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RESUMO

BOREL, Filipe Constantino, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de 2014.
Interacdo de Clonostachys rosea e Sclerotinia sclerotiorum no solo e em plantas de
soja e feijdo.Orientador: Luiz Anténio Maffia.

Sclerotinia sclerotiorum € patégeno importantagente causal do mofo branco em vérias
culturas. O controle do patégeno é dificil, em vista da ampla gama de hospedeiros,
caréncia de cultivares resistentes, producéo de esclerddios e dos problemas associados
ao controle quimico. Para avaliar o potencial do biocontrole do mofo branco nas
culturas de soja e feijdo, testou-se a eficiédei&lonostachys rosea ent i. reduzir a
viabilidade de esclerédios dé&. sclerotiorum; i, colonizar plantas das duas
leguminosas;e iii. aumentar a emergéncia de sementes de feijdo infectadas pelo
patdgeno. Avaliolse a germinacdo carpogénica dos esclerddios em solo e areia
autoclavados; em ambos, o antagonista reduziu a germinagédo. A&liambém,a
germinacdo carpogénica de esclerddios armazenados em duas condigBes (ambiente de
laboratorio e em camara fria)enterrados em solo autoclavado, pasteurizado e natural
Clonostachys rosea reduziu a germinacdo carpogénicemdependentemente das
condi¢cbes de armazenamento e de substrato de enterrio dos esclerddios, mas néo afetou
a germinacao miceliogénica. Apoés pulverizar suspensao de cotgédiogsosea na parte

aérea de plantas de soja e feijdo, detectou-se colonizacdo do antagonistalasm tec
foliares e floras de plantas de ambas as leguminosas. Imergiram-se sementes de feijao,
infectadas poS8. sclerotiorum, em suspensao de conidios@leosea, e houve aumento

da emergéncia de plantulas. Assi@, rosea foi efetivo em reduzir a germinacao
carpogénica d&. sclerotiorum, colonizou tecidos importantes para o desenvolvimento

da doenca nas plantas e aumentou a emergéncia de sementes infectadas. Nessa
perspectiva, conclui-se que o antagonista tem potencial no bicontrole do mofo branco

em soja e feijoeiro.
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ABSTRACT

BOREL, Filipe Constantino, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, February, 2014.
Interaction of Sclerotinia sclerotiorum and Clonostachys rosea in soil and in plants
of soybean and common beamdviser: Luiz Anténio Maffia.

Sclerotinia sclerotiorum is an important pathogen that casihe white mold on several
crops. Pathogen control is difficult because of the wide host range, lack of resistant
cultivars, production of sclerotia, and problems associated with the chemical control. To
evaluate the potential of biocontrol of white mold in soybean and common bean crops,
we evaluated the efficiency @lonostachys rosea to: i. reduce the viability of sclerotia

of S sclerotiorum; ii. colonize plants of both leguminous; and iii. increase the
emergence on bean from seeds infected \@thsclerotiorum. We evaluated the
carpogenic germination of sclerotia in autoclaved soil and sand that were treated with
C. rosea; in both, the antagonist reduced the germination. We also evaluated the
germination of sclerotia that were stored under two conditions (laboratory and cold
room) and buried in autoclaved, pasteurized, or natural soil treated with the antagonist.
The carpogenic germination was reducedbyosea regardless of the sclerotia and soill
treatments, whereas the myceliogenic germination was not affected. Conidial
suspension of. rosea was sprayed on soybean and bean plants, and samples of leaves
and flowers were plated. The fungus was able to colonize the flowers and leaves of both
leguminous. Bean seeds were infected withsclerotiorum, immersed in conidial
suspension ofC. rosea, and seeded in planting substrate. The treatment with the
antagonist increased seedling emergence. Therefonmsea redu@d the carpogenic
germination ofS. sclerotiorum, colonized important tissues for white rot development in
plants, and increased the emergence of seedlings from infected seeds. It is concluded

that the antagonist is a potential biocontrol agent of white rot in soybeans and beans.

vii



1. INTRODUCAO

Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary, agente causal do mofo brancanré
importante fitopatdgeno que pode infectar noE400 espécies de plantas de diferentes
familias (Boland e Hall, 1994). O controle do mofo branco em soja e feijoeiro € dificil,
pois ha baixa disponibilidade de cultivares resistentes, o patdgeno produz esclerodios,
que perduram por anos no camgoh& problemas associados ao controle quimico
(Bardin e Huang, 2001; Huang e Erickson, 2008; Steadman, 1983). No Brasil, em 1921
ocorreu 0 primeiro registro d8& sclerotiorum em S&o Pauloem plantas de batata
(Chaves, 1964), e até o final da década de 1980, o patdégeno era relatado principalmente
em hortalicas. O aumento no niumero de ocorréncias e a dispersdo do patdgeno para
outras culturas e regides deram-se principalmente pela expansao da fronteira agricola
para o Cerrado e o plantio no periodo frio e seco do ano. A doengaugaiplortancia
na cultura da soja, principalmente com os plantios continuados no mesmo local e
rotacdo de culturas com espéciesostiveis como feijoeiro, tomateiro, batateira, ervilha
e algodoeiro (Garcia, 2008

O mofo branco pode causar grandes perdas nas culturas da soja e feijoeiro. Nos
Estados Unidos perdas anuais superam os 450 milhGes de dolares (USDA, 2013). No
Brasil, especialmente na cultura do feijao, a doenca pode atingir 100% de incidéncia
(Napoleao et al., 2005). Para a soja, na safra 2005/06, ocorreram perdas de 20% em
Goias; na safra 2007/08, a doenca foi considerada mais severa e importante que a
ferrugem asiatica, principalmente porque o manejo da ferrugem é mais eficiente que
do mofo branco (Pomella et al.,, 200&Embora faltem dados conclusivos sobre as
perdas decorrentes da doenca no Brasil, estima-se que possam atingir 70% em algumas
culturas (Ferraz, 20)2

Como a maioria das cultivares de soja e feijdo disponiveis aos agricultores tem
resisténcia parcial ao fungo (Vuorej al.,, 2008, a aplicacdo de fungicidas é a
alternativa mais usada no controle do mofo branco (Mueller et al.). ZB@2etantop
custo envolvido é alto, pois demarglagrande numero de aplicagdes para cobrir o
periodo de liberacdo dos ascosporos (Abawi e Grogan, 1979; Clakagn2004.
Ademais, a maioria dos fungicidas nédo controla a germinacéo dos esclerodios no solo, e
atua principalmente no controle das infec¢cdes aéreas por ascosporos (Huang e Erickson,
2008.

Tem-se investigado novastratégias de manejo da doenca para reducao de indculo.

A adocéo de medidas culturais, como o plantio direto na palhada (Fergunson e Shew,
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2001; Ferraz, 1999 manejo do espacamento (Paula Junior, et al., 2009), rotacdo de
culturas e pousio das areas infestadas pode reduzir a intensidade da doenga no campo
(Gracia-Garza et al. 2002; Rousseau et al. 2007), apesar de se questionar a gficiéncia
visto o tempo de permanéncia dos esclerédios no solo (Adams e Ayers, 1979).
Considerand®e a busca de reducao do controle quimico, demarsgaaiternativas de
controle de fitopatdgenos, especialmente daqueles que sobrevivem no campo por longo
tempo (Whipps et al., 20D7Nessa perspectiva, o controle bioldgico é alternativa
promissora para o controle 8esclerotiorum (Huang, 1991; Zadoks, 1993a mais de
30 espécies de fungos e bactérias relatados como antagoisd&stania spp. (Adams
e Ayres, 1979), comdclonostachys rosea (Rodriguez et al., 2011; Chaves, 2011;
Huang, 1978; Xue, 2003; Tu, 198%olados do fungo controlaraBotrytis cinerea em
morangueiro (Cota et al., 2088 roseira (Morandi, 2003) e facsia (Silvera-Pérez,
2010. Tem-se testado pouco o0 antagonismo Qlerosea a S sclerotiorum. A
germinacdo miceliogénica de esclerédios do patdégeno reduziu-se na preséhca de
rosea em solo esterilizado (Chaves, 2911

Embora seja uma estratégia promissora, demandam-se mais conhecimentos basicos
sobre os efeitos d&. rosea na viabilidade dos esclerédios do patdgeno e nas infeccdes
de plantas de feijao e soja. Assim, considerae-importancia do mofo branco e a
dificuldade de manejo da doenca, estudew- potencial do controle biolégico d&
sclerotiorum por C. rosea, avaliandose a eficiéncia do antagonista em reduzir a
sobrevivéncia e germinacao dos esclerddios, colonizar tecidos de plantas de soja e feijao

e de aumentar a emergéncia de sementes de feijao infectad&ssclenotiorum.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Ciclo de vida e ecologia d&clerotinia sclerotiorum

Sclerotinia sclerotiorum é patdgeno necrotréfico agressivo, que pode incitar
sintomas caracteristicos, muitas vezes nao diferenciaveis no inicio das infecgbes, mas
gue com o progresso da doenca aparentam ser semelhantes para quase todas as espécie
das hospedeiras. Os sintomas podem ser: podriddes e necroses da haste, lesdes
encharcadas de folhas, flores e vagens ou podriddo radicular. Tipicamente, o patégeno
produz micélio branco cotonoso que se desenvolve nos tecidos do hospedeiro, onde

posteriormente formarseestruturas de sobrevivéncia, os esclerodios.



O patégeno pode se dispersar através de sementes infectadas por mieéio ou
lotes de sementes com esclerédios. Sementes infectad&s goberotiorum sdo um
problema grave, pois o patdogeno geralmente encontra-se latente nelas na forma de
micélio, e pode sobreviver por até trés anos nos cotilédones (Tu, 1997). O fungo pode
permanecer no solo, sob condi¢cbes desfavoraveis, como esclerédivsesiduos de
plantas e materiais organicos. Esclerddios podem sobreviver no solo ou em restos de
culturas entre &8 anos (Steadman, 1983; Adams e Ayers, 1989) e desempenham papel
importante no ciclo da doenca, pois sdo as estruturas primarias de sobrevivéncia. A
permanéncia longa dos esclerddios no solo assegura a denteoculo inicial
(Steadman, 1983; Willets e Wong, 1980; Bolton et al., 2006

A incidéncia do mofo branco é favorecida pela alta densidade de plantio, periodos
prolongados de precipitacdo, elevada umidade do ar e temperaturas eat?®°00
(Purdy, 1979; lllipronti e Machado, 1993; Dhingra et al., 20@tas condi¢cées sao
favoraveis pois, em geral, sob temperatura e umidade adequadas, ocorre a germinacao
dos esclerédios, que pode ser miceliogénica ou carpogénica. Na germinacao
miceliogénica, had producdo de hifas que podem infectar os tecidos da planta
diretamente (Bardin e Huang, 2001; Bolton et al., 20@nbora sejam infeccdes
importantes, o micélio oriundo desta germinacdo geralmente infecta plantas hospedeiras
proximas aos esclerddios. Por outro laaminfeccdes a longa distancia provavelmente
dao-se por ascosporos (Newton e Siqueira, 1972; Abawi e Grogan). 1845
germinacdo carpogénica, ha producdo de apotécios que originam 0S ascos com
ascosporos, 0s quais podem infectar diferentes 6rgdos das plantas (Schwartz e
Steadman, 197%8A germinacdo carpogénica é considerada o principal componente para
ocorréncia de epidemias da doenca (Abawi e Grogan, 1975; Boland e Hall, 1988; Foster
et al., 2011; Cook et al., 1975), pois os apotécios liberam ascésporos continuadamente
de 2 a 17 dias, com uma média aos 9 dias, podendo haver producao de cerca de dois
milhdes de ascosporos (Schwartz e Steadman).1978

Os ascosporos depositaamsobre flores senescentes, e o fungo utiliza esta fonte de
nutrientes para iniciar a infedo da planta. Em plantas de soja e feijao (Cline e
Jacobson, 1983; Boland e Hall, 1988; Caesar e Pearson, 1983), as infeccbes ocorrem
durante o periodo reprodutivo, e a doenca esta intimamente ligada ao florescimento
(Steadman, 1983; Markell et al., 201&mbora a doenga possa ocorrer em qualquer
estadio de desenvolvimento dessas leguminosas, o periodo entre a plena floracdo e
inicio da formacdo das vagens é critico para as infeccbes (Dhingra, et. a)., 2009

Ascoésporos do patdogermaemnas pétalas e germinam na presenca de agua livre. A
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infeccdo progride com o crescimento do micélio dentro dos tecidos macerados pelo
acido oxalico produzido pelo patégeno (Abawi e Grogan, 1975; Boland e hal), 1988
Eventualmente, hastes e peciolos sdo infectados, tecidos vasculares sdo interrompidos e
caules, vagens ou folhas fora do local de infeccdo morrem. Embora rara, pode haver
infeccdo da parte aérea através de ferimentos e contato com outras plantas doentes
(Grau e Hartman, 1999Com a exaustdo dos nutrientes, o micélio fangico comeca a
agregar-se formando os esclerédios, dentro ou fora das hastes (l&ur0et).

2.2. Controle Biolégico deSclerotinia sclerotiorum

O controle biolégico de doencas causadas por patdégenos do solo € complexo, pois a
supressdo de doencas de plantas baseia-se em interacbes do hospedeiro, patégeno
agente de biocontrole e a comunidade microbiana (Handeisman e Stabh,AE96
mudancas rapidade pH, potencial osmético e do solo e a alta atividade microbiana que
acontecem na rizosfera influenciam o antagonismo e podem prejudicar a sobrevivéncia
de antagonistas. Para aumentar a eficiéncia do biocontrole, demanda-se entender o
ambiente de interacdo, bem como os mecanismos de acdo dos antagosisias
interacdo com patdgenos. (Handeisman e Stabb, 1996; Fravél, 2005

“A reducdo da densidade de indculo ou das atividades determinantes da doenga por
um ou mais organismos, realizado naturalmente ou através da manipulacdo do
ambiente, hospedeiro ou antagonista, ou pela introducdo em massa de um ou mais
antagonistas”, proposta por Baker e Cook (1974), € definicdo classica do controle
biolégico de fitopatégenos. A importancia do biocontrole no manejo de fitopatégenos
de dificil controle tem aumentado, em vista da baixa eficiéncia das técnicas
rotineiramente empregadagou da pressdao em reduzir o consumo de fungicidas
quimicos. Ademais, a resisténcia a fungicidas, longos periodos de sobrevivéncia e a
grande gama de hospedeirosSieclerotiorum tém atraido o interesse nas alternativas
mais estaveis e sustentaveis no manejo da doenca (Gossen et al., 2001; Boland e Hall,
1994; Fravel, 2005

A sobrevivéncia de estruturas de resisténcia no solo, como 0s esclegqu@s,
significativamente afetada pelos componentes biologicos do solo (Ayers e Adams,
1979). Muitos microrganismos estdo associados ao biocontrofe seberotiorum,
principalmente bactérias e fungos. Entre as bactérias, espéciseutiomonas,

Bacillus (Fernado et al., 2006; Gao et. al., 20&@Jreptomyces sp. estdo associadas a

reducéo da germinagéo dos esclerédios do patdogeno. Entre os #spgogillus spp.,

4



Penicillium spp., Fusarium spp., Mucor spp., Sporidesmium sclerotivorum e
Teratosperma oliglocadium (Schwartz e Steadman, 198%®aecilomyces lilacinus,
Coniothyrium minitans, Clonostachys rosea e varias espécies deichoderma (Whipps
e Budge, 1990) séo relacionados ao micoparasitismo e/ou inibicdo do patdgeno. Outros
microrganismos do solo sdo também descritos como parasitas de esclerodios (Tu, 1997

Trichoderma spp. eC. rosea tém grande potencial para o biocontrole de doencas de
plantas como o mofo branco (Papavizas, 1985; Sutton,).1995producéo de
metabolitos secundarios, hiperparasitismo e competicdo por espaco e nutrientes, comuns
aos dois fungos, provavelmente sdo 0s mecanismos mais importantes no cor@role de
sclerotiorum.

O géneroTrichoderma abrange grande numero de espécies, ha muito relacionadas
ao biocontrole (Howell, 2003 Estas espécies sdo muito comuns na agricultura,
florestas, restingas, e em quase todos os habitats naturais e solos, em todas as zonas
climaticas do mundo (Danielson e Davey, 1973; Roiger, et al.,; 1%&nan et al.,

2004. Ja se visualizou o fungo colonizando a superficie das raizes de diversas plantas
(Parkison et al., 1963), esclerédios e propagulos de outros fungos (Weels et al., 1972;
Davet, 1979 Trichoderma spp. sdo competidores agressivos, colonizam rapidamente
diferentes substratos, competem com o0s patdégenos por nutrientes, tém grande
capacidade parasitaria e podem atuar por antibiose, inducéo de resisténcia e inativacao
de enzimas (Ozbay et al., 2004; Shoresh et al.,)2@lIQumas espécies produzem
metabolitos secundarios toxicos a patdgenos, e compostos volateis e nao volateis
reduziram o crescimento micelial e a germinaca®.delerotiorum (Kapil e Kapoor,

2005.

Micoparasitas necrotroficos comirichoderma spp. sdo eficazes no controle de
patdgenos do solo, comaRhizoctonia solani, Sclerotium rolfsi, Pythium
aphanidermatum, Fusarium oxysporum e F. culmorum, em casa de vegetacao e campo
(Chet e Imbar, 1994)richoderma harzianum controlou varios fungos fitopatogénicos
formadores de esclerddios (Hadar et al., 1979; dos Santos e Dhingra, 1982; Elad et al.,
1982. O micoparasitismo é importante no controlesdgclerotiorum, e se visualizaram
as interacOes derichoderma spp. e fungos fitopatogénicos do solo por microscopia de
fluorescéncia e eletronica (Elad et al.,1983utmann e Keane (1990) demonstra@m
parasitismo dé&. sclerotiorum por T. koningii e o potencial do antagonisten controlar
o mofo branco em feijoeiro. Ojaghian (20EHudou o potencial d&. asperellum, T.
ceramicum, T. andinensis, T. orientalis, T. atroviride, T. wviridescens, T.

brevicompactum, T. harzianum, T. virens, T. koningii e T. koningiopsis no controle
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biologico de S sclerotiorum. In vitro, todas as espécies reduam a formacéo de
esclerddios e inibéim o crescimento radial do patégeno. Para os auloresamicum,

T. orientalis, T. atroviride e T. viridescens, T. virens, T. koningii e T. koningiopsis
promoveam a lise dos esclerédios. Os autores observaram que, em casa de vegetacao,
T. koningii, T. virens, T. ceramicum e T. viridescens reduziram significativamente a
severidade e, no campb, viridescens e T. ceramicum reduziram a incidéncia do mofo
branco em batateira.

Observou-se antagonismoSasclerotiorum e Fusarium solani f sp. phaseoli, por
Trichoderma spp. obtidos de 40 amostras de solo do Rio Grande do Sul, Minas Gerais,
Sédo Paulo, Bahia, Goias e Tocantins. (Louzada et al., 2009) Nem todos os isolados
testados atuaram como hiperparasitas, 0 que sugere gue outrosS mecanismos, Como
antibiose e competicdo, estivessem envolvidos no antagonismo aos patddenos.
isolado T39 del. harzianum, base do produto comercial Trichodex 20SP, reduziu a
mortalidade de plantas de pepino, o progresso do mofo branco e o numero de apotécios
de S sclerotiorum, quando aplicado em palhadaBlechiaria ruziziensis, em lavouras
de soja (Goérgen, 2009). Para os autores, a colonizacdo dos esclerédios foi diretamente
proporcional ao aumento na concentracao do antagonista.

No mundo, h4 mais de 50 produtos comésciabase ddrichoderma (Pomella et
al., 2009. Apesar do grande numero, a eficiéncia dos produtos depende da viabilidade e

da concentracdo adequada do agente (Fravel).2005

2.2.1 Clonostachysrosea no biocontrole

Clonostachys rosea (Link Fries) [forma perfeita =Bionectria ochroleuca],
anteriormente classificado cor®iocadium roseum, € micoparasita eficiente de muitos
fitopatdogenos (Schoers et al., 1999 antagonista ocorre naturalmente no solo, restos
culturais e plantas daninhas, em regides temperadas, tropicais e desérticas (Nobre et al.,
2005; Sutton et al., 19970 fungo pode colonizar raizes, hastes, vagens, folhas e
sementes de diversas espécies de plantas, como soja (Schiller e Sinclair, 1984), trevo
vermelho, morango e framboesa (Sutton et #997. Como grande vantagem
evolutiva, pode se estabelecer endofiticamente em tecidos verdes em espécies de plantas
(Sutton et al., 1997; Morandi et al., 2001

O antagonista pode atuar por diferentes mecanismos, como antibiose, competigéo,
hiperparasitismo, produgdo de enzimas liticas e indugéo de resisténcia. O fungo ja foi

associado a cistos dteterodera spp.,Globodera spp. e outros nematoides. E relatado
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também controlandBotrytis cinerea (Sutton et al., 1997; Morandi et al., 2001; Nobre
et al., 2005; Morandi et al., 2006; Cota et al., 2008ab; Morandi et al.), ZiG&rium
culmorum (Jensen et al., 2000; Roberti et al., 2008, Mamarabadi et al., 2BQ8j)phe
orontii (Lahoz et al., 2004 Pythium spp. (Correa et al., 2010%. sclerotiorum
(Rodriguez et al., 20)1 Phytophthora palmivora, Alternaria radicina, A. dauci, A.
alternata, F. oxysporum f. sp. pisi, F. solani f. sp. pis, Aphanomyces euteiches,
Moniliophthora roreri, M. perniciosa, Mycosphaerella pinodes e Rhizoctonia solani
(Xue, 2003.

Clonostachys rosea produz enzimas que degradam compostos da parede celular
(quitina, glucanos e celulose) e inibem o crescimento miceliguskium culmorum e
Pythium ultimum (Mamarabadi et al., 2009 Estes autores caracterizaram 0 gene
codificador N-acetyB-d-glucosaminidade, renagl, responsavel pela atividade
quitinolitica do fungo, sendo o primeiro gene dessa natureza descritG.pasea, e
observaram a alta expresséo de cr-nagl nas inter@ctesa — F. culmorum. Embora
secrete quitinohidrolases, envolvidas no micoparasitismo e degradacao da parede celular
dos patégenos, em vista da interacdo cBwthium ultimum, sugeiu-se que o
antagonista $e outro mecanismo para degradar a parede celular de oomycetos
(Mamarabadi et al., 2009

O fungo controlouS. sclerotiorum em plantas de soja e alface em vasos, sob
condicbes controladas (Rodriguez et al.,, 301Q isolado BAFC3874 produziu
compostos do metabolismo secundario que reduziram o crescimento micelial do
patbgeno em placas de Petri, promovendo o colapso de protoplasma e deficiéncia na
formacao de melanina de hifas do patégeno (Rodriguez et al., 2011). Para os@utores,
rosea atua principalmente por antibiose, produzindo compostos antifingicos associados
ao metabolismo secundario, e por micoparasitismo.

Comprovou-se 0 micoparasitismo @erosea na reducdo de doencas causadas por
M. roreri, M. perniciosa e Phytophthora palmivora (Krauss e Soberanis, 200Para os
autores.ede mecanismo era importante no controle dos patégenos, quando os isolados
de C. rosea foram aplicados individualmente ou em conjunto. No Canada, o isolado
ACM941 do antagonista parasitoflternaria alternata, Aphanomyces euteiches,
Fusarium oxysporum f. sp.pisi, F. solani f. sp. pisi, Mycosphaerella pinodes, Pythium
spp.,Rhizoctonia solani, e S. sclerotiorum, fungos que causam o complexo de podridao
radicular da ervilha, principal fator limitante da cultura (Xue, 2003). Em condicdes
controladas, a aplicacdo do antagonmsta sementes de ervilha aumentou a germinacao
em 44% e a emergéncia em 22%. Reduziu-se a severidade da doenca em 76%, reducao
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superior ao tratamento com Thiram, 65%. No campo, os tratamentos de sementes com
C. rosea ou com Thiram foram eficientes no controle e ndo diferiram entre si.

Entre os mecanismos de antagonismoCdeosea, a competicdo por espag
nutrientes € o mais estudado, sendo considerado por alguns autores o principal
mecanismo (Sutton e Peng, 1993; Morandi et al., 2001;)2@8 morangueiro, 0
antagonista reduziu em torno de 98% a colonizagca8atigtis cinerea em folhas,
hastes e pétalas, e foi tdo eficiente quanto aplicacoBsdhederma viridae ou Captan
(Sutton et al., 1997 Em morangueiro, isolados brasileiros foram tdo ou mais eficientes
gue Captan no controle d& cinerea, e a aplicacdo duas vezes por semana foi mais
eficiente que uma aplicacdo semanal de fungicida (Cota et al.,)2@Baoseiras, o
fungo suprimiu em torno de 99% da esporulacaddeinerea (Cota et al., 2008b;
Morandi et al., 20001 O fungo estabelecese em tecidos de roseira reduziu a
esporulacdo do patdgeno. Associada a medidas culturais, a aplicacdo continua do
antagonista pode reduzir a producdo de inéculo e a incidéncia do mofo cinzento em
botbes de rosa (Morandi et al.,, 2D0%ob microscopio eletrbnico de varredura,
observou-se que hifas do antagonista penetraramfas e conidios dB. cinerea e 0s
estrangulavam (Morandi et al., 2001), bem como promoveram a ruptura e degradacéo
das células do patégeno (Li et al., 2D02

Ha relatos deC. rosea também parasitando esclerddios de fungos de diversas
espécies (Stewart e Harrison, 1988; Keinath et al.,1991; Sutton e Peng, 1993), inclusive
S sclerotiorum (Rabeendran, et al., 2005; Huang e Erickson, 20@8s¢;j et al., 2010.

O antagonista reduz a viabilidade dos esclerddios, e evita ciclos posteriores da doenca,
pela reducédo de in6culo no campo (Huang e Erickson,)2@¥htre 20 espécies
fungicas, C. rosea e T. harzianum isolados de esclerédios daéaviceps purpurea,

tiveram alta atividade micoparasitaria de esclerédios do patogen®. esallerotiorum

(Ondrgj et al., 2010). Em experimento com alface em campo, a aplicacdo da suspensao
de esporos de isolados @echoderma hamatum, T. virens, T. rossicum, Coniothyrium

minitans e C. rosea, antagonistas & sclerotiorum, resultou na redugdo da doenca
causada pofS minor, entre 29 e 91% para isolados @e minitans e T. hamatum
(Rabeendran et al., 2005).

Isolados brasileiros d€. rosea reduziram a germinacdo miceliogénica 8e
sclerotiorum em solo autoclavado, em diferentes niveis de temperatura, umidade e de
concentracdo do antagonista, mas nao foram eficientes em solos em condi¢cdes naturais

e pasteurizados (Chaves, 2011). Para o autor, a falta de fonte exdégena de nutrientes que



propiciasse o0 estabelecimento inicial do fungo foi a principal causa para a ineficiéncia

deC. rosea em condi¢es naturais de solo.
3. MATERIAL E METODOS

Realizaamse os experimentos na Unidade de Controle Biologico, camaras de
crescimento e casas de vegetacdo do Departamento de Fitopatologia da Universidade
Federal de Vicosa.

Usou-se um isolado d& sclerotiorum originado de plantio de soja da regido de
Miranda— MS, do qual semearam-se esclerodios em meio BDA em placas de Petri,
mantendo-as em incubadora a 21 +2°C, 12h de fotoperiodo. Apds 6 dias transferiram-
dois discos de micélio para 100g de cenoura picada, autoclavada em Erlenmeyers de
250mL, mantendo-se a 21 +2fCosta e Costa, 2006; Zazzerini e Tosi, 1986). Apds 20-

25 dias, os esclerddios produzidos foram lavados com agua estéril, secos sob camara de
fluxo e armazenados em camara fai& +2°C, até o uso. Para os experimentos de
sobrevivéncia dependendo do tratamento os esclerddios foram mantidos a temperatura
de laboratério.

Clonostachys rosea, isolado de esclerddios d& sclerotiorum, foi produzido em
BDA, em placas de Petri, a 25°C, 12h de fotoperiodo. Adicisesuspensdo de 10
conidios.mL* a grdos de arroz autoclavados em sacos de polipropileno com filtro (100g
de arroz por sag¢oApoés a adicdo, 0s sacos permaneceram sob luz fluorescente, 12h de
fotoperiodo, a 25 +2°C, sendo revolvidos diariamente para dispersdo do micélio. Apoés
15 dias, os graos de arroz colonizados foram agitados em agua destilada estéril e
fitrados em camada de gaze. Ajustou-se a suspensdo conidial com auxilio de
hemacitdémetro.

Cada experimento descrito a seguir foi executado por duas vezes no delineamento
inteiramente casualizado. Os dados foram analisados com o programa SAS v 9.0.

3.1. Germinacdo carpogénica deSclerotinia sclerotiorum em solo e areia,na

presenca deClonostachys rosea

Usouselatossolo vermelho, pH 5,58 e teor de matéria organica de 4,14dag/Kg, cuja
capacidade de campo (CC) foi calculada levando-se em consideracdo o valor
equivalente de umidade (EU), determinado pelo Laboratério de Fisica do Solo, no
Departamento de Solos da UFV, calculado pela equacgéao: CC = 0,081 + 0,888 EU (Ruiz
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et al., 2003). O solo foi previamente passado em peneiras de 2 mm, seco a temperatura
ambiente e guardado em ambiente protegido da umidaalereaté ser submetido aos
tratamentos. Usose também, areia lavada, seca a temperatura ambiente e passada em
peneiras de 2mm. O solo e a areia foram autoclavados por duas vezes a 121°C (0,1MPa)
por 40min, em dias consecutivos, efetuando-se a segunda autoclavagem um dia antes da
montagem dos experimentos (Huang e Erickson,)2008

Avaliou-sea eficiéncia deC. rosea em diminuir a geninagao carpogénica no solo e
em areia. Colocaram-se 70g de solo ou areia autoclavadgéacas de Petri (90mm).
Enterraam-se 20 esclerédios/placaagicaramse 7mL da suspensdo do antagonista
com 16, 1¢%, 10, 1¢° ou 10conidios.mL}, ou &gua destilada e esterilizada (ADE).
Ajustou-se a umidade para préoximo da capacidade de campo. ApoOsr aplica
antagonista, as placas permaneceram em incubadora a 20°C, 12h de fotoperiodo
duranes 6 semanas. Ajustou-se semanalmente a umidade para a CC. Avaliou-se
diretamente, a germinacdo carpogénica, contando-se 0 numero de esclerddios
germinados. O experimento teve cinco repeticbes (uma placa de Petri com 20

esclerodios = uma unidade experinadnt

3.2. Sobrevivéncia de esclerddios deéclerotinia sclerotiorum, em diferentes
condi¢Oes de solo, na presenca @éonostachys rosea

Avaliou-se a sobrevivéncia de esclerddios acondicionados em camara fria a 5°C e a
temperatura ambiente de laboratério (Dillardet al., 1995), em trés condi¢cées do solo
usado em 3.1 (autoclavado, pasteurizado e natural), com aplicaCaoodea ou ADE.

Para a pasteurizacdo, tratou-se o solo por 3min a 80°C, 24h antesnth o
experimento. O solo natural foi aquele mantido sem qualquer tratamento térmico, em
condi¢cdes de temperatura ambiente (Bennett et al.,)2006

Enterraram-se 20 esclerddios em 70g de solo em placas e se adicionaram 7mL da
suspensdo d€. rosea, com 10 conidios.mfou ADE as placas, ajustando-se a
umidade para préximo dacC. As placas permaneceram em incubadoras a 20°C e 12h
de fotoperiodo sob luz fluorescente, e se ajustou a umidade semanalmente (Huang e
Erickson, 2008

Realizaram-se dois experimentos, um para avaliar a germinacédo miceliogénica e um
para a carpogénica. Para a germinagdo miceliogénica, apos 6 semanas de incubagao, 0s
esclerodios foram desenterrados, desinfestados (alcool 70% por 30seg e solucdo de
hipoclorito de sodio 2,0% por 5min), lavados trés vezes em ADE, secos ao ar sob
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camara de fluxo e plaqueados em meio semi-seletivo, a 20°C com 12h de fotoperiodo
(Steadman, 1994Para a avaliagdo, considerou-se viavel o esclerddio do qual originou-
se crescimento micelial (Wu et al.,, 2008), e/ou aquele em que houve a mudanga de
coloracao do meio pela mudanca de pH.

Para a germinacgao carpogénica, placas foram mantidas por 6 semanas em incubadora
a 20°C, 12h de fotoperiodo. Considerou-se como germinado o esclerodio de onde
originou-sepelo menos uma estipe.

Cada experimento foi realizado em esquema fatorial, com trés tratamentos do solo
(natural, pasteurizado e autoclavado), dois condicionamentos dos esclerddios (camara
fria 5°C e temperatura ambiente 25 +2°C), presenca e auséncia do antagonista e quatro
repeticdes(uma unidade experimental = uma placa de petri com 20 esclerédios).

3.3. Colonizacaode folhas e flores de plantas de soja e feijdo p&lonostachys

rosea

Plantaram-se esentes de feijao ‘BRSMG Madrepérola’ tipo carioca, e de soja
‘Bossiet em substrato Tropstrato HortaligdT)(Vidaderdg, em potes plasticos dé. 2
em casa de vegetacao a 25 £3°C. Para manter o vigor vegetativo e nutricional, sempre
que necessario adubaram-se as plantas com adubo NPK 20-20-20 (Peters
Professiondl).

Pulverizaramse suspensdes de conidios@eosea em cinco concentracdes: 0,40
10°, 10° ou 10conidios.m[*, nas plantas em pleno florescimento, as quais
permaneceram em camara de crescimento por 24h, (>90% UR), fotoperiodo de 12h, a
22°C. ApoOs 24h de cada planta, coletaram-se folhas e flores, que permaneceram 30min
sob secagem. De cada planta, retiraram-se dez pétalas de flor por parcela e
confeccionaram-se dez discos foliares de 1cm de diametro. Semearam-se o0s discos
foliares e as pétalas em meio paraquat-cloranfenicol-agar (Peng e Sutton, 1991), em
placas de Petri (90mm), incubando-se &C20 Apo6s 10 dias, sob microscéopio
estereoscopico, estimou-se a percentagem da area dos discos e pétalas com esporulaca
do fungo. Usou-se a escala de notas: 0= 0, 1= 0-3, 2= >3-6, 3= >6-12, 4= >12-25, 5=
>25-37, 6 = >37-50, 7 = >50% da area dos discos colonizado€coveea (Nobreet
al., 2005. Os dados de cada unidade experimental foram representados pela média de

esporulacéo nos dez discos foliares ou nas dez pétalas.
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Conduziuse um experimento por Orgdo e por espécie vegetal, com cinco
concentracfes do antagonista e trés repeti¢@@s unidade experimentat uma
planta).

3.4. Emergéncia de plantulas de feijdo de sementes infestadas fsalerotinia

sclerotiorum e tratadas comClonostachys rosea

Semearam-se esclerddios &e sclerotiorum em meio BDA. Apls 5 dias de
crescimento, dez sementes de feijitadrepérola desinfestadas em alcool 70% por
30seg e solucdo de hipoclorito de sédio 2,0% poink lavadas trés vezes em ADE,
foram depositadas sobre a colbnia fungica, com o hilo em contato com o micélio, para
favorecer a infeccao,uodepositadas em BDA apenas, no caso da testemunha. Apés
24h, retiraram-se as sementes, as quais foram imersas em suspet@ordeios de
C. rosea.mL™ ou em &gua destilada estéril. Apés 30 ou 60min, sendo retiradas e
plantadas em substrato Tropstrato Hortalica (HT) (Vidaderde) em vasos de 0,5L.
Avaliou-se o percentual de plantulas emergidas. O experimento foi em esquema fatorial,
com duas condi¢cdes de sementes (sadias e infectad&ssperotiorum), dois tempos
de imersao (30 e 60min), presenca e ausénci@.desea e cinco repeticoes (uma

unidade experimental = um vaso com dez sementes).

4. RESULTADOS

Para os experimentos relacionados a germinacdo carpogénica (4.1) e o
estabelecimento e colonizacdo de flores e folhas de soja e feijao (4.3), ajustou-se o
modelo de regresséo linear que melhor represers tendéncias obtidas, considerando-
se a distribuicdo dos residuos e os valores dos coeficientes de determirfagdo (R

coeficientes de variacdo (CV) e os quadrados médios dos erros (QME).

4.1. Germinagdo carpogénica deSclerotinia sclerotiorum em solo e areia,na

presenca deClonostachys rosea

Pelo teste de Levene, detectou-se homogeneidade de variancias entre as execucdes
para os experimentos em sol=(Q,73) e areiaH=0,66). Houve reducao significativa
na germinacdo carpogénica na areia e no solo, na preseiaatea. Em areia, a

reducdo decresceu com 0 aumento da concentracdo de conidios do antagonista (Figura
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1A). O modelo linear ajustou-se bem aos dad®s0(0007; B=0,96; CV=9,01%
QME=4,45). Em solo, a germinacdo foi baixa, mesmo na testemunha. Defectou-
efeito significativo do antagonista em diferentes concentragcdes em reduzir a germinagéo
carpogénica (Figura JB Obteve-se bom ajuste do modelo quadratiPe0(05;
R?=0,95; CV=49,29%: QME=1,93). Para as concentracd&s 110 conidios.mL* a

germinacao foi zero e o ponto de menor colonizac&o foi estimado na concentracédo 10

conidios.mt..
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Figura 1: Germinagdo carpogénica (y) de esclerodioScieotinia sclerotiorum em

areia (A) e solo (B) autoclavados, com aplicacdo de concentracfes crescentes de
conidios (x) deClonostachys rosea. Duas execugdes, com quatro repeticbes por
execucao. As barras verticais representam o erro padrao da média.

4.2. Sobrevivéncia de esclerédios deéclerotinia sclerotiorum, em diferentes
condi¢Oes de solo, na presenca @éonostachys rosea

Procedeu-se analise descritiva dos dados, pois ndo houve homogeneidade de
variancias entre as execuc¢OeSlonostachys rosea nado reduziu a germinagao
miceliogénica do patdgeram solo autoclavado, pasteurizado e nateraebndicdes de
armazenamento dos esclerédios, os quais nao diferiram entre si. A germinacao
miceliogénica foi de 100% nas duas execug¢des experimentais.

Como néao se obteve normalidade dos dados, efetuou-se anélise descritiva das médias
e dos respectivos erros padrao. Considerando as tendéncias dbtidzea reduziu a
germinacdo carpogénica do patdogeno (Figura 2). A germinacdo dos esclerodios
mantidos em camara fria foi similar & dos mantidos em condi¢cdes de ambiente de

laboratoério. Em geral, nas duas condi¢cbes de condicionamento de esclerodios, na
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presenca d€. rosea, a germinacao reduziu-se em mais de 50%, independentemente do

tratamento do solo. A maior redugéo ocorreu em solo pasteurizado.

100 A
A B [ Sem C. rosea
Il Com C. rosea

80 4
60 4

40 1 1 T

20 ' 1 I

Autoclavado  Pasteurizado Natural Autoclavado  Pasteurizado Natural

Germinacéo (%)

o

Condigao do solo

Figura 2: Germinacao carpogénica de esclerédidl@eotinia sclerotiorum, mantidos

por seis semanas em solo autoclavado, pasteurizado ou natural, na presencga ou auséncia
de Clonostachys rosea. A — Esclerddios conservados em condices de ambiente de
laboratério; B— Esclerddios acondicionados em camara fria. Duas execucdes, com
quatro repeticdes por execucdo. As barras verticais representam o erro padrdo da média

4.3. Colonizacdo em folhas e flores de plantas de soja e feijdo p@ionostachys

rosea

Pelo teste de Levene, observou-se homogeneidade de variancia entre as execucoes
dos experimentos em floP£€0.9) e folha P=0,84) de feijoeiro e em florPE0,83) e
folha (P=0,78) de plantas de soja.

109 A y=- 0,182+ 21,61 - 1,54x2 | B y=0,091+ 19,077x - 1,3142x2
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Figura 3: Colonizacdo (y) de pétalas (A) e de discos foliares (BClmmostachys
rosea, a partir de pulverizagdo de concentragdes crescentes de conidios do fungo (x) em
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feijoeiro intacto. Duas execucdes, com trés repeticdes por execugdo. As barras verticais
representam o erro padrdo da média
Clonostachys rosea colonizou eficientemente os tecidos de flores e folhas do

feijoeiro. O modelo quadratico foi o que melhor ajustou-se aos dados0@; R=0,99;
CV=4,32%; e QME=2,42 para floresPe0,018; R~0,99; CV=3,82%; QME=1,95 para
folhas) (Figura 3). Estimaram-se os valores 1816 de 1x163conidios.mL! como as
concentracdes para obter o maximo de colonizacéo em flores e folhas, respectivamente.

O antagonista também colonizou eficientemente os tecidos de flores e folhas de
plantas de sojaEm flores 0 aumento da colonizacdo ajustou-se ao modelo linear
(P=0,002; R=0,99; 0/=5,69% e QME=2,43) com boa distribuicdo aleatéria dos
residuos (Figura 4A).

Em folhas, obteve-se melhor ajuste com o modelo quadr&icd.q31; R=0,99
CV=2,31% e QME=0,99). O ponto de colonizacdo méxima ocorreu com?fX10

conidios.mL! (Figura4B).

197 A y= 0,6824+9,5567x 1B y=0,017+12,59x - 0,5x2

80 1
60 1
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40
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Figura 4: Colonizacéao (y) de pétalas (A) e discos foliares (B) de sofa @mstachys

rosea a partir de pulverizacdo de concentracdes crescentes de conidios do fungo (x) em
plantas intactas. Duas execucfes, com trés repeticdes por execucdo. As barras verticais
representam o erro padrdo da média

4.4. Emergéncia de plantulas de feijdo de sementes infestadas fsalerotinia

sclerotiorum e tratadas comClonostachys rosea

Observouse a partir de sementes infectadas tratadas Conosea, 0 aumento de
emergéncia de plantulas, independente do tempo de tratamento (Figura 5)
emergéncia de sementes infectadas €ostlerotiorum e imersas em agua foi de 1%
(30min de imersao) e zero (60min de imerséo). Quando as sementes infectadas foram
imersas em suspensao de conidioCdeosea, a emergéncia foi de 14% (30min de
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imerséo) e de 37% (60min de imersdo). A emergéncia de sementes sadias imersas na
suspensao de conidios @erosea foi similar a de sementes imersas em agua (maior

gue 60%, em todas as situacoes).

100 4 ] Sadia

XN Sadia+Cr
H |nfectada+Cr

Infect:
80 - I [ Infectada
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Figura 5: Emergéncia de feijoeimm substrato, apds imersdo de sementes sadias e
infectadas contclerotinia sclerotiorum em suspensao de conidios @nostachys

rosea (Cr). Duas execuc¢Bes, com cinco repeticdes por execucdo. As barras verticais
representam o erro padrdo da média

5. DISCUSSAO

A formacéo dos apotécios é estadio critico no ciclo de vida sbberotiorum, visto
a importancia dos ascosporos na variabilidade do patégeno e como in6culo primario
para epidemias (Casale e Hart, 1986). Assim, o controle da germinacdo carpogénica é
de extrema importancia no manejo do mofo branco, sendo valido adotar o biocontrole
para reduzir a germinacaGlonostachys rosea pode ter potencial no manejo do mofo
branco, pois reduziu a germinagao carpogénica em solo e areia autoclavados.

A germinacdo em areia foi maior que em solo. Esclerédios em areia autoclavada
germinaram em maior nimero e com maior rapidez que esclerdédios mantidos em outros
substratos (Reis et al., 2011). E comum ocorrer maior germina¢&sotie otiorum em
maior saturacdo de agua (Mila e Yang, 2088pal e Mendoncga, 2012). Em areia, a
energia de retencdo de agua é menor, resultado da menor quantidade de microporos,

proporcionando maior fragdo de agua livre disponivel para germinacéo dos esclerodios.
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Houve reducdo na germinacao carpogénica em todas as concentracdes de conidios,
com decréscimo linear e, na maior concentracdd ¢b@idios.mL’), a reducéo foi
superior a 50% em relacdo a testemunha. O antagonista cresceu pouco em areia, e se
observaram pequenas colonias sobre os esclerédios enterrados. Apesar do baixo
crescimento, considera-se q@: rosea tenha potencial em reduzir a germinacao
carpogénica. Este efeito também ocorreu no solo, onde a germinacgéo foi baixa (na
testemunha foi de 17%), m&@srosea reduziu a germinagéo carpogénica para zero com
10° e 10 conidiosmL™. O antagonista estabelecgaino solo,e na maioria das placas
havia colénias grandes tipicas @Gerosea, com abundante esporulacdo, mesmo nas
menores concentracdes, nas quais a viabilidade de esclerddios sd@Ziwso de
grdos de arroz para producdo de conidios do antagonista pode ter favorecido o
estabelecimento do antagonista no solo.

Observaranse efeitos distintos d€. rosea quanto a germinacdo miceliogénica e
carpogénica. Considerando-se os esclerédios armazenados nos dois locais, nas trés
condicdes do solo, o antagonista nao inibiu a germinacdo miceliogénica. Por outro lado,
a germinacao carpogénica, foi inibida e foi sempre menor na presenca do antagonista.
Sob baixas temperaturas ou flutuacbes da mesma, ha formacdo de apotécios, que
consomem consideraveis por¢cdes das reservas dos esclerddios, levaado-os
deterioracéo e predisposicédo ao ataque de outros microrganismos precocemente (Coley-
Smith e Cook, 1971). Para os autores, aparentemente este efeito ndo ocorre na
germinacdo miceliogénica. Portanto, considerando-se o efeito mais estressante da
germinacdo carpogénica, é skeesperar qUE. rosea seja mais eficiente em reduzir a
germinacdo carpogénica. Ha que se considerar, também, o tamanho dos esclerddios,
pois geralmente, a germinacdo miceliogénica, que ndo demanda grandes quantidades de
reservas esta relacionada a esclerddios pequenos (Coley-Smith e Cook, 1971). Enquanto
a germinacao carpogénica geralmente ocorre em esclerddios maiores (Hao et al., 2003;
Dillard et al., 1995). Esclerédios parasitados @orosea, mesmo fragmentados pelo
antagonista, germinam miceliogenicamente, mas nao carpogenicamente (Chaves,
2011). O parasitismo pode influenciar as reservas do esclerédio e reduzir a quantidade
de carboidratos demandados na germinacdo carpogénica. Nos experimentos, ocorreu a
germinacdo miceliogénica da maioria dos esclerodios, mesmo superficialmente
degradados e com aspecto mole, sem cobertura de melanina. O processo de germinagao
miceliogénica é mais simples, e a emissao de hifas a partir dos esclerédios ocorreu em
qualquer parte dos esclerodios, fragmentados ou ndo. Assim, para inibir esse tipo de

germinacéo, a eficiéncia de parasitismoQlerosea precisaria ser maior. E também
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provavel que esclerédios estariam mais propensos a degradacdo apds iniciada a
germinagcao carpogénica (Homechin, 1991). Ressalte-se que se avaliaram apenas as
estipes emergidas, e 0 antagonista poderia ter atuado sobre os primérdios das estipes
nos apotécios.

O pré-condicionamento de esclerddios em baixas temperaturas € essencial para
germinacdo carpogénica (Huang e Erickson, 2008). Esclerddios pré-condicionados a
diferentes temperaturas (0-30°C), tiveram germinagdo carpogénica; aqueles esclerddios
expostos a temperaturas negativas mudaram o padrdo de germinacgdo,
predominantemente carpogénica, para miceliogénica (Huang, 1991). No presente
estudo, acredita-se que as condigdesrmazenamento dos esclerddios, que estariam
dentro da faixa aceitavel, entre 5 e 25°C, ndo afetaram os dois tipos de germinagéo.

N&o houve alteracdo na germinacdo carpogénica, nem a eficién€ardseca
reduziu-se nos trés tratamentos do solo. Assim, 0 antagonista pode parasitar 0s
esclerddios e inibir sua germinacdo em solos em diferentes condi¢Bes, principalmente
naqueles em condi¢cdo naturblla maioria dos trabalhos consultados, os antagonistas
foram mais eficientes em solos autoclavados. Por exemgfdicacdo de cinco agentes
de controle bioldgico reduziu a germinacao carpogénica, mais eficientemente em solo
autoclavado do que em solo nédo autoclavado (Huang e Erickson, 2008). Provavelmente,
resultados diferentes podem advir do uso de isolados diferentes do antagonista.

Clonostachys rosea estabeleceu-se em tecidos foliares e florais de plantas de soja e
feijdo. A eficiéncia de colonizacdo dos diferentes tecidos foi alta mesmo em baixas
concentracdes. Estabelecer-se e colonizar tecidos de plantas sem causar doenca
caracteristica importante para agentes de controle biol6gico, comumente ocorre em
isolados deC. rosea (Sutton et al.,, 1997)0 isolado canadense PG-88-710 colonizou
folhas e flores de roseira em diferentes estadios (Morandi et al., 2000) e isolados
brasileiros colonizam tecidos de morangueiro no campo e em casas de vegetacao
(Cota et al. 2008,2009). Ja se relatou o antagonista colonizando raizes, hastes, vagens,
folhas e sementes de diversas espécies de plantas, como soja (Schiller e Sinclair, 1984),
trevo vermelho, morango e framboesa (Sutton gt18197), bem como associado
endofiticamente a tecidos de espécies de plantas (Sutton et al.,, 1997; Morandi et al.,
2001). Apesar de, recentemente, ter sido considerado patogénico a raizes de soja
(Bienapfl et al., 2012), nos relatos anteriores em soja, nem no presente trabalho
detectou-se qualquer anormalidade nas plantas que pudesse indicar acdo patogénica de

C. rosea.
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Em tecidos foliares e florais de feijoeiro, obteseea maxima colonizacdo com
concentracdes de conidios proximas a maior concentracao usada. Assim, altos niveis de
colonizagdo ocorreram com concentragdes facilmente obtidas em substratos comuns
como arroz ou em meios de cultura como o BDA. Aparentemente, a colonizagcdo em
soja foi menor que em feijoeiro, e houve maior colonizacdo na maior concen&acao.
diferenca entre feijoeiro e soja € esperada, @o@onizacdo pode variar em funcdo do
substrato de origem dos isolados, hospedeiro e da disponibilidade de nutrientes para o
estabelecimento, o que define a eficiéncia da colonizacdo (Nobre et al., 2003). De
qualquer forma, vale frisar que a colonizacédo ocorreu com concentracdes de conidios
facilmente atingiveis na multiplicagéo Gerosea.

O sucesso no biocontrole de fitopatbgenos requer estabelecimento, colonizagédo e
alta esporulacao dos antagonistas nos diferentes tecidos (Nobre et al., 2003). Na maioria
das epidemias do mofo branco, o campo de infeccd® serotiorum é a flor, que
senescente € fonte exdgena de nutrientes para que o ascosporo inicie a infeccdo e
colonize 6rgdos como folhas, caules e vagens em formagdo (Boland e Hall, 1988).
Assim, espera-se que o isolado @erosea testado seja eficientem evitar infeccfes
ascospoéricas e reduzir o progresso da doenca em outros tecidos, considerando a
eficiéncia da colonizacao floral de planta de feijdo e soja. Outros antagonistas, como
Trichoderma virens, Talaromyces flavus, Trichothecium roseum, Coniothyrium
minitans e Epicoccum purpurascens, reduziram a incidéncia do mofo branco em lavoura
de feijdo, quando aplicados durante a floracdo (Huang et al., 2000).

Quando se aplicol. rosea em sementes de feijdo infectadas com o patdgeno,
houve aumento da emergéncia de plantulas. O aumento ocorreu em ambos os periodos
de imersdo das sementes (30 e 60mma)suspensdo de conidios do antagonista.
Sementes de ervilhas originadas de plantas naturalmente infectadas com patdégenos
associados ao complexo de podridao radicular, apés tratadas com o isolado ACM941 de
C. rosea, tiveram aumento de 44% de germinacdo e 22% de emergéncia de plantulas
(Xue, 2003). O resultado aqui obtido € inédito e impogtaptdemiologicamente, pois
S sclerotiorum € transmitido pelas sementes e pode reduzir a germinagcdo e emergéncia
de plantulas (Tu, 1997). Considerando-se a eficiénci&.deosea em aumentar a
emergéncia, o antagonista é potencialmente aplicavel para manejo do mofo branco no
campo. Vale destacar que a emergéncia de plantulas a partir de sementes néo infectadas
tratadas conC. rosea foi similar a emergéncia a partir de sementes néo infectadas e
tratadas com agua. Apés um més, plantas dos dois tratamentos nao diferiram quanto ao

tamanho, indicando que o antagonista ndo interferiu no desenvolvimento de plantas
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originadas de sementes sadias. Quando aplicado em sementes, 0 antagonista aumentou
crescimento de cevada e controlBusarium culmorum (Jensen et al., 2000). No
presente trabalho, ndo se observou promocéo de crescimento, nem tampouco sintomas
de doenca nas plantas de feijdo. Demandam-se ensaios futuros para aCaliasese
estabelece-se como endofitico e pode promover crescimento de plantas oriundas se
sementes sadias e infectadas.

Considerando o0s resultados obtid@3, rosea é antagonista promissor d&
sclerotiorum para o0 manejo do mofo branco, pois reduziu a germinacdo carpogénica n
solo. O fungo colonizou tecidos foliares e florais considerados importantes pania o ini
das infec¢bes ascospoéricas do patdgeno, em soja e feijoeiro. Fato importante foi haver o
aumento da germinacdo de sementes infectadas e tratadas com suspensao de conidios. A
colonizacéo eficiente do filoplano representa o sucesso no antagonismo, e diante dos
resultados obtidos, espera-se dOe rosea tenha eficiéncia em competir com o
patégenoO potencial em interferir em mais de um dos componentes do ciclo de vida
do patégeno aumenta as chances de sucesso no biocontrole e ajuda a tracar estratégias
no manejo do mofo branco. Ha4 necessidade de novos ensaios para melhor avaliar a
eficiéncia do antagonista em reduzir a germinagao miceliogénica, bem como para testar
em plantas de soja e feijao, o efeito de aplicacdes em reduzir a infec¢do ascdsporica
patbgeno em flores e folhas. Vale destacar que os resultados encontrados sédo
inovadores, principalmente considerando-se as perdas que o mofo branco causa nas

duas culturas e a baixa eficiéncia das atuais medidas de controle da doenca.

6. CONCLUSOES

Clonostachys rosea reduziu a viabilidade de esclerddios &e sclerotiorum,
principalmente em relacdo a germinacao carpogénica, em solo e areia, autoclavados ou
nao.

O antagonista foi eficiente em colonizar pétalas e folhas de soja e feijoeiro, tecidos
importantes nas infec¢cdes do patogeno.

O tratamento de sementes infectadasJoeclerotiorum aumentou a emergéncia de
plantulas de feijao.

Clonostachys rosea é potencialmente viavel no manejo do mofo branco em culturas

de soja e feijoeiro.
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