelial, Area
Abaixo da Curva de Crescimento Micelial e Percentual de

Inibicao do Crescimento 36
RESULTADOS E DISCUSSAOQO.....cueerrenevenenene 38
DENSIDADE DE FUNGOS. ..o, 38
PARAMETROS ABIOTICOS E SUA CORRELACAO COM
A DENSIDADE DE FUNGOS DO SOLO........ooveeeeeeen.. 41

AVALIACAO QUALITATIVA DOS CONTROLADORES
BIOLOGICOS .o ses s 44



4.4.

PERCENTUAL DE INIBICAO DO CRESCIMENTO

MICELIAL ..o eee e eeeeeeeaaaaees 52
CONCLUSAO 69
REFERENCIAS 70

APENDICES 82




18

1. INTRODUCAO

Os fungos sdo organismos com uma complexa habilidade de
adaptagdo, permitindo sua viabilidade em condi¢des abidticas variaveis
e em quase todos os ecossistemas terrestres e aquaticos, sendo que a
maior diversidade desses organismos esteja localizada em regides
tropicais (BLACKWELL, 2011).

As estimativas baseadas em andlises moleculares tém
mostrado que o nimero de espécies fungicas ultrapassa os 3 milhdes
(O’BRIEN et al., 2005). Entretanto, a hipdtese de que o nimero
estimado de espécies ¢ de aproximadamente 1,5 milhdo continua
prevalecendo, apesar da necessidade de uma andlise mais intensa e de
longa duracdo que consiga reavaliar a riqueza de espécies
(HAWKSWORTH; ROSSMAN, 1997; HAWKSWORTH, 2001;
BLACKWELL, 2011).

No que diz respeito aos fungos de solo, ainda que haja muitas
pesquisas voltadas aos aspectos ecoldgicos, os estudos que envolvem a
identificagdo desses organismos sdo escassos, assim como a maior parte
dos fungos mitospdricos, o que pode estar relacionado aos processos
inerentes a eles (MCLAUGHLIN et al., 2009), como a dificuldade de
cultivo de espécies seletivas, a competicao interespecifica que inibe o
desenvolvimento de uns em relacdo a outros na fase de isolamento e a
perda de indculos durante o processo metodoldgico. De todo modo, ¢
reconhecida a importdncia da comunidade de fungos de solo em
processos ecossistémicos relacionados a ciclagem de nutrientes,
decomposi¢do de matéria organica e como estes fatores podem estar
diretamente relacionados a auto-regulacdo dos ecossistemas terrestres
(TAYLOR et al., 2010).

Entender os aspectos complexos que envolvem os fungos de
solo, bem como suas relagdes intra e interespecificas é essencial, tendo
em vista sua capacidade, junto com outros microrganismos € macro
invertebrados do solo, como mantenedores basais das fungdes dos
ecossistemas. Entretanto existem outras caracteristicas que podem estar
diretamente relacionadas com o desenvolvimento da comunidade de
fungos do solo, principalmente aquelas responsaveis pela composigido
quimica do solo. E compreensivel que se faga uma associagdo mais
direta entre a comunidade de fungos com os aspectos bidticos,
descrevendo sempre as fungdes ecossist€émicas nas quais eles estdo
envolvidos. Ndo se deve descartar, portanto, as possibilidades de
correlagdo entre estes organismos e a presenca de elementos quimicos
no solo, como P, K, Ca, Mg, Mn, Fe, e outros macro ¢ micronutrientes
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que desempenham fungdes bioldgicas importantes a nivel celular.

Através da analise dessas propriedades e buscando alternativas
ao controle tradicional de doengas agricolas, foram iniciadas buscas por
microrganismos capazes de suprimir o desenvolvimento de
fitopatdgenos, método este, menos agressivo aos ecossistemas. Um dos
produtos fitossanitarios bioldgicos utilizado em larga escala contra
fungos causadores de doengas em produgdes agricolas, que visam a
reducdo de impactos ambientais, sdo oriundos de isolados de
Trichoderma spp. (MACHADO et al., 2012), um género de fungos que
apresenta reconhecida atividade controladora de Sclerotinia
sclerotiorum, fitopatdogeno que causa grandes danos a produgdo,
principalmente na cultura de soja no Brasil.

Na busca de informagdes a respeito do comportamento da
comunidade de fungos de solo e a diferenca existente entre ecossistemas
agricolas e naturais, o presente trabalho visou a obtenc¢do de dados de
diversidade de fungos filamentosos que possam apresentar determinado
potencial como agentes de controle bioldgico contra os fungos
fitopatogénicos Sclerotinia sclerotiorum, Sclerotium rolfsii e Sclerotium
cepivorum.

1.1. OBJETIVOS
1.1.1. Objetivo Geral

Analisar a influéncia de aspectos fisico-quimicos do solo de
trés diferentes ecossistemas do municipio de Brundpolis, SC, na
comunidade de fungos e o potencial dessa comunidade para utilizagdo
como controladores biolégicos dos fungos Sclerotinia sclerotiorum,
Sclerotium rolfsii e Sclerotium cepivorum.

1.1.2. Objetivos especificos

e Verificar a correlagdo entre as caracteristicas quimicas do solo
com a densidade de fungos para os trés diferentes ecossistemas;

e Avaliar a densidade de fungos de solo para os trés diferentes
ecossistemas (plantio de soja, pastagem e mata nativa), através
da quantificacdo de unidades formadoras de colonias;

e Testar o efeito biocontrolador dos fungos de solo obtidos contra
os fitopatogenos Sclerotinia sclerotiorum, Sclerotium rolfsii e
Sclerotium cepivorum.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1. OS FUNGOS

Os fungos estdo entre os agentes mais importantes no processo
de degradacdo da matéria orgénica e sdo diretamente influenciados pela
quantidade de biomassa produzida em um ecossistema florestal (LEITE;
ESPOSITO, 2004), podendo também atuar em intemperismos e
associacdes importantes com outros organismos (MONCALVO, 1997).
Por serem quimioheterotroficos, eles produzem substancias capazes de
degradar macromoléculas insoluveis em unidades monoméricas soluveis
para poderem absorvé-las (PUTZKE; PUTZKE, 2002).

Os fungos conidiais sdo conhecidos por apresentarem
reproducdo assexuada, por divisdes mitdticas ou brotamento,
caracteristica também associada a fase anamorfica de Ascomycota e
Basidiomycota (GRANDI, 1999). Pertencentes a esse grupo de
microrganismos, os hifomicetos (ex.: Beltrania rhombica) e
coelomicetos (ex.: Chaetomella raphigera) se destacam por
apresentarem estruturas mais complexas para a producdo dos conidios e
se diferenciam pelo tipo de arranjo formado pelos conididforos, ainda
que ndo represente uma caracteristica filogenética (SEIFERT et al,
2011).

Apesar da discordancia entre alguns pesquisadores com
relacdo ao niimero total de espécies de fungos, incluindo os ainda ndo
descritos, a estimativa de 3 milhdes de espécies proposta por O’Brien et
al. (2005) pode estar relacionada com os avangos nas pesquisas em
analises moleculares, que tem permitido a identificacdo de fungos ndo
cultivaveis em meios de cultura. Dados de 1993 a 2011 apontam que a
descri¢do do numero de fungos ndo cultivaveis ultrapassou o de espécies
cultivaveis, representando mais de 66% do total de espécies depositadas
no banco de dados do National Center for Biotechnology Information
(NCBI) (MOREIRA; CAMPOS, 2013).

Os fungos podem ser encontrados nos mais diversos
ambientes e ainda que os ecossistemas aquaticos apresentem uma grande
quantidade destes microrganismos desempenhando fungdes importantes
como a mineralizacdo de matéria organica (GROSSART; ROJAS-
JIMENEZ, 2016), o solo ¢ considerado o seu principal habitat, seja
diretamente nas camadas do solo, ou em associacdo com outros
organismos de superficie (MOORE et al., 2014).

Os fungos de solo sdo considerados um dos principais grupos
de organismos funcionais da microbiota do solo, responsaveis por uma
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variedade de fungdes ecossistémicas atuando como fitopatogenos,
decompositores e cicladores de nutrientes, além de interagirem com
varios outros microrganismos e pequenos invertebrados (PFENNING,
2013).

A dindmica da comunidade de fungos de solo pode estar
associada a diversos fatores que norteiam seu comportamento, como pH,
umidade, temperatura e disponibilidade de nutrientes. Entretanto, ha um
determinado grau de complexidade na tentativa de relacionar todos os
fatores bibticos e abidticos que afetam diretamente a diversidade desses
organismos, uma vez que ha evidéncias de que as espécies nio so
respondem em conjunto as variagdes ambientais como também de forma
diferente entre elas (TAYLOR et al., 2010).

Entre os aspectos ecologicos que sdo desempenhados pelos
fungos destacam-se as associagdes simbidticas, seja aumentando a area
de absor¢ao radicular de plantas e fornecendo nutrientes como os fungos
micorrizicos (FM), seja fornecendo protecdo e nutrientes a algas em uma
relacdo mutualistica - liquens, ou colonizando tecido celular ou
lignificado de plantas, no caso dos fitopatogénicos.

A colonizagdo de raizes por FM desempenha um papel
importante ndo s6 na nutri¢do das plantas mas também auxiliando na
tolerancia ao stress e na estrutura do solo (CASAZZA et al., 2017).
Ainda que ndo se possa afirmar se as associagdes micorrizicas
determinam fungdes ecossistémicas de forma direta ou se elas sdo uma
resposta da comunidade de plantas submetidas a diferentes gradientes
climaticos, elas continuam sendo consideradas um exemplo de sistemas
adaptativos complexos que apontam a emergéncia de padrdes
macroscopicos a partir das interagdes locais entre os diferentes
componentes de um ecossistema (WURZBURGER et al., 2017).

No caso dos fitopatdgenos, essa interagdo fungo-planta é
desenvolvida através de uma variedade de fatores inerentes ao patogeno,
o qual desenvolve uma série de processos bioquimicos, acarretando em
modificagdes morfologicas que os permite colonizar o tecido do
hospedeiro quando as condi¢des ambientais sdo favoraveis (AMORIM,
2011).

Em vista disso, os fungos fitopatogénicos sdo responsaveis por
grandes perdas econdmicas pois ocasionam doencas em plantas
cultivadas. O principal problema desse aspecto € que a crescente
demanda na produgdo agricola gera aumento no uso de agrotoxicos para
conter o avango das doencas nas planta¢des. Para o controle de doengas
fingicas os principais ingredientes ativos utilizados s3o o oxicloreto de
cobre, tiofanato-metilico, mancozebe, carbedazin e tebuconazol € o uso
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indiscriminado desses fungicidas pode acarretar problemas ecologicos
graves, principalmente para a micro, meso ¢ macrofauna edafica. Dados
do IBAMA (2016) apontam que em 2014 mais de 27 mil toneladas de
fungicidas foram utilizados, um aumento de mais de 4 mil toneladas,
comparado ao ano de 2013. Atualmente esse valor pode ser muito maior
tendo em vista que anualmente a producdo agricola apresenta expansao
das areas de plantio.

Uma das culturas que mais afeta o ambiente pela aplicagdo em
larga escala de agrotoxicos ¢ a soja (MENDONCA, 2006). Ela esta
sujeita a uma das doengas mais severas causadas por fungos, o mofo-
branco-da-soja, que tem como agente etiologico Sclerotinia
sclerotiorum (Lib.) de Bary. Essa patologia se caracteriza pela necrose e
tombamento da planta, uma vez que o microrganismo coloniza a haste
da espécie vegetal, além de sobreviver no solo através da producdo de
estruturas de resisténcia (esclerodios), caracterizando-a como uma
doenca de dificil controle através de métodos quimicos (GORGEN et
al., 2009). Esses mesmos autores mencionam ainda, sobre as
recomendagdes de manejo do mofo-branco e consideram o controle
bioloégico através de antagonistas naturais como uma possibilidade de
reducdo dos prejuizos ambientais e econdmicos causados pelo fungo.

Apesar dos grandes impactos ambientais causados pelo cultivo
de grios através do método mecanizado de producdo agricola, esse
sistema se caracteriza como um importante fator de desenvolvimento
econdmico. E preciso ponderar, dentro da realidade, os dois aspectos,
norteadores e antagonicos, encarados pela agricultura mecanizada, a fim
de propor alternativas que continuem favorecendo o crescimento
econdmico, mas que diminuam os impactos causados por ela.

2.2. 0O SOLO COMO NORTEADOR DO DESENVOLVIMENTO
FUNGICO

O solo é um ecossistema formado por uma variedade de
fatores bidticos e abiodticos atuando de forma simultanea. A alteragdo de
qualquer um desses fatores pode ocasionar um desequilibrio ecologico
(MOREIRA et al., 2013) e entender essa caracteristica do solo ¢
essencial, uma vez que as modificacdes geradas pelo seu uso irregular
ou de forma irresponsavel pode interferir diretamente em processos
biologicos importantes para a manutenc¢ao da vida na terra.

Segundo Moreira et al. (2013), esses processos bioldgicos
envolvem a decomposicdo de matéria organica, produ¢do de humus,
ciclagem de nutrientes, controle biologico de patégenos, formagdo de
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agregados, producdo de metabolitos, que envolvem os antibidticos,
acidos organicos, horménios, compostos alelopaticos, dentre outros,
além de serem os maiores responsaveis pela manutencdo da sociedade
através da producdo de alimentos.

Em relagdo aos fatores abidticos e como eles influenciam a
saide do solo para manutengdo da comunidade bioldgica tanto abaixo
quanto acima dele, estdo diretamente ligados a sua composi¢do quimica
primaria, ou seja, 0s minerais primarios essenciais € os componentes
quimicos associados a eles que possam ser utilizados pela comunidade
biologica.

Dessa forma, o entendimento das propriedades quimicas e
mineralédgicas do solo é de importante, contribuindo para a compreensao
de como eles se apresentam no solo (disponiveis ou em formas
estruturais) e como podem ser utilizados pelas plantas, diminuindo
custos com a producdo agricola devido ao menor input de fertilizantes
(MELO et al., 2009). Ainda de acordo com esses autores, é na fragdo de
areia e silte do solo que sdo encontrados os principais minerais primarios
capazes de fornecer nutrientes para as plantas e ¢ através de processos
de intemperismo que macro e micronutrientes, fundamentais para o
desenvolvimento das fungdes ecossistémicas no solo, sdo
disponibilizados.

Esses nutrientes necessarios para o desenvolvimento das
plantas, também s3o essenciais para a manuten¢do de fungdes basicas
nos fungos. A concentracdo de fosforo, por exemplo, possui um papel
crucial no metabolismo fingico, sendo responsavel pela biossintese de
acidos nucléicos, fosfolipidios, ATP e glicofosfatos, e por ser
considerado um fator limitante para o crescimento, os fungos acabam
utilizando os vacuolos como local de reserva para o fésforo na forma de
polifosfatos (WALKER; WHITE, 2005).

Outros elementos essenciais para o crescimento dos fungos
incluem K, Mg, Mn, Ca, Fe, Zn, Cu, Ni, Co ¢ Mo. Dos macroelementos,
tanto o potassio quanto o magnésio estdo relacionados com atividade
enzimatica, entretanto enquanto o primeiro atua também nos processos
de osmorregulagdo, o segundo atua de forma mais direta no crescimento
fingico, pois estda associado com processos de divisdo celular
(WALKER; WHITE, 2005).

Os microelementos possuem funcgdes variadas, estando
relacionados com fung¢des celulares atuando como cofatores
enzimaticos, atividade enzimatica e estrutura de proteinas, envolvidos
no metabolismo do nitrato e na atividade da urease, bem como na
produgdo de vitaminas B2 (WALKER; WHITE, 2005).
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Todos esses aspectos acima citados, talvez sejam o que faz do
solo um dos principais ecossistemas colonizados por microrganismos
com os fungos podendo apresentar até 25 km de hifas de fungos
filamentosos em apenas um grama de solo, € com uma alta diversidade
genética (MOREIRA; CAMPOS, 2013).

Por se tratar de um ambiente em constante modificagdo, os
fungos do solo foram capazes de desenvolver diversas caracteristicas
adaptativas, permitindo a utilizacdo de diferentes formas de energia e
sobrevivéncia mesmo quando submetidos a diferentes condigdes
ambientais (NEVES, 1992). Esse processo de adaptagdo no solo, de
acordo com Neves (1992), pode ter sido a principal causa para que
atualmente sejam encontradas espécies de microrganismos com uma alta
plasticidade nutricional, sendo capazes de alterar vias metabolicas, para
a produgdo de diferentes conjuntos de enzimas, possibilitando-os
sobreviver em diferentes condigdes ambientais e explorando até mesmo
diferentes fontes de carbono e nitrogénio.

2.2.1. Fitopatogenos associados ao solo

Entre todos os organismos que possuem o solo como habitat
primordial, é preciso mencionar e destacar 0s microrganismos como o
principal grupo, justamente pela importancia das atividades que eles
desempenham e que sdo imprescindiveis para a sustentabilidade dos
ecossistemas, sendo fundamentais para a manutengdo e sobrevivéncias
das comunidades vegetais e animais (MOREIRA; CAMPOS, 2013).

Assim como 0s microrganismos estdo associados com
diversos servigos ecossistémicos benéficos algumas associagdes
desempenhadas por eles acabam causando grandes problemas
econdmicos. De acordo com Katan (2017), os fungos fitopatogénicos de
solo compartilham algumas caracteristicas basicas como capacidade de
sobrevivéncia e modo de agdo no solo, pelo menos durante uma parte do
seu ciclo reprodutivo, o que faz com que eles sejam extremamente
influenciados pelas caracteristicas bidticas e abidticas do solo, além de
algumas praticas agricolas como irrigagdo, aeragdo do solo, adubacao e
aplicacdo de fertilizantes.

Por se tratar de um ecossistema complexo e com uma alta
diversidade de organismos, no solo se encontra um grande grupo de
fungos responsaveis por ocasionar doengas em plantas, com uma perda
global atingindo aproximadamente 26% da producdo agricola (KHAN et
al., 2009), com perda de bilhdes de dolares por ano ocasionados por
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patdgenos que incluem os géneros Fusarium, Rhizoctonia, Verticillium,
e Macrophomina (SHAFIQUE et al., 2016).

Dentre outros patogenos associados ao solo podemos citar
Pythium ultimum responsavel pela podriddo radicular em diversas
culturas (LOBMANN et al., 2016), Fusarium solani (PASTRANA et
al., 2016), Fusarium oxysporum, Verticillium dahliae e Colletotrichum
coccodes responsaveis pela podriddo e morte precoce de plantas de
batata (HULEIHEL et al., 2018), Rhizoctonia solani e Sclerotinia
trifoliorum (KANDULA et al., 2015), além dos fungos produtores de
estrutura de resisténcia chamados de esclerodios como Sclerotinia
sclerotiorum, Sclerotium rolfsii e Sclerotium cepivorum.

2.2.1.1. Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary

Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary ¢ uma espécie de
fungo pertencente a familia Sclerotinaceae, da ordem Helotiales, do Filo
Ascomicota (MYCOBANK, 2019). Esta espécie de fungo possui ciclo
de vida anamorfo e teleomorfo bem conhecido. Sdo responsaveis por
causar doencas em uma ampla gama de hospedeiros, sendo conhecido
principalmente como causador do mofo branco. Os sintomas atrelados a
este fungo estdo relacionados com o crescimento micelial acelerado que
aos poucos se aglomeram até que haja a formagdo de estruturas
compactas e enegrecidas chamadas de esclerodios, estruturas assexuadas
de resisténcia que podem variar em tamanho de 2 a 10 mm de didmetro
(ainda que seja mais achatado e alongado do que esférico) (AGRIOS,
2005).

Na fase sexuada de S. sclerotiorum, ocorre a formagdo de
apotécio (corpo de frutificagdo com receptaculo discoide e concavo no
topo da estipe), produgdo de esporos sexuais em ascos com cerca de 8
ascosporos por asco (SMOLINSKA; KOWALSKA, 2018) e dispersdo
principalmente através da adgua.

2.2.1.2. Sclerotium rolfsii Sacc.

Sclerotium rolfsii Sacc. é uma espécie de fungo pertencente a
familia Typhulaceae, da ordem Agaricales, dentro do filo Basidiomicota
(MYCOBANK, 2019)°. Este ¢ um outro fungo pertencente a um grupo
de fungos que causam severas lesdes em diversas espécies vegetais,
abrangendo espécies ornamentais, leguminosas, cereais e¢ sementes.
Normalmente as lesdes ocasionadas por esse fungo se iniciam logo
abaixo da linha do solo, com colonizagdo do tecido vegetal,
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desenvolvendo um aspecto marrom escuro na lesdo e em seguida, o
amarelecimento das folhas e perda das mesmas, isso quando ndo houver
o tombamento da plantula infectada (AGRIOS, 2005).

Ainda que sua fase assexuada seja amplamente conhecida, a
caracterizagdo sexuada ainda apresenta certa dificuldade, entretanto,
Agrios (2005) descreve que a produgdo sexuada pode ocorrer
normalmente através da formagdo de basididosporos nas margens das
lesdes quando em condigdo de alta umidade. Ainda de acordo com
Agrios (2005), sua fase teleomoérfica é conhecida como Aethalium
rolfsii.

2.2.1.3. Sclerotium cepivorum Berk.

Sclerotium cepivorum Berk. é outra espécie de fungo
classificado dentro do filo Basidiomicota, familia Typhulaceae e ordem
Agaricales (MYCOBANK, 2019)°. Assim como S. rolfsii, em sua fase
anamorfica ocorre a producdo de esclerddios, diferindo em tamanho, ja
que os esclerddios de S. cepivorum podem ser considerados como
microesclerodios. Este fungo ¢ um dos principais responsaveis pelos
problemas econdmicos envolvendo os plantios de alho e cebola, tendo
em vista que ele € conhecido como o causador do mofo branco dessas
duas culturas (AGRIOS, 2005).

A severidade da doenca ocasionada por este fungo, estd
relacionada ao fato de além de colonizar diretamente o tecido do
hospedeiro, o micélio secreta acido oxalico como um dos exsudatos,
juntamente com enzimas pectinoliticas, celuloliticas e outras enzimas
que desintegram o tecido vegetal antes mesmo que ocorra a penetragdo
das hifas no hospedeiro (AGRIOS, 2005).

2.3. CONTROLE BIOLOGICO DE FITOPATOGENOS

“O controle bioldgico ¢ considerado um fendmeno natural que
consiste na regulacdo de pragas, doengas e plantas daninhas por
inimigos naturais.” (PARRA, 2000). A sua observacdo teve inicio em
meados de 2700 a.C., quando Chineses ¢ Egipcios realizaram uma das
primeiras descri¢cdes de doengas entomopatogénicas no bicho-da-seda e
em abelhas, entretanto somente no ano de 1664 foi realizado o primeiro
experimento que abriria margem para o estabelecimento do controle
bioloégico no mundo, quando John Evelyn tentou utilizar um macerado
feito de lagartas para o controle de pragas florestais (ALVES, 1998).
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Somente a partir do crescimento da percepgdo sobre as
interagdes ecologicas que envolvem todos os organismos € o
entendimento de que ha um equilibrio dindmico nos ecossistemas
naturais, foi possivel ampliar o espectro de agdo do controle biologico
para estudos que envolvessem a utilizagdo de microrganismos também
para o controle de doencas, ampliando a caracteristica do controle
biologico, que se iniciou atrelado quase que de forma exclusiva, ao
tratamento de insetos-praga.

Uma dessas caracteristicas ecologicas diz respeito as plantas.
Muitas delas possuem mecanismos de defesa, que quando ativados,
influenciam a produgdo de substincias de protecdo contra o ataque de
predadores. Partindo dessa premissa, os metabolitos secundarios,
produzidos naturalmente por algumas plantas podem possuir atividade
antifingica, o que de acordo com Garcia et al. (2012), serve como
justificativa para testes que utilizem extratos de plantas como alternativa
no controle bioldgico.

Esses metabolitos secundérios encontrados nas plantas, ainda
que ndo sejam os mesmos, também estdo presentes nos fungos e
participam de importantes processos ecoldgicos. Esses compostos,
chamados de micotoxinas, podem atuar nas interagdes entre diferentes
espécies de fungos que competem por espago e nutrientes, se
caracterizando dessa forma como potencial agente de controle biologico
(BHATTACHARYYA et al., 2016).

Quando se realiza analise sobre métodos de ag¢do que ocorrem
no processo de controle biologico de fungos fitopatogénicos, pode-se
separar quatro classes principais: competidores, produtores de
compostos antibioticos, micoparasitas e indutores de resisténcia em
plantas (AGRIOS, 2005).

O grupo de fungos classificados como competidores, atuam
dificultando o desenvolvimento de outros microrganismos, seja através
da competi¢do por espaco ou nutrientes. Uma caracteristica fundamental
compartilhada entre este grupo ¢ a alta velocidade de crescimento
micelial e taxa reprodutiva, facilitando o processo de competicdo contra
outros organismos de solo (OWLEY; WINDHAM, 2010).

No que diz respeito ao método de acdo dos controladores
bioldgicos caracterizados como antibidticos, encontram-se as espécies
de fungos que produzem compostos tanto volateis quanto ndo volateis,
apresentando efeito inibitério no desenvolvimento de outras espécies.
Ainda que ndo apresentem um desenvolvimento rapido, como no caso
dos competidores, esse grupo de fungos produzem micotoxinas como
forma de defesa, garantindo espago suficiente para a sua manutengdo
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dentro dos ecossistemas (OWLEY; WINDHAM, 2010). Além de
algumas bactérias como Agrobacteria radiobacter e Pseudomonas
fluorescens esses mesmos autores indicam que dois grupos de fungos
atuantes no controle bioldgico através do processo de antibiose
compreendem os géneros Gliocladium e Trichoderma.

Os micoparasitas estdo relacionados com um grupo de
microrganismos que produzem substancias capazes de degradar a parede
celular de outros microrganismos, colonizando o tecido e extraindo sua
fonte de nutrientes, acarretando a morte do hospedeiro (MOORE et al.,
2014). Um exemplo de micoparasitismo, responsavel por indicar
potencial controle contra um dos fitopatdogenos mais importantes na
agricultura a nivel mundial, estd relacionado com a colonizagdo de
esclerddios de S. sclerotiorum pelo fungo Paraconiothyrium minitans,
além de ocasionar o mesmo efeito em outras espécies de Sclerotinia,
gerando perda de material citoplasmatico nas hifas dos fitopatdogenos
(SMITH et al., 2008) e inviabilizando suas estruturas de resisténcia.

Uma outra classe considerada dentro do controle bioldgico ¢ a
inducdo de resisténcia. Nela estdo inseridos todos os microrganismos
patogénicos ou ndo que colonizam o tecido vegetal, e desencadeiam um
processo bioquimico na planta, induzindo a produg¢do de compostos
capazes de impedir a continuidade da coloniza¢do microbiana. Outra
forma de inducdo de resisténcia, ainda que dentro dos mesmos
principios supracitados, se refere as espécies que ao serem atacadas
liberam compostos radiculares que sdo recebidos como sinais de indugao
de resisténcias para as plantas vizinhas, acionando uma cadeia de
eventos de protegdo vegetal contra ataques de doengas e pragas
(AGRIOS, 2005).

A grande problematica envolvendo a agricultura, seja ela
mecanizada ou ndo, ¢ a quantidade de agrotoxicos utilizados no combate
de doengas. Esses produtos apresentam altos niveis de toxidade e
causam danos ambientais graves. De acordo com Messing e Brodeur
(2018), o somatério de problemas gerados por pragas, doengas e plantas
invasoras ocasiona uma perda de producdo anual de 40% e ainda que
sejam utilizados mais de 3 bilhdes de toneladas de agrotdxicos na
tentativa de minimizar esses problemas, a perda na producdo continua
aumentando. A busca por alternativas de controle de fitopatdogenos
comeca entdo a ser intensificada, a partir da jun¢do da necessidade de
minimizar os impactos do uso indiscriminado desses produtos e avangos
em estudos na area de controle bioldgico.

Nesse sentido, varios fungos tem sido amplamente estudados
para avaliar seu potencial como controladores bioldgicos de doengas em



29

plantas, principalmente aquelas que possuem fungos como agente
etiologico. Um grupo de fungos amplamente estudado e com resultados
positivos no que diz respeito a diminui¢do da incidéncia de
fitopatdgenos pertence ao género Trichoderma, que pode ser encontrado
em diversos tipos de solo (MARKOVICH; KONONOVA, 2015;
SARAVANAKUMAR et al., 2016).

Trichoderma ¢ um fungo assexuado, com sua fase
teleomorfica pertencente ao género Hypocrea, que pode ser facilmente
encontrado em solos de regides temperadas e tropicais com mais de 100
propagulos para cada grama de solo (RAJESH et al., 2016). Conhecido
como um grupo de fungo cosmopolita, pode ser encontrado em uma
ampla variedade de substratos (CHAVERRI er al., 2015) e sdo
considerados como oportunistas, simbiontes nao patogénicos de plantas
e parasitas de fungos fitopatogénicos (HARMAN et al., 2004; VINALE
et al., 2008).

Diversas espécies de Trichoderma tem sido utilizadas no
ambito das pesquisas cientificas que visam formas alternativas de
controle de fitopatogenos que pode ocorrer por competi¢do, antibiose ou
micoparasitismo (RAJESH et al., 2016). Resultados positivos tem sido
encontrados na utilizagdo desse género de fungo como antagonista,
atuando contra Rhizoctonia solani, agente causador do tombamento da
soja (ROESE et al., 2017), S. sclerotiorum do feijao (MESQUITA et al.,
2012) e Curvularia sp. (BUENO-PALLERO et al., 2016).

Alguns produtos comerciais a base de Trichoderma ja podem
ser encontrados em virtude da sua eficiéncia como antagonista de
fitopatogenos, dentre eles destacam-se o Bio-Tam®, Rootshield® e
Tenet® (SUNDARI et al., 2016).

Ainda que os produtos a base de fungos sejam eficientes no
controle de fitopatdgenos, ¢ importante destacar que os microrganismos
vivem em habitats que possuem diferentes caracteristicas bidticas e
abidticas. Sendo assim é fundamental que seja realizada uma prospecgdo
a respeito dos possiveis grupos de fungos antagonistas em escala local,
possibilitando uma fonte de controle bioldgico adaptada as condicdes
ambientais sem que haja a necessidade de introducdo de espécies ou
variedades exoticas.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1.  AREA DE COLETA

De acordo com o zoneamento agroecoldgico e socioambiental
do estado de Santa Catarina, a regido de Brundpolis estd inserida na
zona agroecologica 3A — Vale do Rio do Peixe e Planalto Central,
caracterizado segundo a classificagdo de Kdppen como sendo do tipo
Cfb, temperado constantemente imido, com temperaturas médias anuais
entre 15,8°C e 17,9°C, e precipitacdo total anual de 1.460 a 1.820 mm,
com ocorréncia de geadas (CIRAM; EPAGRI, 2017).

A éarea de coleta possui um mosaico composto por diferentes
ecossistemas. O transecto utilizado para marcagdo dos pontos de coleta
de 2 km foi suficiente para atravessar areas de plantio de soja, mata
nativa e pastagem. Para cada ponto de coleta foi realizada uma
composi¢do do solo, representada por uma coleta central e quatro coletas
adjacentes, ou sub-amostras, com 25 m de distancia entre elas. Ao todo,
foram coletadas 17 amostras de solo dentro do transecto (Figura 1).

Figura 1 - Mapa de localizagdo da 4rea de estudo, indicando os pontos de coleta
de solo no municipio de Brunépolis, SC. Os niimeros 1 e 17 indicam o inicio e
final, em ordem crescente, dos pontos no mapa.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2017).

Para a extragdo do solo, foram feitas perfuragdes com 30 cm
de profundidade para a retirada de aproximadamente 200 g de solo em
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cada um dos pontos, utilizando um trado que foi lavado e higienizado
com 4lcool 70% antes e apds cada perfuragdo. Apds a homogeneizacao
do solo em balde, aproximadamente 500 g foram armazenados em sacos
plasticos e o restante foi utilizado para completar dois frascos coletores
estéreis de 50 mL. O material foi vedado, identificado e transportado ao
Laboratorio de Fitopatologia da Universidade Federal de Santa Catarina,
Campus de Curitibanos, onde os frascos coletores com solo foram
armazenados em geladeira a 4°C e os sacos de 500 g foram
encaminhados para um laboratorio de analises quimicas de solo.

Apos a coleta as amostras foram agrupadas de acordo com o
tipo de uso do solo, separados em mata nativa (pontos 9, 12, 13, 14 e
15), plantio de soja (pontos 1, 2, 3, 11, 16 e 17) e area de pastagem
(pontos 4, 5, 6,7, 8 e 10).

3.2.  ANALISE DOS PARAMETROS FISICO-QUIMICOS DO
SOLO

As amostras do solo coletadas em campo foram encaminhadas
para um laboratério de analises de solo, no qual foram determinadas as
caracteristicas quimicas que poderiam influenciar algum aspecto do
desenvolvimento dos fungos, como capacidade de troca de cations, pH,
carbono (C), conteudo de fosforo (P) e cations trocaveis (Ca, Mg, Na, K,
Fe, Mn e Al) (MORRIEN et al., 2017). Foram analisados ainda a acidez
potencial, teor de argila, relagdo Calcio/Magnésio, Calcio/Potassio,
Magnésio/Potéssio, Cobre, teor de matéria organica, saturagdo de bases,
saturacdo por aluminio, soma de bases, Zinco, umidade e altitude.

O resultado obtido em cada amostra foi utilizado como
repeti¢do dentro dos trés sistemas de uso do solo, descrito no item 3.1.
As caracteristicas quimicas consideradas diferentes entre as areas, de
acordo com a analise de variancia realizada no software R e RStudio,
foram submetidas ao teste de Tukey a 5% de significancia. Todas as
variaveis significativas foram entfo utilizadas para verificacdo do grau
de correlagio com a densidade de fungos avaliada para cada
ecossistema.

3.3. DILUICAO SERIADA E PLAQUEAMENTO
Para a diluigdo seriada foram realizadas duas metodologias,

uma em meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA) e outra em meio
V8 (suco V8® a base de 8 vegetais, tomate, cenoura, aipo, beterraba,
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salsa, alface, agrido e espinafre) a fim de ampliar a quantidade de fungos
obtidos que poderiam ser perdidos pela sua exigéncia nutricional.

O método de dilui¢ao foi realizado a partir do preparo de uma
solugdo de 1:1 do solo coletado no frascos coletores. Para esse teste, 10
g de solo pesados em balanca semi-analitica foram adicionados a 10 mL
de 4gua destilada autoclavada e homogeneizados com bastdo de vidro.
Uma aliquota de 1 mL dessa solugdo foi transferida para um tubo de
ensaio contendo 9 mL de agua destilada autoclavada, obtendo-se assim a
diluigdo de 1:10 (ALFENAS et al., 2007).

A partir da solugdo de 1:10, foi transferido 1 mL para outro
tubo de ensaio esterilizado contendo 9 mL de 4gua destilada autoclavada
para a obten¢do da dilui¢do que foi utilizada na montagem do bioensaio,
de 1:100. O processo foi realizado para o preparo de 10 mL de solugdo,
na dilui¢do 1:100, para todas as 17 amostras de solo, para a realizacdo
do plaqueamento em camara de fluxo laminar.

Com as solugdes de solo preparadas na dilui¢ao 1:100, quatro
placas de Petri de 9 cm de diametro contendo meio de cultura BDA e
quatro com meio V8, adicionados de antibiotico Penicilina 5.000 pug.mL-
' + Estreptomicina 5.000 pug.mL' (na propor¢io de 0,5 mL de
antibidtico para cada 100 mL de meio de cultura), foram utilizadas como
repeticdo dentro de cada tratamento. Uma aliquota de 0,25 mL de
solugdo foi adicionada, com auxilio de micropipeta de volume variavel,
as placas de Petri e plaqueadas com alca de Drigalski. As placas foram
entdo vedadas e identificadas. O armazenamento ocorreu em incubadora
do tipo Demanda Bioquimica de Oxigénio (BOD, do inglés
“Biochemistry Oxigen Demand’), com fotoperiodo de 12 h e
temperatura de 25°C para o crescimento dos fungos. No total foram
preparadas 68 placas de Petri, sendo quatro repeticdes para cada um dos
17 tratamentos nos dois meios de cultura.

34. DENSIDADE DE FUNGOS NO SOLO E ISOLAMENTO

Ap6s quatro dias de incubagdo, as placas foram utilizadas para
contagem da quantidade de unidades formadoras de colonias (UFCs) em
cada repeticdo, pardmetro utilizado para determinagdo da densidade de
propéagulos fingicos por grama de solo. Os valores gerados a partir da
contagem de UFCs obtidos nesse teste foram utilizados para a analise de
variancia e teste de Tukey a 5% de significancia.

Passados os 15 dias de avali¢do das placas de Petri, as duas
maiores colonias de fungos em cada repeticdo foram repicadas para
placas de Petri com meio de cultura BDA e cultivadas sob as mesmas
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condi¢des mencionadas acima, em BOD a 25°C e 12 h de fotoperiodo.
Dos 340 fungos isolados das amostras de solo, 150 foram selecionados
de forma aleatdria para o armazenamento, de acordo com o tempo de
crescimento ¢ viabilidade em placa, sendo herborizados através do
método de manutencdo de cultura em placa de Petri dispostas em BOD a
25°C e pelo método Castellani, que consistiu na adi¢cdo de discos de
micélio de 5 mm de didmetro das colonias flingicas em vidros
transparentes esterilizados e vedados, contendo 4agua destilada
autoclavada.

Os isolados foram armazenados na micoteca do Centro de
Ciéncias Rurais da Universidade Federal de Santa Catarina, Campus de
Curitibanos, sob os codigos de referéncia da micoteca seguido por
numeros identificadores de quatro digitos (MCCR/SC0000).

3.5. PAREAMENTO DE CULTURAS IN VITRO

Para os experimentos de controle bioldgico foram utilizados
150 fungos de solo visando o controle de trés fungos fitopatogénicos: S.
sclerotiorum, S. rolfsii e S. cepivorum. Todos os isolados utilizados
estavam armazenados na Micoteca do Centro de Ciéncias Rurais
(MCCR/SC) da Universidade Federal de Santa Catarina, Campus de
Curitibanos. Os isolados estavam sob mesma condi¢do de herborizagio
e preservados através do método Castellani em frascos de vidro e
temperatura ambiente, método considerado mais simples e de baixo
custo para preservacdo da maioria dos fungos (CAPRILES et al., 1989).

Os fitopatogenos utilizados também estavam armazenados em
método Castellani. O S. rolfsii foi isolado em 13/05/2016 de plantas de
tomate da regido de Curitibanos; o S. sclerotiorum foi obtido através da
coleta de esclerddios de solo contaminado em area de plantio de soja no
municipio de Brundpolis em 12/05/2017 e o S. cepivorum, utilizado no
presente trabalho, foi isolado através de esclerddios em placas de Petri
doados pela Epagri, SC.

Os experimentos de pareamento de culturas in vitro utilizando
os 150 isolados foram divididos em 15 bioensaios, em delineamento
inteiramente casualizado (DIC) com 11 tratamentos (10 fungos mais
uma testemunha) e 5 repeticdes, totalizando 55 placas de Petri para cada
um dos fitopatdgenos testados.

O meio de cultura utilizado foi BDA autoclavado e distribuido
em placas de Petri de 9 cm de didmetro contendo antibidtico, para
reducdo do crescimento de bactérias. No centro das placas foram
adicionados discos de 0,5 cm contendo micélio fingico dos fungos S.
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sclerotiorum, S. rolfsii ou S. cepivorum, oriundos de col6nias com sete
dias de cultivo em estufa do tipo BOD a 25°C e 12 h de fotoperiodo.
Apbs 24 h mantidos nesta condi¢do, foram adicionados dois
discos de micélio dos potenciais antagonistas a serem testados nas
extremidades opostas das placas de Petri e alinhados com o
fitopatdégeno, seguido pela coleta de dados do didmetro da colénia
(Figura 2A). Para isso, foram tracados no lado externo das placas de
Petri, duas retas perpendiculares entre si com ponto de intersecgdo
localizado no centro do disco micelial do fitopatogeno (Figura 2B).
Duas avaliagdes diarias foram realizadas até que pelo menos
uma repeticdo de qualquer tratamento atingisse o valor maximo do
diametro das placas de Petri (9 cm), sendo coletados os valores em
centimetro das duas retas ¢ os horarios de inicio de cada avaliagdo,
necessarios para realizacdo dos célculos dos indices utilizados como
parametros quantitativos do potencial inibitério de cada fungo de solo.

Figura 2 - Metodologia de pareamento de culturas in vitro utilizada para
avaliacdo do crescimento micelial dos fitopatogenos. (A) Arranjo dos isolados
no método de pareamento em placa de Petri. Em A-I h4d a indicacdo da
localizagdo do disco micelial do fitopatogeno enquanto em A-II estd sendo
indicado o local onde foram inoculados os discos miceliais dos isolados de solo;
(B) visualizagdo da metodologia de coleta de dados do crescimento micelial
através de duas retas com intersec¢do no centro do disco do fitopatogeno.
Ambas as placas sdo registros do desenvolvimento de Sclerotinia sclerotiorum
quando pareados com o isolado SC1223.

Fonte: Elaborado pelo autor (2018).

A caracterizacdo visual de cada isolado testado nesse
experimento pode ser verificada através das fotografias, do anverso e
verso, das placas de Petri contendo o cultivo de suas respectivas
colonias no Apéndice D.
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3.6. CONTROLE BIOLOGICO: ASPECTOS QUALITATIVOS E
QUANTITATIVOS

3.6.1. Tipos de controle

Um dos parametros avaliados ao final de cada bioensaio foi a
determinacdo da presenga ou auséncia de controle bioldgico exercido
pelos fungos de solo. Para essa qualificacdo foi observado o
comportamento dos fitopatogenos na presenga dos potencias
antagonistas.

Todos os fungos de solo que ndo apresentaram barreira de
crescimento, permitindo o desenvolvimento de micélio dos patdgenos de
planta sobre eles, foram considerados como ndo efetivos no controle
biologicos (Figura 3C); para aqueles que apresentaram uma barreira de
crescimento, foram qualificadas duas classes distintas de controle: a
presenca de halo de inibicdo entre o fitopatdogeno e o antagonista
classifica o fungo de solo como controlador do tipo antibiose (Figura
3A), enquanto o antagonista que cria uma barreira de desenvolvimento
no fitopatégeno confinando espacialmente o seu desenvolvimento foi
classificado como controlador do tipo competidor (Figura 3B)
(OWLEY; WINDHAM, 2010).

Figura 3 - Representacdo das trés caracteristicas qualitativas (tipos de controle
biologico) avaliadas. (A) Antibiose — caracterizado quando se verificou a
presenca de halo de inibicdo entre o fitopatdgeno ¢ o isolado do solo; (B)
Competidor — determinado aos isolados de solo que limitaram o crescimento do
fitopatogeno sem que houvesse formagdo de halo de inibicdo; e (C) Nao efetivo
(N.E.) - demonstrando que os isolados do solo ndo apresentaram qualquer
influéncia negativa no desenvolvimento do fitopatdogeno.

Fonte: Elaborado pelo autor (2018).
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Todos os dados qualitativos obtidos para os 150 fungos de
solo foram utilizados para gerar grafico do percentual de cada tipo de
controle avaliado (incluindo os ndo efetivos) para os fungos S.
sclerotiorum, S. rolfsii e S. cepivorum.

3.6.2. Indice de Velocidade do Crescimento Micelial, Area Abaixo
da Curva de Crescimento Micelial e Percentual de Inibicao
do Crescimento

Ainda que todos os fungos tenham sido qualificados de acordo
com o tipo de controle exercido nos fitopatogenos (OWLEY;
WINDHAM, 2010), esse parametro necessita de informagdes adicionais
para que sejam selecionados aqueles com melhores capacidades de
controle e que apresentem alguma diferenca entre eles. Dessa forma,
todos os fungos tiveram sua influéncia quantificada e os dados gerados a
partir dos testes de pareamento de culturas, em relagdo aos valores dos
diametros das colonias dos fitopatdgenos em um intervalo de tempo,
foram utilizados para gerac¢do dos Indices de Velocidade do Crescimento
Micelial (IVCM) e Area Abaixo da Curva de Crescimento Micelial
(AACCM).

Enquanto o IVCM foi calculado de acordo a férmula proposta
por Maguire (1962) e adaptada por Oliveira (1992), a AACCM foi
obtida através da aplicagdo da féormula proposta por Campbell e
Madden (1990), ambas representadas abaixo:

IVCM = ¥ (%) +(-1) (1)
AACCM = 3 (B2 x (tj41 — ;) @

onde:

Y., © y; = valores médios dos didmetros da colonia observados em duas
avaliacOes consecutivas;

tiy; € t; = periodos das avaliagdes em horas;

n = nuamero de avaliacdes.

A partir dos valores gerados em ambos os indices, para todos
os tratamentos, em cada um dos 15 bioensaios montados, foi realizado o
calculo para obtencdo dos valores dos percentuais de inibicdo da
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velocidade do crescimento micelial e do percentual de inibi¢do do
crescimento a partir da aplicagdo da férmula a seguir:

PIC — (itestemunha_itratamenm) X 10 (3)

Xtestemunha

onde:

X = valores médios do IVCM (para o PI da velocidade) e AACCM (para
o PI da area) referente aos tratamentos;

As testemunhas se referem aos fitopatdogenos cultivados isolados em
placa de Petri, sem a presenca de qualquer antagonista.

A andlise de variancia foi realizada no Software R e RStudio
para avaliar se houve diferenca entre os tratamentos para o IVCM,
AACCM e PIC. Os pressupostos de normalidade ¢ homocedasticidade
foram testados. No caso de diferencas significativas, foi realizado ainda
o teste de Scott-Knott.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1.  DENSIDADE DE FUNGOS

O numero de unidades formadoras de colonias, utilizado para
verificacdo da densidade de fungos nos trés diferentes sistemas de uso
do solo, indicou que ha maior densidade de fungos em solo de mata
nativa, quando comparado com o solo submetido ao plantio de soja e de
pastagem (Figura 4).

Figura 4 - Densidade de propagulos de fungos por grama de solo entre os trés
diferentes ecossistemas (plantio de soja, pastagem e mata nativa). As letras
dentro das barras indicam as diferengas entre as areas, pelo teste de Tukey a 5%
de significancia.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2018).

Quando se fala em diversidade, é possivel realizar associacdo
direta com o fato de que ela provavelmente serd maior em ecossistemas
que apresentem uma maior diversidade de plantas. Essa ¢ uma relagdo
encontrada por varios pesquisadores, como Gelorini et al. (2012) que
verificaram redu¢do na diversidade de fungos em areas com produgdo
agricola quando comparada com vegetacdo nativa no nordeste da
Uganda. A influéncia da riqueza de espécies de arvores na diversidade
de fungos também foi observada na Noruega, com area de plantio de
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Pinus nigra apresentando menor diversidade de fungos em relacdo a
area de floresta nativa (BUEE et al., 2011).

Uma representagdo da diversidade de fungos avaliada pode ser
verificada na Figura 5. Nela estdo demonstradas todas as repetigdes que
foram utilizadas para quantificagdo do numero de unidades formadoras
de coldnias presentes nas amostras do solo para os 17 pontos de coleta,
antes de serem agrupados nos trés sistemas ecologicos descritos neste
trabalho.

Outro fator que deve ser destacado € que a alta densidade de
propagulos fingicos no solo da mata nativa pode ser uma resposta,
também, ao constante input de matéria organica, que ¢ mais elevado em
um ecossistema natural do que um ecossistema agricola. De acordo com
Zak et al. (2011), a comunidade de fungos saprofiticos e as plantas estdo
intrinsecamente ligados pela disponibilidade de recursos necessarios ao
seu crescimento. Por um lado as plantas disponibilizam a matéria
organica e por outro os fungos responsaveis pela sua decomposi¢ido
liberam o nitrogénio que ¢ utilizado pelas plantas. Entretanto existe uma
variedade de outros fatores que podem alterar o desenvolvimento da
comunidade microbiana e portanto entender a correlacdo existente entre
aspectos abidticos do solo e a comunidade de fungos ¢ importante para o
entendimento das relagdes de dependéncia entre eles.

O revolvimento do solo e aplicagdo de fungicidas nas areas de
monocultura, ainda que ndo tenham sido avaliadas, apresentam grandes
consequéncias no desenvolvimento dos fungos do solo. A alteragdo da
estrutura do solo pode influenciar varios processos importantes, como a
capacidade de retengdo e Iinfiltragdo de agua, trocas gasosas,
disponibilidade de matéria orgénica e ciclagem de nutrientes, além de
tornarem-se suscetiveis a erosdo (RABOT et al., 2018). A alteracdo na
capacidade de retenc¢do de agua do solo, por exemplo, pode ocasionar
uma baixa na concentragdo de sais inorganicos, importantes para o
desenvolvimento dos organismos, como o nitrogénio, potassio, enxofre,
magnésio e calcio (TSAI et al, 1992). Bai et al. (2018) também
verificaram que areas em que ndo ha revolvimento ou aerag@o do solo ha
uma tendéncia de aumento na estabilidade dos agregados e no conteudo
de matéria orgénica, facilitando o desenvolvimento de microrganismos,
0 que corrobora com os resultados encontrados neste trabalho, que
apontou uma maior densidade de fungos filamentosos de solo em um
ecossistema natural quando comparado a um agricola.
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42.  PARAMETROS ABIOTICOS E SUA CORRELACAO COM
A DENSIDADE DE FUNGOS DO SOLO

De todos os pardmetros do solo analisados, somente nove
apresentaram diferencas entre as areas pelo teste de Tukey a 5% de
significancia. O teor de aluminio no solo apresentou valores superiores
na mata nativa, quando comparado com os outros dois ecossistemas,
enquanto a concentragdo de calcio, indice SMP, concentragdo de
magnésio, pH, saturacdo de bases e soma de bases apresentaram uma
relacdo contraria, com valores menores para a mata nativa em
comparacdo com o plantio de soja e a drea de pastagem (Figura 6).

O Latossolo, presente na regido de Brunopolis, SC, é descrito
como um solo com alto teor de aluminio, pH variando entre 4,0 e 5,2,
além de serem fortemente dessaturados (EMBRAPA, 2004). Essa
caracterizagdo realizada pela Embrapa justifica os resultados
encontrados na figura 6, no que tange aos valores de aluminio, pH,
saturacdo de bases e soma de bases, indicando que em ambiente natural,
essas caracteristicas tendem a se manter, em comparagdo com
ecossistemas agricolas.

O teor de Aluminio no solo estd diretamente associado com o
valor do pH, tendo em vista que a presenca desse ion no solo aumenta a
acidez (ALFAIA; UGUEN, 2013). Ainda de acordo com esses autores,
um dos principais problemas do aluminio do solo ¢ a acidez que ele
causa as espécies vegetais, ja que o aluminio compromete o
desenvolvimento das raizes, diminui a densidade de microrganismos e
ainda bloqueia a absor¢do de nutrientes como o fésforo, célcio e
magnésio.

Por se tratar de uma regido com alto indice pluviométrico, a
deficiéncia de outros nutrientes como calcio e magnésio também se
tornam evidentes em solos com pouca cobertura vegetal, ou que tenham
sido revolvidos, uma vez que sdo minerais facilmente lixiviados e sua
regulacdo ¢ normalmente associada a precipitagdo, cobertura vegetal e
textura do solo (TSAIl et al., 1992).

Entretanto os maiores valores de célcio e magnésio em area de
plantio de soja em relagdo a mata nativa, pode ser devido ao uso de
fertilizantes agricolas e adicdo de calcario para correcdo do pH,
diminuindo a acidez, o teor de aluminio e aumentando as concentracdes
de calcio, fosforo, saturagdo e soma de bases na solugdo do solo.

A altitude, ainda que tenha apresentado valores maiores para a
mata nativa do que a area de pastagem e plantio de soja, ndo representa
uma caracteristica relevante, tendo em vista que todos os seus pontos de
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coleta apresentavam maiores altitudes em relagdo aos outros dois
ecossistemas. O intervalo de aproximadamente 80 metros de altitude
entre os pontos de coleta, atrelado a todos os outros aspectos abidticos
também dificulta a extragdo de dados conclusivos para este pardmetro e
por esse motivo foi excluida das analises.

Figura 6 - Parametros abiéticos do solo que apresentaram diferencas estatisticas
(p < 0,05) entre os diferentes tipos de uso do solo. Os graficos de caixa indicam
os valores das medianas (linha grossa) entre os quartis; os limites superiores e
inferiores correspondem a 1,5x o intervalo interquartil e os pontos fora das
caixas representam os valores extremos para cada variavel. N, P e S representam
respectivamente as areas de mata nativa, pastagem e plantio de soja.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2018).

A acidez e a saturacdo por aluminio também ndo foram
representadas graficamente, mesmo apresentando diferengas entre as
areas, uma vez que estdo diretamente relacionados a outros pardmetros
como o pH e teor de aluminio respectivamente.

A densidade de fungos de solo (numero de UFCs) foi entdo
utilizada para avaliar a correlacdo entre os aspectos abiodticos do solo
para cada area de estudo. Dessa forma foi possivel verificar que somente
o teor de fosforo e saturagdo de bases do solo apresentaram uma alta
correlacdo positiva (p > 0,75) na area de pastagem, indicando que para
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este ecossistema, ambos os fatores estdo diretamente associados com a
densidade de fungos do solo (Figura 7).

O fosforo é um mineral que exerce grande importancia no
solo, e é considerado um fator modulador da comunidade microbiana na
rizosfera (SANTOYO et al., 2017). Ele pode ser encontrado nos
microrganismos sob a forma de fosfossacarideos, acidos nucléicos e
nucleotideos, ¢ a obtencdo desse mineral pela microbiota pode ocorrer
tanto através da acidificagdo do meio ou pela producdo de fosfatases no
meio para a imobilizacdo do fosfato soluvel (NEVES, 1992). Portanto,
ao avaliar a importincia do fosfato para o desenvolvimento de
organismos biologicos, espera-se que ele apresente uma correlagéo
positiva com a densidade de fungos do solo (Figura 7).

Figura 7 - Correlag@o entre a quantidade de unidades formadoras de coldnias
por grama de solo com as caracteristicas abidticas que foram estatisticamente
diferentes (analise de variancia com p < 0,05 e teste de Tukey a 5% de
significancia), para as trés areas. A coloracdo ¢ indicativo de correlagdo
negativa (tons de vermelho) ou positiva (tons de azul).
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Fonte: Elaborado pelo autor (2018).

A alta saturacdo de bases no solo de pastagem, ainda que
tenha apresentado correlagdo positiva com a densidade de fungos
avaliada, engloba uma variedade de outras caracteristicas quimicas
como por exemplo, a alta concentracdo de calcio e magnésio e baixas
concentragdes de aluminio (Figura 6), entretanto ndo foi observado
nenhum grau de correlacdo para esses minerais quando avaliados
isoladamente (Figura 7). As demais correlagdes foram consideradas
baixas (p < 0,75) entre as caracteristicas quimicas do solo e as trés areas
de estudo.
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Para a area de plantio de soja, os fatores que indicam uma
possivel correlagdo positiva com a quantidade de unidades formadoras
de colonias foram os teores de aluminio, féosforo e soma de bases,
enquanto o percentual de calcio, concentragdo de ferro, indice SMP e
saturagdo de bases indicam uma possivel correlagdo negativa. Os dois
aspectos abidticos para esta area que apresentaram uma maior influéncia
na densidade de fungos foram o percentual de magnésio e o pH do solo
com um indice de correlagdo acima de 50% (p > 0,50).

43.  AVALIACAO QUALITATIVA DOS CONTROLADORES
BIOLOGICOS

E fundamental o entendimento de que a real eficiéncia do
controle biologico de fitopatdogenos no campo estd interligada a
eficiéncia dos processos de caracterizacdo dos isolados que possuam
esse potencial. E necessario portanto, levar em consideragio aspectos
individuais dos organismos, realizando testes que sejam apropriados
para cada grupo. Um desses métodos, o in vitro, envolve o menor
numero possivel de componentes, apresentando um baixo nivel de
complexidade, mas que auxiliam na determinacdo de aspectos
importantes na varredura de potenciais agentes de controle bioldgico,
que sdo os mecanismos de ag@o ou tipos de controle exercido (PLIEGO
etal.,2011).

Ao analisar o potencial controlador dos fungos de solo em S.
sclerotiorum, S. rolfsii e S. cepivorum foi verificado que ha uma grande
percentagem de fungos que atuam como antagonistas naturais para esses
fitopatdégenos. Para S. cepivorum, 95% dos fungos testados foram
qualificados como controladores, dos quais 54% foram do tipo
competi¢do, enquanto os outros 37% apresentaram halo de inibigdo,
classificando-os como produtores de substancias antifingicas (antibiose)
(Figura 8).

Ainda na Figura 8 é possivel verificar que para S. sclerotiorum
também houve um alto percentual de fungos atuando como antagonistas
naturais do tipo competidor e antibiose para esse fitopatdgeno com 56%
e 30% respectivamente. Entretanto, quando avaliamos os fungos que nao
apresentaram potencial como controladores biologicos de S. cepivorum e
S. sclerotiorum, houve um aumento de 9% do primeiro em relagdo ao
segundo, um percentual muito baixo em relagdo aos que ndo
apresentaram efeito contra S. rolfsii, que foi 56% maior que os ndo
efetivos contra S. sclerotiorum e 65% maior que os fungos de solo
classificados como néo efetivos contra S. cepivorum.
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Quando analisamos os dados qualitativos para S. rolfsii, fica
claro que o controle bioldgico apresenta uma dificuldade maior de agdo
nesse fitopatogeno para os 150 fungos de solo que foram testados, com
70% destes sendo classificados como ndo efetivos, permitindo que o
patdégeno continuasse seu desenvolvimento através do crescimento de
hifas sobre a colonia dos fungos de solo testados. Mesmo com nimero
elevado de fungos ndo efetivos, ainda foram encontrados 30% de fungos
que poderiam ser utilizados como controladores biologicos desse
fitopatogeno, com 29% atuando como competidores e 1% sendo
caracterizado como controlador do tipo antibiose (Figura 8).

Figura 8 - Proporc¢do dos tipos de controle bioldgico observados para os trés
fitopatdgenos. A legenda na imagem indica as trés caracteristicas utilizadas para
a avaliacdo qualitativa nos experimentos: Nao efetivo (N.E.), Competidor e
Antibiose
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Fonte: Elaborado pelo autor (2018).

E importante ressaltar que todos esses dados foram gerados a
partir de parametros visuais, e esses valores percentuais ndo permitem
determinar se eles foram eficientes ou ndo na redugdo do crescimento
dos fitopatdgenos testados. Por essa razdo, todos os isolados testados
tiveram sua influéncia quantificada através do IVCM, AACCM e PL
Todas as informagdes referentes aos tipos de controle exercidos por cada
isolado testado contra os trés fitopatdgenos, objetos deste estudo, podem
ser visualizados na Tabela 1.
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Tabela 1 - Tipos de controle, competidor, antibiose e ndo efetivo (n.e.),
exercidos por cada fungo de solo sobre os fitopatogenos S. sclerotiorum, S.
rolfsii e S. cepivorum.

Tipo de controle

Isolados
8. sclerotiorum S. rolfsii S. cepivorum

MCCR/SC1150 competidor competidor competidor
MCCR/SC1151 competidor competidor competidor
MCCR/SC1152 competidor competidor competidor
MCCR/SC1153 competidor competidor competidor
MCCR/SC1154 competidor competidor competidor
MCCR/SC1155 competidor competidor competidor
MCCR/SC1156 n.e. n.e. n.e.
MCCR/SC1157 antibiose n.e. antibiose
MCCR/SC1158 competidor n.e. competidor
MCCR/SC1159 competidor n.e. competidor
MCCR/SC1160 competidor n.e. competidor
MCCR/SC1161 competidor competidor competidor
MCCR/SC1162 competidor competidor competidor
MCCR/SC1163 competidor n.e. competidor
MCCR/SC1164 competidor competidor competidor
MCCR/SC1165 competidor competidor competidor
MCCR/SC1166 competidor competidor competidor
MCCR/SC1167 antibiose n.e. antibiose
MCCR/SC1168 competidor competidor competidor
MCCR/SC1169 competidor n.e. antibiose
MCCR/SC1170 antibiose antibiose antibiose
MCCR/SC1171 n.e. n.e. antibiose
MCCR/SC1172 n.e. n.e. competidor
MCCR/SC1173 antibiose n.e. competidor
MCCR/SC1174 competidor n.e. competidor
MCCR/SC1175 competidor competidor competidor
MCCR/SC1176 competidor competidor antibiose

MCCR/SC1177 antibiose n.e. antibiose
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Tipo de controle

Isolados
8. sclerotiorum S. rolfsii S. cepivorum

MCCR/SC1178 antibiose n.e. antibiose
MCCR/SC1179 competidor n.e. antibiose
MCCR/SC1180 competidor n.e. competidor
MCCR/SC1181 competidor n.e. competidor
MCCR/SC1182 competidor n.e. n.e.
MCCR/SC1183 antibiose n.e. antibiose
MCCR/SC1184 competidor competidor competidor
MCCR/SC1185 antibiose n.e. antibiose
MCCR/SC1186 antibiose n.e. antibiose
MCCR/SC1187 competidor competidor competidor
MCCR/SC1188 antibiose n.e. antibiose
MCCR/SC1189 antibiose n.e. antibiose
MCCR/SC1190 antibiose n.e. antibiose
MCCR/SC1191 competidor n.e. antibiose
MCCR/SC1192 competidor n.e. antibiose
MCCR/SC1193 n.e. n.e. n.e.
MCCR/SC11%4 antibiose n.e. antibiose
MCCR/SC1195 n.e. n.e. antibiose
MCCR/SC1196 antibiose competidor antibiose
MCCR/SC1197 antibiose n.e. antibiose
MCCR/SC1198 competidor competidor competidor
MCCR/SC1199 competidor competidor competidor
MCCR/SC1200 competidor n.e. competidor
MCCR/SC1201 n.e. n.e. n.e.
MCCR/SC1202 antibiose n.e. antibiose
MCCR/SC1203 competidor n.e. competidor
MCCR/SC1204 n.e. n.e. competidor
MCCR/SC1205 competidor n.e. competidor
MCCR/SC1206 antibiose n.e. antibiose
MCCR/SC1207 n.e. n.e. antibiose
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Tipo de controle

Isolados
8. sclerotiorum S. rolfsii S. cepivorum

MCCR/SC1208 competidor competidor competidor
MCCR/SC1209 competidor competidor competidor
MCCR/SCI1210 competidor n.e. antibiose
MCCR/SCI1211 antibiose n.e. antibiose
MCCR/SC1212 competidor competidor competidor
MCCR/SC1213 n.e. n.e. competidor
MCCR/SC1214 competidor n.e. competidor
MCCR/SCI1215 antibiose n.e. antibiose
MCCR/SCI1216 competidor n.e. competidor
MCCR/SC1217 antibiose n.e. antibiose
MCCR/SC1218 competidor n.e. competidor
MCCR/SC1219 competidor n.e. competidor
MCCR/SC1220 n.e. competidor competidor
MCCR/SC1221 antibiose n.e. antibiose
MCCR/SC1222 competidor competidor competidor
MCCR/SC1223 antibiose n.e. antibiose
MCCR/SC1224 antibiose n.e. antibiose
MCCR/SC1225 antibiose n.e. antibiose
MCCR/SC1226 competidor n.e. competidor
MCCR/SC1227 competidor n.e. competidor
MCCR/SC1228 competidor n.e. competidor
MCCR/SC1229 competidor n.e. competidor
MCCR/SC1230 competidor competidor competidor
MCCR/SC1231 antibiose n.e. antibiose
MCCR/SC1232 competidor n.e. competidor
MCCR/SC1233 antibiose n.e. antibiose
MCCR/SC1234 competidor n.e. competidor
MCCR/SC1235 antibiose n.e. antibiose
MCCR/SC1236 n.e. n.e. n.e.
MCCR/SC1237 competidor n.e. competidor
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Tipo de controle

Isolados
8. sclerotiorum S. rolfsii S. cepivorum

MCCR/SC1238 competidor n.e. antibiose
MCCR/SC1239 n.e. n.e. antibiose
MCCR/SC1240 antibiose n.e. antibiose
MCCR/SC1241 n.e. n.e. antibiose
MCCR/SC1242 antibiose n.e. antibiose
MCCR/SC1243 antibiose n.e. antibiose
MCCR/SC1244 competidor n.e. competidor
MCCR/SC1245 competidor n.e. competidor
MCCR/SC1246 n.e. n.c. competidor
MCCR/SC1247 antibiose n.e. antibiose
MCCR/SC1248 competidor competidor competidor
MCCR/SC1249 n.e. n.e. competidor
MCCR/SC1250 competidor n.c. antibiose
MCCR/SC1251 competidor competidor competidor
MCCR/SC1252 antibiose n.e. antibiose
MCCR/SC1253 antibiose n.e. antibiose
MCCR/SC1254 antibiose n.e. antibiose
MCCR/SC1255 competidor n.e. competidor
MCCR/SC1256 competidor n.e. competidor
MCCR/SC1257 competidor n.e. competidor
MCCR/SC1258 antibiose n.e. antibiose
MCCR/SC1259 competidor competidor competidor
MCCR/SC1260 competidor n.e. competidor
MCCR/SC1261 competidor competidor competidor
MCCR/SC1262 antibiose competidor competidor
MCCR/SC1263 competidor competidor competidor
MCCR/SC1264 competidor competidor competidor
MCCR/SC1265 competidor competidor competidor
MCCR/SC1266 antibiose n.e. competidor
MCCR/SC1267 competidor n.e. competidor
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Tipo de controle

Isolados
8. sclerotiorum S. rolfsii S. cepivorum

MCCR/SC1268 competidor competidor competidor
MCCR/SC1269 n.e. n.e. n.e.
MCCR/SC1270 competidor competidor competidor
MCCR/SC1271 competidor competidor competidor
MCCR/SC1272 competidor n.e. competidor
MCCR/SC1273 competidor n.e. competidor
MCCR/SC1274 competidor competidor competidor
MCCR/SC1275 competidor n.e. competidor
MCCR/SC1276 n.e. n.e. competidor
MCCR/SC1277 competidor n.e. competidor
MCCR/SC1278 competidor competidor competidor
MCCR/SC1279 competidor n.e. competidor
MCCR/SC1280 competidor n.e. competidor
MCCR/SC1281 n.e. n.e. competidor
MCCR/SC1282 competidor competidor competidor
MCCR/SC1283 competidor competidor competidor
MCCR/SC1284 antibiose n.e. antibiose
MCCR/SC1285 antibiose n.e. antibiose
MCCR/SC1286 competidor n.e. competidor
MCCR/SC1287 antibiose n.e. competidor
MCCR/SC1288 antibiose n.e. antibiose
MCCR/SC1289 antibiose antibiose antibiose
MCCR/SC1290 n.e. n.e. competidor
MCCR/SC1291 competidor competidor competidor
MCCR/SC1292 antibiose n.e. antibiose
MCCR/SC1293 competidor n.e. competidor
MCCR/SC129%4 antibiose n.e. antibiose
MCCR/SC1295 antibiose n.e. antibiose
MCCR/SC1296 competidor competidor competidor

MCCR/SC1297 competidor competidor competidor
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Tipo de controle

Isolados

8. sclerotiorum S. rolfsii S. cepivorum
MCCR/SC1298 competidor competidor competidor
MCCR/SC1299 antibiose n.e. antibiose

Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2018).

Legenda: Todos os isolados listados foram utilizados nos teste de controle
biologico. Os codigos foram determinados de acordo com os codigos da
Micoteca do Centro de Ciéncias Rurais da Universidade Federal de Santa
Catarina, Campus de Curitibanos. Todos os fungos possuem registro fotografico
das coldnias, e podem ser verificados no Apéndice C deste capitulo.

No que diz respeito a determinacdo do modo de acdo de
diferentes isolados do solo no controle biolégico de fungos
fitopatogénicos, nota-se uma deficiéncia de estudos com essa
caracteristica comparativa, entretanto alguns exemplos podem ser
encontrados para os trés fitopatogenos estudados.

Para S. sclerotiorum alguns fungos atuam como competidores,
micoparasitas ou produtores de compostos antibidticos, como € o caso
dos fungos Trichoderma harzianum, T. atroviride e T. longibrachiatum
(MATROUDI et al., 2009), T. asperelloides (SUMIDA et al., 2018) e
Coniothyrium minitans (MUTHUMEENAKSHI et al., 2007; ZENG et
al., 2014). Algumas bactérias também sdo amplamente estudas para o
controle de S. sclerotiorum principalmente pela formacdo de halo de
inibicdo, como por exemplo Enterobacter ludwigii, Agrobacterium
tumefaciens, Kasokonia cowardii, Variovorax sp., Bacillus sp.,
Burkholderia sp. e Pantoea vagans, Serratia marcescens (LOPES et al.,
2018).

Para S. rolfsii um dos principais métodos de acdo dos
microrganismos antagonistas envolve a producdo de enzimas hidroliticas
capazes de degradar a parede celular do fitopatdégeno, suprimindo o seu
desenvolvimento através do micoparasitismo que se desenvolve nas
estruturas de resisténcia e nas hifas (CAVALCANTI et al., 2018).
Alguns exemplos de fungos competidores ou micoparasitas de S. rolfsii
sao T. virens, T. viride, T. harzianum (MUKHERJEE et al., 2004; EL-
SHARKAWY et al., 2018; KUSHWAHA et al., 2018), T. koningii
(HIRPARA et al., 2017), T. gamsii e Aspergillus pseudocaelatus
(ZOHAIR et al., 2018). Ha ainda alguns exemplos de bactérias
desempenhando fun¢do antagénica neste fitopatdgeno, como
Sterptomyces sp. (JACOB et al., 2018), Bacillus sp. (SETHI;
MUKHERIJEE, 2018) e Rhizobium sp. (VOLPIANO et al., 2018).
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No ano de 1991, Jackson et al. realizaram no Reino Unido,
um levantamento de microrganismos do solo com potencial para o
controle do mofo branco do alho, causado por S. cepivorum, dos quais
140 eram fungos e 58 foram identificados como sendo bactérias. Estes
autores verificaram que 100% dos fungos testados apresentaram algum
tipo de efeito controlador entretanto 10% deles foram considerados
controladores fracos dentro da metodologia de avaliagdo utilizada, dados
estes que corroboram com os resultados encontrados no solo de
Brunopolis para o controle desse fitopatogeno.

Outras espécies de fungos que foram descritas como efetivas
no controle de S. cepivorum foram T. viride, T. harzianum, T. hamatum
(HUSSAIN et al., 2017), C. minitans (WHIPPS; GERLAGH, 1992), T.
pseudokoningii (JACKSON et al., 1991), T. asperellum e Talaromyces
flavus MAHDIZADEHNARAGHI et al., 2015).

Em se tratando de experimentos na area de controle biologico
de fitopatogenos, ndo ¢ dificil nos depararmos com grande quantidade
de trabalhos, principalmente quando se avalia a influéncia in vitro de
alguns microrganismos sobre outros, gerando consequentemente, uma
vasta quantidade de informacdo envolvendo essa tematica. Nos tltimos
anos tem se aumentado o entendimento da importancia dos
controladores bioldgicos, do modo de acdo exercido por eles e algumas
técnicas de aplicacdo, entretanto a comercializacdo ainda enfrenta
problemas, principalmente devido a diferenca na performance dos
controladores no campo (HEYDARI; PESSARAKLI, 2010).

44. PERCENTUAL DE INIBICAO DO CRESCIMENTO
MICELIAL

A avalia¢do do percentual de inibi¢do (PI) da velocidade do
crescimento micelial, para os fungos de solo testados no pareamento em
placa contra S. sclerotiorum, indicou eficiéncia dos isolados qualificados
tanto como competidores quanto como produtores de antibidticos. Dos
84 fungos qualificados como competidores, 83 foram considerados
efetivos estatisticamente, separados em cinco grupos pelo teste de Scott-
Knott a 5% de significancia (p < 0,05) (Figura 9).

Dos dois grupos que apresentaram maior redugdo no PI da
velocidade, destacam-se os isolados SC1264 e SC1199, que apontaram
reducdo de 41% e 38% respectivamente, quando comparados ao
tratamento controle. Para o segundo grupo (coloragdo verde), o
percentual de inibi¢do na velocidade do crescimento de S. sclerotiorum
variou entre 28% e 34%.
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Figura 9 - Inibicdo da velocidade do crescimento micelial de Sclerotinia sclerotiorum quando pareado com diferentes fungos de

solo qualificados como controladores do tipo competicdo. O grafico aponta em ordem decrescente os valores obtidos. As

diferentes coloracdes indicam as diferentes classes, agrupadas de acordo com o intervalo percentual obtido com o teste de Scott-

Knott a 5% de significancia.

[TTTTrrrrrrT T T T T T T T T T T T e T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T rrT i

I
LSy

[ | |
L'€€ £ze 60L
(%) opeproofoa ep Id

1
90~

onuod
4924108
€91408
£6ZL08
Z81408
¥iZL0S
Lzos
SPZIOS
952108
262008
182108
051108
982108
ZLZLOS
£8Z108
181108
1S4108
851108
£51808
092108
ELILOS
viZIOS
691408
922108
802108
991108
§S2L08
8LZLOS
WIS
052108
6LZ1O8
651108
61108
L2208
S0Z1L08
¥S1L0S
941408
0LZLOS
082108
091108
60ZLOS
[S14%0
162808
731108
L81408
0£ZLOS
081108
191108
82Z108
vLLLOS
192108
LEZLOS
SLZLOS
00ZL0S
892108
8EZ1I0S
01ZLDS
51108
862108
Z91108
viZLOS
82108
¥rZios
6IZIOS
LLzLos
161108
§91108
ZIZI0S
£L2108
SLIOS
¥aLL0S
592108
962108
£0Z10S
§LZL0S
(24453
891108
162108
861108
£9Z108
§PZL0S
Z51108
6SZLOS
661108
¥IZL0S

Isolados

Fonte: Elaborado pelo autor (2018).
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Para os fungos considerados competidores contra esse
fitopatdégeno, apenas o isolado SC1267 ndo diferiu do tratamento
controle de acordo com a analise estatistica realizada (Figura 9).

No segundo grupo de controladores biologicos, classificados
como sendo do tipo antibiose contra S. sclerotiorum, todos os isolados
foram considerados eficientes na redugdo do PI da velocidade (p < 0,05),
com o menor valor (8%) sendo atribuido ao fungo SC1289 (Figura 10).
As diferentes cores nos graficos indicam as diferentes classes que foram
separadas de acordo com o Scott-Knott 5%. Dentre essas classes, a azul
corresponde aos isolados que apresentaram reducdo no PI da velocidade
de 17% a 23%, enquanto a classe verde possui um intervalo de variagdo
de 24% a 25%. O isolado que apresentou a maior reducao foi o SC1262,
que reduziu a velocidade do crescimento micelial de S. sclerotiorum em
33% quando comparado ao tratamento controle (Figura 10).

Para S. rolfsii, o grafico de setores que indica o percentual de
controladores biologicos, mostra uma redugdo significativa no nimero
de fungos que podem atuar como controladores deste fitopatogeno,
quando comparado aos valores obtidos para os fungos S. sclerotiorum e
S. cepivorum. Ainda assim, dos 44 fungos que foram classificados como
competidores contra S. rolfsii, apenas um isolado ndo diferiu do
tratamento controle (p < 0,05). Em contrapartida, todos os outros
apresentaram uma redug@o no PI da velocidade para este fungo acima de
10% e foram separados em seis diferentes classes (Scott-Knott 5%)
(Figura 11). Ainda, ¢ possivel observar que o grupo laranja engloba os
dois isolados considerados mais eficientes na redugdo do IVCM de S.
rolfsii, que sdo o SC1152 (46%) e o SC1155 (42%). A partir do grupo
azul, todos os isolados considerados competidores apresentaram reducgdo
da velocidade do crescimento micelial do fitopatdgeno acima de 30%. O
unico isolado considerado como controlador do tipo antibiose contra S.
rolfsii ndo apontou diferenga estatistica quando comparado ao controle e
por esse motivo ndo foi demonstrado graficamente.

Quando avaliado o PI da velocidade de S. cepivorum,
praticamente todos os fungos considerados competidores e antibioticos
foram eficientes, com apenas um isolado (SC1172) na classe dos
competidores nao diferindo estatisticamente do tratamento controle (p <
0,05) (Figura 12). Os outros 87 isolados foram separados em 8 classes
pelo teste Scott-Knott 5%. A partir do fungo SC1214 (classe vermelha),
todos os isolados obtiveram um percentual de redugdo na velocidade do
crescimento micelial de S. cepivorum acima de 30%, destacando-se os
SC1165, SC1155, SC1152 e SC1261, com redugdes de 67%, 64%, 62%
e 59% respectivamente, quando comparados ao controle.
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Figura 12 - Inibigdo da velocidade do crescimento micelial de Sclerotium cepivorum quando pareado com diferentes fungos de
solo qualificados como controladores do tipo competicdo. O grafico aponta em ordem decrescente os valores obtidos. As

diferentes coloracdes indicam as diferentes classes, agrupadas de acordo com o intervalo percentual obtido com o teste de Scott-

Knott a 5% de significancia.
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A analise dos fungos antibidticos contra S. cepivorum, todos
os 55 isolados foram diferentes do controle, se mostrando eficientes a
partir de um percentual de 6% (SC1195) e 7% (SC1295) (p < 0,001) de
redugdo (Figura 13). As trés principais classes de isolados, separados
pelo teste Scott-Knott 5%, possuem intervalos de PI da velocidade que
variam de 19% a 31,5%, valores atrelados aos isolados SC1242 (classe
azul) e SC1285 (classe laranja), respectivamente.

Os dados de IVCM utilizados para geracdo do PI da
velocidade dos trés fitopatdogenos podem ser visualizados nos graficos
de caixas dos Apéndices A-I a A-II1.

A AACCM foi considerada o pardmetro mais importante para
determinacdo dos isolados de solo que sdo de fato controladores dos
fitopatogenos, tendo em vista que ela ¢ um indice que avalia a area total
de crescimento do fungo a partir do somatério das médias de
crescimento diario em fun¢do do tempo entre as avaliagdes. Dessa
forma, a partir desse indice, utilizado para o calculo e gera¢do dos
graficos do percentual de inibi¢do da 4rea de crescimento dos
fitopatdgenos, foi possivel verificar que houve uma diferenga em relagio
ndo s6 a analise qualitativa dos isolados, como também em relagdo aos
percentuais de inibi¢do da velocidade dos fitopatdogenos para cada fungo
de solo testado.

Para S. sclerotiorum, dos fungos considerados competidores,
53 dos 84 isolados foram capazes de reduzir a area de crescimento para
o patogeno de planta acima citado (Scott-Knott 5%). O percentual
minimo de reducdo que fez com que houvesse diferenciacdo estatistica
entre os grupos efetivos e nao efetivos para este indice foi de 4% de
inibicdo de area (SC1159) (Figura 14). O valor méximo de inibigdo
entre os isolados pertencentes ao grupo dos competidores foi de 40%
(SC1152), quando comparado ao tratamento controle.

No que diz respeito ao grupo de isolados qualificados como
antibidticos para este mesmo fitopatdogeno, pouco mais da metade (28
dos 45 avaliados) se diferenciaram ou apresentaram valores de redugéo
de area maiores do que o tratamento controle (Figura 15). Destes, duas
classes apenas foram separadas como efetivas, a primeira (classe verde)
agrupou os isolados que representaram um percentual de inibi¢do acima
de 5% (SC1247) até 14% (SC1262), enquanto a segunda classe
(laranja), que corresponde aos isolados com maior capacidade de
redugdo de area de S. sclerotiorum, possui um intervalo de PI entre 16%
e 27%.



Figura 14 - Inibicdo da area de crescimento micelial de Sclerotinia sclerotiorum quando pareado com diferentes fungos de solo

qualificados como controladores do tipo competi¢do. O grafico aponta em ordem decrescente os valores obtidos. As diferentes

coloragdes indicam as diferentes classes, agrupadas de acordo com o intervalo percentual obtido com o teste de Scott-Knott a 5%

ancia.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2018).
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No caso do fungo S. rolfsii, que apresentou menor niimero de
controladores biologicos dentro dos isolados que foram testados, apenas
sete dos 44 fungos ndo poderiam ser utilizados em testes posteriores
para determinacdo da sua eficiéncia como controladores bioldgicos,
tendo em vista que eles ndo diferiram estatisticamente do tratamento
controle, com dois isolados (SC1271 e SC1199) apresentando valores de
area até maiores que o fitopatogeno (Figura 16).

Os outros 37 isolados desse mesmo tratamento foram
separados em trés classes pelo teste de Scott-Knott 5%. Todos os
isolados com percentual de reducdo de area variando entre 4% e 7%
(grupo azul) foram considerados os competidores mais fracos no teste in
vitro. Os intermediarios, representados no grafico pela cor verde, foram
todos os isolados que apresentaram Pl de area entre 8% e 12% e os
fungos com maior potencial no controle de S. rolfsii apresentaram um
valor méximo de PI de 18% (SC1175) (grupo laranja) (Figura 16).

O percentual de inibicdo da area de crescimento de S.
cepivorum, visualizado na figura 17, foi diferenciado em 8 grupos pelo
teste de Scott-Knott para os isolados qualificados como competidores,
dos quais seis apresentaram valores de PI superiores ao grupo em que se
encontra o tratamento controle (grupo amarelo) (Figura 17). Dos 88
isolados testados nessa categoria, 66 foram considerados efetivos na
reducdo do desenvolvimento da area do patdégeno, sendo o menor valor
(6%) atribuido ao isolado SC1271. Os trés grupos mais eficientes
(laranja, verde e azul) apresentaram reducdo da 4rea do fungo
fitopatogénico supracitado acima de 30%.

Os maiores valores, no entanto, estdo associados aos isolados
SC1165 (37%), SC1261 (38%) e SC1155 como o maior controlador nos
testes in vitro do fungo S. cepivorum, com 47% de inibi¢do da area de
crescimento do patogeno (Figura 17).

Ainda relacionado a este mesmo patégeno, dos 55 isolados
que foram classificados como biocontroladores do tipo antibiose, 45
foram efetivos, mesmo que o minimo de redu¢do tenha sido de 3%
(SC1235), o menor valor entre os fungos dentro do grupo contendo o
tratamento controle (Figura 18).

Dos trés grupos efetivos (laranja, verde e azul) na figura 18, os
valores médios de PI da area gerados a partir da AACCM variam de 3%
a 9% para a classe menos eficiente, de 10% a 15% para a classe
intermediaria e de 20% a 25% para o grupo mais eficiente. Os isolados
SC1289, SC1171, SC1202, SC1195, SC1284, SC1295, SC1288,
SC1223, SC1196 e SC1239 foram os fungos que permaneceram na



Figura 17 - Inibi¢ao da area de crescimento micelial de Sclerotium cepivorum quando pareado com diferentes fungos de solo

qualificados como controladores do tipo competi¢do. O grafico aponta em ordem decrescente os valores obtidos. As diferentes

coloragdes indicam as diferentes classes, agrupadas de acordo com o intervalo percentual obtido com o teste de Scott-Knott a 5%

ancia.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2018).
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classe do tratamento controle, ndo diferindo estatisticamente dele
(Figura 18).

A vpartir disso, as avaliacdes realizadas com dados de
percentuais de inibicdo de crescimento da area dos fitopatdogenos nos
indicou que dos 129 isolados com efeito natural no PI da area de S.
sclerotiorum, 81 teriam o potencial para avancar nas pesquisas
biotecnologicas enquanto, para S. cepivorum, o nimero caiu de 143 para
108 e, dos 45 para S. rolfsii, apenas 37 estariam aptos nesse processo.

Dos dois grupos de controladores testados (competidores e
antibidticos) os que apresentaram valores maximos de reducéo de area
por competicdo foram o SCI1155, que reduziu em 47% o
desenvolvimento de S. cepivorum e o SC1152 que atingiu PI da area de
crescimento de 40% contra S. sclerotiorum. Os isolados classificados
como competidores do tipo antibiose apontaram fungos que sdo capaz
de reduzir o desenvolvimento de S. sclerotiorum em 27% (SC1157) e de
S. cepivorum em 25% (SC1170). Para S. rolfsii o maximo de redugdo
obtido foi de 18% para o competidor SC1175.

Os dados da AACCM utilizados para geracdo do PI da area
dos trés fitopatogenos pode ser visualizado nos graficos de caixas dos
Apéndices B-I a B-1I1.

Nos ultimos anos tem havido uma crescente demanda por
microrganismos capazes de controlar fitopatdogenos, entretanto ha uma
grande divergéncia nas metodologias propostas para essa finalidade. Em
seu artigo de revisdo, Pliego et al. (2011) observaram que ha a
necessidade de metodologias com abordagens mais eficientes na
prospeccdo de potenciais biocontroladores. De acordo com o trabalho
apresentado por esses mesmos autores, todas as metodologias
apresentam falhas, e foram poucas as pesquisas capazes de uma
abordagem mais complexa para avaliar essa relagdo existente entre
microrganismos, levando em consideragdo uma maior quantidade de
fatores associados ao seu desenvolvimento.

Até que possam ser utilizados em escala comercial, existe uma
grande quantidade de passos que devem ser seguidos, como
identificagdo do patégeno no cultivo de interesse, prospeccdo de
microrganismos que possuam relagdo ecoldgica com o patégeno e
isolamento dos mesmos, analise do desenvolvimento dos isolados,
identificagdo, testes de controle in vitro, in vivo e in situ, produgdo em
larga escala, dentre outras (KOHL et al., 2011).

E importante salientar que, por menor que sejam os aspectos
avaliados nessa perspectiva, todos sdo relevantes. A prospeccdo de
fungos do solo por exemplo, nos permite verificar a quantidade de
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potenciais controladores biologicos para determinados microrganismos
fitopatogénicos, mesmo que se apresente apenas como um critério
informativo da relagdo patdgeno-antagonista em ambiente controlado.
Essa ¢ uma caracteristica que tem sido abordada por varios autores, e ¢
através dela que ¢é possivel, de certa forma, a sele¢do dos considerados
mais eficientes para a aplicagdo em processos biotecnologicos
subsequentes. A utilizagdo de métodos de pareamento de culturas in
vitro, tem sido a mais utilizada por pesquisadores e ainda que
apresentem algumas diferencas metodoldgicas, os resultados sdo na
maioria das vezes expressos em percentual de inibi¢do, calculado a
partir da avaliacdo do didmetro das colonias dos fitopatdogenos (EL-
KATATNY et al., 2006; FERRAZ et al., 2016; LANDUM et al., 2016;
SHARMA et al., 2017; KUSHWAHA et al., 2018; ZOHAIR et al.,
2018).

Outros pesquisadores, apresentam abordagens diferentes para
a avaliagdo qualitativa e quantitativa. Para a selecdo de antagonistas
contra o desenvolvimento de esclerddios de S. cepivorum, Harrison e
Stewart (1988), utilizaram o pareamento de culturas apenas como
critério qualitativo para a sele¢do de isolados de Trichoderma sp. para o
controle do mofo branco na cebola, através de 5 classes distintas.
Entretanto, You et al. (2016), utilizaram a metodologia de pareamento
de culturas para a selegcdo de biocontroladores com uma abordagem de
multiplos critérios, também através do uso de classes, mas levando em
consideragdo trés caracteristicas relevantes, o potencial de
micoparasitismo, o potencial como antifungico e o potencial pra
germinacdo de sementes. Portanto, a auséncia de trabalhos que possam
corroborar com os resultados apresentados nesta pesquisa esté atrelada a
varios fatores, principalmente a aplicagdo das metodologias, que deve
ser ajustada as necessidades dos fungos testados e ao objetivo das
pesquisas.

Uma das principais caracteristicas que permite a avaliagdo do
desenvolvimento dos fungos e as relagdes ecoldgicas nas quais estdo
envolvidos ¢ a caracterizagdo bioquimica e metabdlica desses
organismos. As interagdes recorrentes nos processos de controle
biolégico, por exemplo, tem inicio com o reconhecimento de espécies
alvo pelo antagonista, desencadeando uma sequéncia de reagdes
metabolicas que podem controlar ou destruir os patégenos
(DAGUERRE et al., 2014). Esses mesmos autores mencionam ainda
que em algumas espécies de fungos, as proteinas-G, os receptores
associados a elas e a enzima adenilato ciclase desempenham um papel
critico na secre¢do de metabolicos antibidticos e producdo de enzimas
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degradadoras de parede celular. Experimentos com 7. atroviride,
comprovaram que o silenciamento de um gene de proteinas-G (Gprl),
fez com que o fungo perdesse sua viruléncia contra o fitopatdgeno
Rhizoctonia solani, além de ocasionar uma regula¢do negativa nos genes
codificadores de quitinases (nagl e ech42) e de protease (prbl), genes
com agao reconhecida no processo de micoparasitismo (OMANN et al.,
2012).

Para os isolados considerados competidores, a diferenca
existente entre eles no que se refere a viruléncia contra os fitopatogenos
em questdo pode estar relacionado a concentragdo de enzimas
especificas, como quitinases, proteases e glucanases. Sharma et al.
(2017) verificaram que o fungo de solo 7. harzianum apresentava um
alto potencial como controlador dos fitopatogenos F. oxysporum,
Colletotrichum truncatum e C. capsici, e a analise da taxa de expressao
génica, para enzimas envolvidas no processo de
competi¢do/micoparasitismo realizada por eles para cada fitopatogeno,
indicaram maiores regulagdes génicas para quitinases, proteases e
glucanases, respectivamente.

Outros estudos também apontaram para o fato de que os
isolados de Trichoderma sp. que apresentaram maiores taxas de
regulacdo génica para quitinases, proteases e glucanases seriam mais
eficientes para o controle de fitopatogenos como S. sclerotiorum
(STEINDOREFF et al., 2014) e F. oxysporum (LOPEZ-MONDEJAR et
al.,2011).

Quando se adiciona as caracteristicas supracitadas, a
existéncia de compostos volateis produzidos por fungos do solo
(MORATH et al., 2012), a produg@o de metabolitos secundérios agindo
como antibiose, a producdo de enzimas detoxificadoras que fornecem
protecdo aos fungos contra substincias produzidas por patdgenos
(DAGUERRE et al., 2014), além de um conjunto de outros fatores
bidticos e abiodticos, é esperado que os resultados encontrados em
laboratério, para os 150 isolados testados, possam apresentar alguma
divergéncia nas etapas seguintes do processo de obtengdo de um
biocontrolador efetivo, o que de certa forma, adiciona um peso ainda
maior & importancia da prospec¢do de fungos biocontroladores de
doengas de plantas.
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5. CONCLUSAO

A partir dos resultados apresentados, ndo € possivel realizar
qualquer afirmagdo de como a comunidade de fungos se comporta em
relacdo & composicdo quimica do solo nos diferentes ecossistemas.
Entretanto, a realizacdo de estudos mais precisos nessa area pode gerar
informagdes importantes sobre a influéncia de determinados macro e
micronutrientes no desenvolvimento da micobiota.

Com os testes de controle bioldgico contra os fungos S.
sclerotiorum, S. rolfsii e S. cepivorum foi possivel verificar, através dos
parametros qualitativos e quantitativos, identificar como a comunidade
edafica de fungos se comporta em relagdo aos processos ecossistémicos
que norteiam a manutencdo da mesma. Essa relacdo se caracteriza pela
manutenc¢do do equilibrio dindmico que permite o desenvolvimento, em
niveis reduzidos de fitopatogenos, através da presenca de grupos de
fungos que atuam como controladores naturais.

A caracterizagdo qualitativa, ainda que auxilie em respostas
mais pontuais no que diz respeito a avaliacdo das comunidades de
fungos quanto ao tipo de biocontrole exercido em cada fitopatdgeno, ndo
consegue fornecer parametros suficientes para a separagcdo entre
organismos mais ou menos eficientes, sendo entdo necessario que se
apresente resultados quantitativos capazes de indicar aqueles
considerados mais aptos para os avangos nos estudos de geracdo de
processos e produtos biotecnologicos.

Dessa forma, podemos concluir que ha um grande potencial
na comunidade de fungos de solo para a utilizagdo como controladores
biolégicos de fungos fitopatogénicos. A prospeccdo realizada neste
trabalho nos fornece resultados, no minimo reveladores quanto ao alto
percentual de organismos provenientes de uma unica localidade que
poderiam ser utilizados em estudos que visem a producdo e
comercializagdo de produtos biologicos com essa finalidade.

O trabalho desenvolvido confirma ainda, que os fungos de
solo ndo s6 possuem métodos de acdo diferentes contra os fitopatdogenos
como também apresentam variagdo em eficiéncia. Alguns isolados
foram considerados competidores contra S. sclerotiorum, produtores de
substancias inibitorias no desenvolvimento de S. cepivorum e sem
qualquer efeito em S. rolfsii. Toda essa avalia¢do justifica ndo s6 a
continuidade deste trabalho, testando os passos seguintes no processo de
desenvolvimento de um produto biologico, para ser usado na agricultura,
como também fornece resultados importantes para a continuidade da
prospec¢do de microrganismos de solo para aplicacdo biotecnologica.
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APENDICE A-I. Indice de velocidade crescimento micelial de S.

sclerotiorum na presencga de diferentes fungos de solo.
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informagdes dos valores de IVCM de Sclerotinia sclerotiorum na presenca de
aos codigos de herborizacdo dos isolados.

Legenda: Cada grafico de caixa possui sua propria testemunha (Controle) e

Fonte: Elaborado pelo autor (2018).
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diferentes fungos isolados do solo. As identificagdes dos eixos X, se referem aos

informagodes dos valores de IVCM de Sclerotium rolfsii na presenga de 10
codigos de herborizagao dos isolados.

Legenda: Cada grafico de caixa possui sua propria testemunha (Controle) e

Fonte: Elaborado pelo autor (2018).
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diferentes fungos isolados do solo. As identificagdes dos eixos x, se referem aos

informagdes dos valores de IVCM de Sclerotium cepivorum na presenga de 10
codigos de herborizagdo dos isolados.

Legenda: Cada grafico de caixa possui sua propria testemunha (Controle) e

Fonte: Elaborado pelo autor (2018).
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Fonte: Elaborado pelo autor (2018).

Legenda: Cada grafico de caixa possui sua propria testemunha (Controle) e

informagdes dos valores de AACCM de Sclerotinia sclerotiorum na presenga de

10 diferentes fungos isolados do solo. As identificagdes dos eixos X, se referem

aos codigos de herborizagao dos isolados.
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APENDICE B-II. Areas abaixo da curva de crescimento micelial de S.

rolfsii na presenca de diferentes fungos de solo.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2018).

Legenda: Cada grafico de caixa possui sua propria testemunha (Controle) e

diferentes fungos isolados do solo. As identificagdes dos eixos X, se referem aos

informagodes dos valores de AACCM de Sclerotium rolfsii na presenga de 10
codigos de herborizagao dos isolados testados.
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APENDICE B-III. Areas abaixo da curva de crescimento micelial de S.

cepivorum na presenca de diferentes fungos de solo.
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diferentes fungos isolados do solo. As identifica¢des dos eixos x, se referem aos

informagdes dos valores de AACM de Sclerotium cepivorum na presenga de 10
codigos de herborizagdo dos isolados.

Legenda: Cada grafico de caixa possui sua propria testemunha (Controle) e

Fonte: Elaborado pelo autor (2018).
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APENDICE C — Fotos das colonias dos fungos de solo utilizados nos
experimentos de controle bioldgico.

MCCR/SC1150 MCCR/SC1155
Frente Verso Frente Verso
MCCR/SC1151 MCCR/SC1156
Frente Verso Frente Verso

MCCR/SC1152 MCCR/SC1157
Frente Verso Frente Verso

MCCR/SC1153 MCCR/SC1158
Frente Verso Fren Veso

MCCR/SC1154 MCCR/SC1159
Frente Verso Frente Verso
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MCCR/SC1160 MCCR/SC1165
Frente Verso Frente Verso

MCCR/SC1166
Frente Verso

MCCR/SC1162 MCCR/SC1167
Frente Verso Frente Verso
MCCR/SC1163 MCCR/SC1168
Frente Verso Frente Verso

MCCR/SC1164 MCCR/SC1169
Frente Verso Frente Verso




MCCR/SC1170
Frente Verso

MCCR/SC1171
Frente Verso

90

MCCR/SC1175
Frente Verso

MCCR/SC1176
Frente Verso

MCCR/SC1172
Frente Verso

MCCR/SC1173
Frente Veso

MCCR/SC1174
Frnte Verso

MCCR/SC1177
Frente Verso

-

MCCR/SC1178

Frente Verso
—

MCCR/SC1179
Frente Verso
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MCCR/SC1180 MCCR/SC1185
Frente Verso Frente Verso

MCCR/SC1181 MCCR/SC1186
Frente Verso Frente Verso

MCCR/SC1182 MCCR/SC1187
Frente Verso Frente Verso

MCCR/SC1183 MCCR/SC1188
Frente Verso Frente Verso
/? = P

MCCR/SC1189
Frente Verso
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MCCR/SC1190 MCCR/SC1195
Frente erso Frente Verso

MCCR/SC1191 MCCR/SC1196
Frente Verso Frente Verso

MCCR/SC1192 MCCR/SC1197
Frente Verso Frente Verso

MCCR/SC1193 MCCR/SC1198
Frente Verso Frente Verso

MCCR/SC119%4 MCCR/SC1199
Frente Verso Frente Verso
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MCCR/SC1200 MCCR/SC1205
Frente Verso Frente Verso

MCCR/SC1201 MCCR/SC1206
Frente Verso Frente Verso

BN

MCCR/SC1202 MCCR/SC1207
Frente Verso Frente Verso

MCCR/SC1203 MCCR/SC1208
Frente Verso Frente Verso

MCCR/SC1204 MCCR/SC1209
Frente Verso Frente Verso
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MCCR/SC1210 MCCR/SC1215
Frente Verso Frente Verso

MCCR/SC1211 MCCR/SC1216
Frente Verso Frente Verso

~

MCCR/SC1212 MCCR/SC1217
Frente Verso Frente Verso

MCCR/SC1218
Frente

MCCR/SC1214 MCCR/SC1219
Frene Verso Frente Verso
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MCCR/SC1220 MCCR/SC1225
Frente Verso Frente erso

MCCR/SC1221 MCCR/SC1226
erso Frente Verso

Frente

MCCR/SC1227
Frente Verso

MCCR/SC1223 MCCR/SC1228
Frente Verso Frente Verso

MCCR/SC1224 MCCR/SC1229
Frente Verso Frente Verso
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MCCR/SC1230 MCCR/SC1235
F rente Verso Frente Verso

MCCR/SC1231 MCCR/SC1236
Frente Verso Frente Verso

MCCR/SC1232 MCCR/SC1237
Frente Verso Frente Verso

MCCR/SC1233 MCCR/SC1238
Frente Verso Frente Verso

MCCR/SC1234 MCCR/SC1239
Frente Verso Frente Verso
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MCCR/SC1240
Frente Verso

MCCR/SC1241
Frente Verso

MCCR/SC1245
Frente Verso

MCCR/SC1246

Frente Verso

MCCR/SC1242
Frente Verso

MCCR/SC1243
Frente Verso

MCCR/SC1244
Frente Verso

MCCR/SC1247
Frente Verso

ar™

MCCR/SC1248
Frente Verso

MCCR/SC1249
Frente Verso
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MCCR/SC1250 MCCR/SC1255
Frente Frente Verso

MCCR/SC1251 MCCR/SC1256
Frente Verso Frente Verso

MCCR/SC1252 MCCR/SC1257
Frente Verso Frente Verso

MCCR/SC1253 MCCR/SC1258
Frente Verso Frente erso

MCCR/SC1254 MCCR/SC1259
Frente Verso Frente Verso
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MCCR/SC1260
Frnte Verso

MCCR/SC1261
Frente Verso

MCCR/SC1262
Frente Verso

—

MCCR/SC1263
Frente Verso

00

MCCR/SC1265
Frente Verso

MCCR/SC1266
Frente Verso

MCCR/SC1267
Frente Verso

MCCR/SC1268
Frente Verso

MCCR/SC1264
Frente Verso

MCCR/SC1269
Frente Verso




MCCR/SC1270
Frente Verso

MCCR/SC1271
Frente Verso

MCCR/SC1272
Frente Verso

MCCR/SC1273
Frnte Verso

MCCR/SC1274
Frente Verso

100

MCCR/SC1275
Frente Verso

MCCR/SC1278
Frente Verso

MCCR/SC1279
Frente Verso
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MCCR/SC1280 MCCR/SC1285
F rente Verso Frente Verso

MCCR/SC1281 MCCR/SC1286
Frente Verso Frente Verso

MCCR/SC1282 MCCR/SC1287
Frente Verso Frente Verso

MCCR/SC1283 MCCR/SC1288
Frente Verso Frente Verso

MCCR/SC1284 MCCR/SC1289
Frente Verso Frente Verso
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MCCR/SC1290 MCCR/SC1295
Frente Verso Frente Verso

MCCR/SC1291 MCCR/SC1296
Frente Verso Frente Verso

MCCR/SC1292 MCCR/SC1297

Frente Verso Frente Verso

MCCR/SC1298
Frente Verso

MCCR/SC129%4 MCCR/SC1299
Frente Verso Frente Verso

= N
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Fonte: Todas as imagens apresentadas neste Apéndice C foram editadas e
identificadas pelo proprio autor (2018).



