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RESUMO GERAL

Os fungos sdo os principais decompositores da natureza e, vivem em diversos ambientes,
especialmente no solo, colaborando para a renovacdo e reciclagem de materiais. Os fungos
conidiais saprébios em areas tropicais da regido Amazonia sdo pouco explorados, bem como
seu potencial como agentes de biocontrole de doengas em plantas. Foram utilizados Beltrania
rhombica, Brachysporiella sp., Dictyochaeta sp. e Gonytrichum sp., fungos conidiais
saprobios da Amazénia (FCSA) isolados de galhos e folhas, da Fazenda Sdo Nicolau, no
municipo de Cotriguacu e do Parque Estadual, Cristalino no municipio de Novo Mundo.
Assim, objetivou-se com o presente trabalho: i) determinar o potencial do fungos conidiais
saprobios da Amazonia Meridional no controle in vitro de Colletotrichum truncatum (isolado
LU2), Colletotrichum musae, Fusarium solani, Fusarium sp., Aspergillus clavatus,
Sclerotinia sclerotiorum e Rhizoctonia solani, através de teste de pareamento (confronto
direto) e, avaliagdo através da escala de Bell et al. (1982); ii) avaliacdo da producdo de
compostos organicos volateis (COVS) de FCSA e, seu potencial no controle de fitopatégenos
in vitro. Foram avaliados os COVS através da germinacdo e viabilidade de esporos conforme
metodologia de Botelho (2010) e Maia (2011), com adaptacdes. Verificou-se que no
confronto direto houve interacdo significativa, sendo que os FCSA estudados apresentaram
diferentes graus de inibicdo do crescimento micelial de A. clavatus, C. truncatum (LU2), C.
musae e F. udum, com notas de 1 a 2, sendo muito eficientes e eficientes. Também observou-
se reducdo de germinacdo de esporos de C. musae (63,56%) frente a exposi¢do aos COVs de
B. rhombica, Brachysporiella sp. (86,66%), Dicthochaeta sp. (79,68%) e Gonytrichum sp.
(85,71%). Os fitopatdgenos C. truncatum, C. musae e Fusarium sp. quando expostos a COVs
de Brachysporiella sp., Dicthochaeta sp. e Gonytrichum sp. apresentaram esporos inviaveis
apos 3 e 7 dias de exposicdo. Conclui-se que os fungos conidiais saprébios estudados
apresentam potencial no controle de fitopatdgenos.

Palavra chave: Fungos decompositores , antagonismo, controle bioldgico.
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ABSTRAT GENERAL

Fungi are the main decomposers of nature and live in different environments, especially in the
soil, collaborating for the renewal and recycling of materials. Saprobic conidial fungi in
tropical areas of the Amazon region are poorly explored, as well as their potential as
biocontrol agents of plant diseases. Beltrania rhombica, Brachysporiella sp., Dictyochaeta sp.
and Gonytrichum sp., Conidial fungi of the Amazonian Saproe (CFAS) isolated from
branches and leaves, Fazenda S&o Nicolau, in the municipality of Cotriguacu, and the
Cristalino State Park in the municipality of Novo Mundo. The objective of this study was to
determine the potential of the southern Amazonian saprobic conidial fungi in the in vitro
control of Colletotrichum truncatum (isolated LU2), Colletotrichum musae, Fusarium solani,
Fusarium sp., Aspergillus clavatus, Sclerotinia sclerotiorum and Rhizoctonia Solani, through
pairing test (direct confrontation), and evaluation through the scale of Bell et al. (1982); ii)
evaluation of the production of volatile organic compounds (VOC) of CFAS and its potential
in the control of phytopathogens in vitro. VOCs were evaluated through spore germination
and viability according to Botelho (2010) and Maia (2011) methodology, with adaptations. It
was verified that in the direct comparison there was a significant interaction, and the studied
CFAS presented different degrees of inhibition of the mycelial growth of A. clavatus, C.
truncatum (LU2), C. musae and F. udum, with scores of 1 to 2, being very efficient and
efficient. Germination reduction of spores of C. musae (63.56%) was also observed when
compared to B. rhombica, Brachysporiella sp. (86.66%), Dicthochaeta sp. (79.68%) and
Gonytrichum sp. (85.71%). Phytopathogens C. truncatum, C. musae and Fusarium sp. when
exposed to VOCs of Brachysporiella sp., Dicthochaeta sp. and Gonytrichum sp. presented
spores after 3 and 7 days of exposure. It is concluded that the saprobic conidial fungi studied
have potential in the control of phytopathogens.

Key words: Fungi decomposers, antagonism, biological control.
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Introducéo Geral

O Brasil apresenta 8,5 milhdes de km? de extensdo que ocupam quase a metade da
Ameérica do Sul, concentrando de 11% a 14% da diversidade de plantas do mundo, tem mais
de 41 mil espécies catalogadas além de milhares ainda desconhecidas pela ciéncia. A
variedade de biomas reflete a enorme riqueza da flora e da fauna brasileira e o Brasil abriga a
maior biodiversidade do planeta sendo que, esta abundante variedade de vida, se traduz em
mais de 20% do numero total de espécies da Terra, eleva o Brasil ao posto de principal nacéo
entre os 17 paises megadiversos ou de maior biodiversidade. No momento estdo catalogadas
46.097 espécies da flora brasileira, sendo 5.712 de fungos, 4.747 de algas, 1.524 de bridfitas,
1.176 de pteriddfitas, 30 gimnospermas e 32.831 de angiosperma (MINISTERIO MEIO
AMBIENTE, 2015).

A maioria das florestas tropicais brasileiras esta concentrada na regido amazénica e
dos poucos mais de seis milhdes de quilébmetros quadrados, 60% estdo em territorio brasileiro,
possui grande importancia para a estabilidade ambiental do planeta; além de sua riqueza
natural, a Amazoénia abriga expressivo conjunto de povos indigenas e populacgdes tradicionais
0 que conferem destaque em termos de diversidade cultural (MEIO AMBIENTE, 2015).

O Brasil é a nacdo com a maior biodiversidade e, portanto, tem enorme
responsabilidade em relacdo a conservacdo sobre a diversidade biolégica (CDB) e o
conhecimento pela biodiversidade sdo acbes estratégicas para o Pais. O conceito de
Biodiversidade ganhou destaque porque muito dos seus elementos proporcionam servicos
ambientais que valem bilhdes de reais por ano e podem ser comercializados, sendo
necessarios para manter a vida e estdo intimamente relacionados com muitos dos

conhecimentos e das culturas tradicionais, que compdem a base da maioria das atragoes
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turisticas, por outro lado a biodiversidade esta sendo perdida numa velocidade nunca antes
vista na historia (MAGNUSSON, 2016).

Entre os habitats terrestres o0 solo é o que apresenta maior diversidade biologica,
devido a sua natureza dindmica, heterogenia e complexa. Os ndmeros reais de
microrganismos como bactérias, fungos e protozoarios podem ultrapassar de 10 a 100 vezes
0s numeros de espécies atualmente descritas, estima-se que existam 1,5 milhdo de fungos e
mais de 100.000 protozoarios vivendo nos solos (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

A responsabilidade da sociedade com o impacto da agricultura no meio ambiente e a
constante contaminacdo da cadeia alimentar como 0s agrotdxicos estdo alterando o cenario
agricola. O surgimento de produtos diferenciados sem o uso de agrotoxicos, ou eles perdendo
sua eficiéncia devido a resisténcia dos organismos alvo, juntamente com o0s problemas
ambientais advindo destas praticas, indica a necessidade da busca de produtos biocompativeis
para o controle de fitopatdgenos, dentre os quais os agentes de biocontrole. O uso de
agrotoxico permeia a agenda ambiental de diversos paises, inclusive o Brasil. Assim, o
controle bioldgico de doencas, pragas e plantas invasoras surge como Op¢do segura e
ambiental mais adequada (ZAMBOLIM et al., 2014).

As interacdes de populacdes ativas em um estado de equilibrio dindmico, refletem em
mudancas no seu ambiente fisico e nas suas inter-relacbes. O antagonismo existente no
ecossistema a patdgenos ocorre naturalmente e contribui para que a ocorréncia de epidemias
severas e destrutivas seja menos frequente que em agroecossistemas. E notavel o interesse
destas interagdes a serem exploradas comercialmente. Neste contexto, no controle biolégico
de doengas de plantas, h4 uma relagdo intima do patdgeno e hospedeiro, patégeno e uma

espécie de antagonista, que também faz parte do sitio de infecdo e que, apresenta potencial
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para limitar ou aumentar a atividade do patdgeno ou resisténcia do hospedeiro
(CAMPANHOLA, BETTIOL, 2003; ZAMBOLIM et al., 2014 ) .

No Brasil, diversos produtos biologicos estdo disponiveis, entretanto, apesar do
enfoque ecoldgico expresso na legislacdo ambiental, a politica agricola nacional ainda
encontra-se imatura no que se refere a expansdo de praticas agricolas alternativas e
ecologicamente sustentaveis; e mesmo com vastas contribuicdes técnico-cientificas em
controle bioldgico de pragas e fitopatdgenos, o incentivo por parte do governo desta pratica
ainda é restrito. Mesmo com a demanda da sociedade por produtos livres de residuos de
agrotoxicos com menores impactos sobre o0s recursos naturais, ainda é pequeno o0 uso de
agentes de controle biolégico de doencgas de plantas no Brasil (CAMPANHOLA, BETTIOL,
2003b).

Com a crescente producdo agropecuaria no Brasil, acometida por fungos que causam
reducdo da producdo e com o crescente uso de agrotoxicos, se faz necessario a busca por
novos métodos de controle de doencas. Nessa senda, um dos métodos de controle de doencas
gue vém sendo amplamente estudado é o controle alternativo com o uso de produtos como
extratos vegetais e de cogumelos, 6leos essenciais e aplicacdo de fungos decompositores
(SCHWAN-ESTRADA et al., 2003; 2005, SOLINO et al., 2016). Contudo, a bioprospec¢ao
de microfungos decompositores para controle de doencas de plantas, ainda € escassa.

Neste contexto, objetivou-se i) avaliar os fungos conidiais decompositores de substrato
vegetais da Amazdnia Meridional no controle de fitopatdgenos in vitro, pelo confronto direto.
ii) avaliar a producdo de compostos volateis de fungos conidiais saprobios isolados de
substratos vegetais da Amazoénia Meridional e, seu potencial no controle de fitopatdgenos in

vitro.
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Capitulo |

Fungos conidiais saprébios da Amazonia Meridional no controle in vitro de
fitopatogenos

S.AB. Oliveira; F.R.Barbosa'; E.A.Andrade’; S.M. Bonaldo!, 'PPGCAM/UFMT/Campus Sinop,
2ICAA/UFMT/Campus Sinop, CEP:78.557-287, Sinop, MT. E-mail: sbonaldo@ufmt.br

Resumo
Os fungos sdo os principais decompositores da natureza, podem viver em diversos ambientes,

especialmente no solo, vivem na matéria organica em decomposi¢cdo, colaboram para a
renovacdo e reciclagem de materiais e exercem um papel bastante importante no
desenvolvimento sustentavel. Estudos sobre fungos conidiais saprobios em &reas tropicais
foram desenvolvidos principalmente na América do Sul, entretanto, estudos na regido
Amazonica devem ser intensificados, por se tratar de area ainda pouco explorada, sendo
considerada de maior biodiversidade de espécies, quanto comparada as regides temperadas, de
grande relevancia nas areas médicas, agrondémica, destacando-se para a possibilidade de
novos agentes de biocontrole e indutores de resisténcia. Assim, objetiva-se com o presente
trabalho: i) determinar o potencial do fungos conidiais saprébios da Amazénia Meridional no
controle in vitro de Colletotrichum truncatum (LU2), Colletotrichum musae, Fusarium solani,
Fusarium sp., Aspergillus clavatus, Sclerotinia sclerotiorum e Rhizoctonia solani, através de
teste de pareamento (confronto direto), escala de Bell et al. (1982), esporulacdo, contagem de
esclerodios e microesclerédios, IVCM e, PIC. Para isto utilizou-se os fungos conidiais
saprébios Beltrania rhombica, Brachysporiella sp., Dictyochaeta sp. e Gonytrichum sp..
Verificou-se que no confronto direto houve interacdo significativa, sendo que os fungos
conidiais saprébios estudados apresentaram diferentes graus de inibicdo do crescimento de A.
clavatus, C. truncatum (LU2), C. musae e F. udum, com notas de 1 a 2, sendo muito
eficientes e eficientes, mostrando-se promissores antagonistas aos fitopatdgenos. Conclui-se
que os fungos conidiais saprébios estudados apresentam potencial no controle destes

fitopatogenos.

Palavra chave: Fungos decompositores , antagonismo, controle biologico.
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Abstract

Fungi are the main decomposers of nature, can live in different environments, especially in
the soil, live in decaying organic matter, collaborate to renew and recycle materials, play a
very important role in sustainable development. Studies on conidial fungus saprobes in
tropical areas were developed mainly in South America, however studies in the Amazon
region should be intensified, since it is an area that is not yet explored, being considered of
greater biodiversity of species, compared to the temperate regions of great relevance in the
medical, economic areas, highlighting the possibility of new biocontrol agents and resistance
inductors. The objective of this study was to determine the potential of the sapogenic conidial
fungi of the Amazon region in the in vitro control of Colletotrichum truncatum, C. musae,
Fusarium solani, Fusarium sp., Aspergillus clavatus, Sclerotinia sclerotiorum and
Rhizoctonia solani. For this, we used the conidial fungi Beltrania rhombica , Brachysporiella
sp., Dictyochaeta sp. and Gonytrichum sp. In the pairing test (direct confrontation) and
evaluation through the note scale proposed by Bell et al. (1982). It was verified that in the
direct comparison, there was a significant interaction, and the conidial fungi studied showed
different degrees of growth inhibition of A. clavatus, C. truncatum (LU2), C. musae and F.
udum, with scores of 1 to 2, being very efficient and efficient, showing promising antagonists
to phytopathogens. It is concluded that the sapogenic conidial fungi studied have potential in
the control of phytopathogens, and these relationships should be better studied.

Keywords: saprobes fungi, biological control, plant pathogens, antagonist.
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INTRODUCAO

O avanco na produtividade e sustentabilidade na producdo agricola requer mais
informacdes sobre inimeras variaveis que colocam em risco as culturas, dentre os principais
fatores que limitam a obtencdo de altos rendimentos destacam-se as doengas, causadas por
fungos, bactérias, nematoides e virus. Assim, a crescente producdo agricola no Brasil sofre
graves prejuizos devido ao acometimento de sua producdo por fitopatdgenos. O manejo
habitual de doencas de plantas, muitas vezes, induz ao uso abusivo e continuo de produtos
quimicos ocasionando o desequilibrio no agroecossistema e problemas na satide humana além
de propiciar o surgimento de fitopatégenos mais resistentes. Um dos métodos de controle de
doencas que vém sendo amplamente estudado é o controle bioldgico que consiste na reducao
da soma de indculo ou das atividades determinantes do patégeno por competicdo pelo espaco
e nutrientes na planta hospedeira, realizada por um ou mais microrganismos (COOK;
BAKER, 1983; SCHARDL; PHILLIPS, 1997; BETTIOL; GHINI, 2003; SCHWAN-
ESTRADA et al., 2003; 2005; MEINERZ et al., 2008; COSTA, 2015).

O controle bioldgico é definido de forma ampla como a supressdo de doencas de
plantas por organismos ndo patogénicos. Os organismos de controle biolégico agem por
competicdo por espaco e nutrientes, por parasitismo ou predacdo, por ativacdo do sistema de
defesa natural das plantas e pela producdo de substancias antimicrobianas. Este tipo de
controle apresenta as vantagens de nao agredir o meio ambiente e também, uma vez
introduzido o microrganismo no sistema, este se estabelece e apresenta controle durante anos
(PEITL, 2015). Sendo esta ferramenta adotada atualmente como uma estratégia para controle
de doencas e pragas.

Os fungos estdo presentes nos érgdos das plantas atuando como saprobios, simbiontes

e/ou parasitas. Dentre os fungos saprébios, destacam-se os fungos conidiais encontrados na
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natureza, principalmente, decompondo folhas e galhos da serapilheira 0 que proporciona a
ciclagem de nutrientes e equilibrio do ecossistema (PUNJA; UTKHEDE, 2003). Nos ultimos
anos, os fungos saprobios tém recebido atencdo especial como agentes de biocontrole e
indutores de resisténcia, visto que, de forma similar aos patdgenos estes sdo capazes de
secretar enzimas e ativar a resposta de defesa da planta (YEDIDIA et al., 2003; PEITL, 2015).
Pesquisas com intuito de elucidar se os fungos podem ser, potencialmente, utilizados como
agentes de controle bioldgico de plantas tem se intensificado levando ao desenvolvimento e
registro de diversos agentes microbianos de uso comercial (HARMAN, 2000). O controle de
doencas de plantas pela utilizacdo de fungos precisa da paralisacdo de algum estagio da
doenca ou do ciclo de vida do fitopatdgeno, e isto pode ocorrer através de variados
mecanismos. A prevencdo da infeccdo reduz a colonizacdo do tecido hospedeiro, reduz
esporulacdo ou a sobrevida do fitopatdgeno podendo levar a diferentes niveis de controle
através de agentes biolégicos (HARMAN, 2000).

Os fungos conidiais saprébios (FCS) atuam como descompositores da matéria
organica e podem viver em diversos ambientes, especialmente no solo, matéria organica em
decomposicdo sendo que, colaboram para a renovacao e reciclagem de materiais por meio da
acao de varias enzimas, constituindo um papel importante para manutencdo do equilibrio do
ecossistema por meio da reciclagem de nutrientes. Nos Ultimos anos, estudos sobre fungos
conidiais saprobios em areas tropicais tem se intensificado. A maioria dos estudos é de carater
taxonémico descrevendo espécies encontradas na caatinga e mata atlantica (PEITL, 2015), Na
regido Amazoénica pesquisas ainda sdo escassas necessitando serem intensificadas por se tratar
de area com ampla diversidade de espécies.

Neste contexto, objetivou-se avaliar os fungos conidiais decompositores de substratos

vegetais da Amazonia Meridional no controle de fitopatdgenos in vitro, pelo confronto direto.
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MATERIAL E METODOS
Obtencdo dos fitopatdgenos e fungos conidial

Sete isolados de fungos fitopatogénicos: A. clavatus, C. truncatum (isolado LU2), C.
musae, F. udum, Fusarium sp., Rhizoctonia solani, Sclerotinia sclerotiorum preservados em
meio BDA, foram obtidos da micoteca do Laboratério de Microbiologia/Fitopatologia da
Universidade Federal de Mato Grosso (UFMT), Campus Sinop. Os fungos conidiais
saprobios utilizados foram obtidos da serapilhiera de duas areas da Amazo6nia Meridional em
Mato Grosso: Parque Estadual, Cristalino no municipio de Novo Mundo (Beltrania rhombica-
CNMT40 e Dictyochaeta sp.-CNMT42) e Fazenda S&o Nicolau, no municipo de Cotriguagu
(Brachysporiella sp.-CNMT41 e Gonytrichum sp.-CNMT43). As espécies foram colocadas
em laminas permanentes e identificadas utilizando-se microscépio 6tico. Os esporos foram
retirados de folha (B. rhombica) e galhos (Brachysporiella sp., Dictyochaeta sp. e
Gonytrichum sp.) com auxilio de uma agulha com a lupa e isolados em meio BDA e,
preservados em meio BDA no Laboratorio de Microbiologia/Fitopatologia da Universidade
Federal de Mato Grosso, Campus Sinop.
Antagonismo direto

O antagonismo foi realizado por meio da técnica da cultura pareada (BELL et al.,
1982), em placas de Petri contendo meio Batata-Dextrose-Agar (BDA). Inicialmente, os
fungos conidiais saprébios e os fitopatdgenos foram cultivados em BDA e incubados por
aproximadamente 20 dias, a 25 + 2° C, em fotoperiodo. Apos esse periodo, foram retirados
discos de micélio (8 mm da regido da borda da col6nia), os quais foram repicados para novas
placas contendo meio BDA, onde de um lado colocou-se o fungo decompositor e do lado
oposto, o fitopatdgeno de interesse, no mesmo momento sem favorecimento. As placas foram

mantidas em camaras BOD a temperatura de 25 + 2°C no escuro. Nas placas testemunhas
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foram repicados somente discos do patogeno. Diariamente, com o auxilio de uma régua,
foram feitas medicdes, em cm, da colonia dos dois fungos em sentidos ortogonais (X e y),
avaliando-se o seu crescimento micelial (cm). Foram realizadas duas avaliacdes: a primeira
até quando as col6nias dos fitopatdgenos das placas testemunhas ultrapassaram a marcacao
conforme a metodologia de avaliacdo por Camporota (1985) e, a segunda avaliacdo foi
realizada aproximadamente 21 dias ap06s a montagem do bioensaio, por meio da escala de
notas proposta por Bell et al. (1982), onde: nota 1 representa o antagonista ocupando 100% da
placa, nota 2 o antagonista ocupa 75% da placa, nota 3 ocupa 50% da placa, nota 4 ocupa
25% da placa e nota 5 representa o patdégeno ocupando 100% da placa. Apds a coleta das
medidas em centimetros das ortogonais (X e y) obteve-se o crescimento micelial a partir da
formula: CM = (X + Y)/2-D, em que: CM = crescimento micelial, X = crescimento do fungo
na horizontal (cm), Y = crescimento do fungo na vertical (cm), D = diametro furador de rolha
(cm). De posse dos dados de crescimento micelial determinou-se o indice de velocidade de
crescimento micelial (IVCM) por meio da formula sugerida por Maguire (1962) e adaptada
por Oliveira (1991). O calculo do percentual de inibicdo em comparacdo a testemunha foi
obtido, através da formula: 1% = [(C1-C2)/C1]x100, onde 1=% de inibicdo do patogeno; C1 =
crescimento linear do patdgeno na placa testemunha (cm) e C2 = crescimento linear do
patdbgeno na placa tratamento. O ensaio foi montado em delineamento inteiramente
casualizado, com 5 repeticGes por tratamento, sendo cada repeticdo constituida por uma placa.
Esporulacéo

Seguindo a metodologia de Gehesquiére et al. (2016), apds 21 dias de montagem do
bioensaio e avaliacdo da escala de nota, retirou-se 2 discos de 8 mm didmetro, um na lateral e
0 outro na borda onde ocorreu o encontro dos fungos testados, que foram transferidos para

tubo de microcentrifuga, contendo 2 mL de agua destilada, com adicdo de 1 mL de
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polissorbatos 80% a 0,1%. Posteriormente, agitou-se 0s tubos com vortex e determinaram-se
as concentracdes de esporos com o auxilio de hemocitémetro com fator de multiplicacdo de
50.000. Apos a contagem calculou-se a porcentagem de inibicdo de esporulacdo (PIE) em
comparacdo a testemunha, utilizando a mesma férmula para porcentagem de inibicdo de
crescimento micelial, para a esporulacao total utilizacdo da somatoria da lateral e borda.
Contagem de Microesclerodios e Esclerddios

Para a avaliacdo dos microesclerodios de R. solani as placas de Petri foram divididas
em quadrantes iguais partindo do disco micelial central, sendo demarcados com sinal negativo
(-), para auséncia de microesclerddios e positivo (+), para presenca dos mesmos. Uma escala
para quantificacdo da presenca de microesclerddios na placa foi estabelecida sendo: (++++)
nota (4), (+++) nota (3), (++) nota (2), (+) nota (1) e (-) ausente nota (0). Obteve-se entdo, a
soma dos sinais positivos e realizou-se a média acrescida de arredondamento para obtencgédo
dos resultados que foram submetidos a analise estatistica.

Na quantificacdo da producdo de esclerddios por S. sclerotium, ap6s 30 dias de
confronto, quantificou-se o numero das estruturas formadas em cada repeticdo, de cada

tratamento.

Delineamento experimental e Andlise estatistica

Todos o0s ensaios anteriores foram realizados em delineamento inteiramente
casualizado (DIC) com cinco repeticdes. Para a andlise dos dados utilizou-se o programa
Sisvar versdo 4.6 para a analise de variancia (ANOVA) com transformacdo dos resultados
(X+1). As medias de cada tratamento foram agrupadas e diferenciadas pelo teste de Scott

Knott (1974), a 5% de significancia (FERREIRA, 2011).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os indices velocidade de crescimento micelial (IVCM) mensurado para 0s 7
fitopatdgenos confrontados com fungos conidiais saprobios da Amazonia Meridional (FCSA),
apresentaram, de maneira geral, reducdo significativa em comparacdo com o controle
(P<0,05) (Tabela 1).

Tabela 1. indice de Velocidade de Crescimento Micelial (IVCM) da interacio dos fungos
fitopatogénicos confrontados com fungos conidiais saprobios da Amazonia Meridional

Fungos Conidiais Saprébios da Amazonia Meridional

. . Médias
Fitopatogenos Beltrania Brachiosporiella  Dictyochaeta sp. Gonytrichum sp. Controle  fitopatégenos
rhombica sp.
Aspergillus 1,39aC 1,44bC 1,32aB 1,38 aB 1,46 bB 140C
clavatus
Fusarium sp. 1,25aB 1,33aB 1,29aB 1,25 aA 1,32 aA 1,29B
Fusarium udum 1,29 bB 1,17 aB 1,26 bB 1,26 bA 1,24 bA 125A
Colletotrichum 1,18 aA 1,14 aB 1,19aA 1,31 bA 1,27 bA 122 A
truncatum
(LU2)
Colletotrichum 1,39aC 1,38 aC 1,44 aC 1,41 aB 1,47 aB 142C
musae
Rhizoctonia 1,74 bE 1,05 aA 1,76 bE 1,69 bD 1,75 bD 1,60 E
solani
Sclerotinia 1,57 bD 1,18 aB 1,58 bD 1,53bC 1,55bC 1,48D
sclerotium
Médias 1,40b 124a 141b 1,41b 1,44b 1,38

Meédias seguidas de mesma letra mintiscula na linha e mesma letra maiuscula na coluna ndo diferem
entre si pelo teste Scott Knott (5%). Controle= somente fitopatogeno. Para efeito de andlise estatistica

os dados foram transformados em raiz de +/X +1 . Dados sio médias de cinco repetigoes.
C.V.=4.21%

Nos ensaios com A. clavatus o FCS que apresentou menor eficiéncia foi
Brachysporiella sp. (IVCM=1,44), entretanto as melhores redugdes de IVCM foram frente
Dictyochaeta sp. (IVCM=1,32) seguido de Gonytrichum sp. (IVCM=1,38) e B. rhombica
(IVCM=1,39). O género Aspergillus é de grande importancia pois sdo considerados

iniciadores da deterioracdo das sementes e, algumas espécies podem produzir metabdlitos
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secundarios toxicos, denominados micotoxinas que sdo nocivas a saude humana e animal
(CHALFOUN E BATISTA, 2003).

Os valores do IVCM para Fusarium sp. e C. musae ndo diferiram estatisticamente
entre os FCSA analisados. Os fungos do género Fusarium sdo conhecidos como um dos
maiores problemas na agricultura, plantas e sementes infectadas reduzem a qualidade e o
valor econdmico, além das perdas nutricionais, induzindo a doencas em humanos e animais
devido a formacdo de micotoxina fumonisina (BERND, 2006). O C. musae causa a
antracnose e representa 0 mais grave problema na pds colheita de banana e, encontra-se
amplamente distribuido em todas as regies produtoras dessa fruta no mundo (CORDEIRO et
al., 2005).

Os FCSA que ndo apresentaram eficiéncia no controle de F. udum e C. truncatum
foram B. rhombica e Gonytrichum sp. (IVCM=1,29, 1,26, respectivamente) e (IVCM=1,31)
em relacdo ao controle, porém os resultados melhores de IVCM foram atribuidos no
confronto com Brachysporiella sp. (IVCM=1,17, 1,14, respectivamente), para estes
fitopatdgenos. A antracnose € doenca de destaque na cultura da soja no Estado de Mato
Grosso, gque causa danos severos na producdo de soja, principalmente em regifes quentes e
umidas (GALLI, 2007). C. truncatum € o agente causal da antracnose, doen¢a que causa o0
apodrecimento das vagens e grdos de soja, levando a morte dos grdos em formacdo; é
disseminado através do vento e agua de chuva, clima quente e alta umidade favorecem a
infecdes e o desenvolvimento da doenca, resultando em baixa produtividade, baixa qualidade
dos graos e tombamento das plantas (FERREIRA et al., 1999; GODOQY et al., 2014).

Os indices de velocidade de crescimento micelial de R. solani e S. sclerotium
apresentaram 0s menores valores frente a Brachysporiella sp. (IVCM=1,05 e 1,18,

respectivamente) enquanto que no confronto com Dictyochaeta sp. IVCM=1,76, 1,58,
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respectivamente. O fungo S. sclerotioum é agente causal do mofo branco, uma das doencas
mais antigas e sem grande expressdo no passado, mas, devido ao aumento consideravel de
lavouras brasileiras a partir de 2008 representa uma das principais doengas da cultura de soja
na atualidade, provocando reducdo de rendimento de até 70% (MEYER et al., 2014). O
patdgeno R. solani afeta a cultura da soja e outras como arroz, milho, sorgo, feijdo-de-corda e
caupi, além de necrose foliar, o fungo causa lesdes nas hastes e peciolos reduzindo drasticamente
a producdo de soja (BASSETO et al., 2007).

As reducbes dos IVCM dos fitopatogenos frente a exposi¢do aos FCSA podem estar
relacionado aos mecanismo de ataque produzidos por eles, como reacfes que ocorrem nas
células dos FCSA, produzindo substancias que sdo toxicas aos fitopatdgenos ou criam
condicBes adversas para o crescimento destes. Segundo Pascholati (2008), os pat6genos
necessitam retirar do hospedeiro nutrientes para seu metabolismo, para desempenhar suas
atividades vegetativas e reprodutivas, e caracteristicas necessarias para fixar e penetrar nos
tecidos, colonizar ou ser transportados nos tecidos internos, reproduzir no interior ou sobre
hospedeiro e alterar o comportamento normal da planta. Portanto os FCSA podem estar
fazendo a reducdo do IVCM dos fitopatégenos como também tendo efeito de estimular o
crescimento.

Na pesquisa de Barros (2014), utilizando fungos saprébios no controle de S.
sclerotiorum, isolada de soja, os tratamentos com Curvularia inaequalis, C. eragrostidis e
Memnoniella echinata reduziram o indice da velocidade de crescimento micelial, e o
tratamento com saprébio Stachylidium bicolor aumentou a velocidade do crescimento
micelial em relagéo a testemunha. Embora os saprobios testados serem diferentes, observa-se

neste trabalho comportamento semelhante de resposta no IVCM.
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Barros et. al. (2015), testaram oito espécies de fungos saprébios em confronto com S.
sclerotium, tendo como maior efeito antagbnico em todos os ensaios Myrothecium sp.. Neste
trabalho foram testados outros fungos conidiais saprébios da Amazénia Meridional, e o
mesmo comportamento foi observado em relacdo a Brachysporiella sp. frente S. sclerotium.

Pinto (2013), trabalhou no controle da mancha manteigosa com fungos saprobios em
cafeeiro, utilizou Memnoniella echinata, Chloridium virescens var. chlamydosporium e
Phialomyces macrosporus em cultura de pareamento com Colletotrichum gloeosporioides em
trés meios de cultura obtendo como resultado dos trés tratamentos utilizados a diminuicéo do
IVCM. O tratamento em que P. macrosporus foi cultivado em agar Cenoura (CMA) e Agar
extrato de malte (MEA) demonstraram melhor resultado, reduzindo o IVCM em 42,5%,
diferentemente deste trabalho que ndo avaliou meio de cultura, mas o comportamento de
reducdo pelo FCSA também foi visto neste trabalho.

O fitopatogeno R. solani apresentou o menor (IVCM=1,05) no confronto com
Brachyosporiella sp., com reducdo estatisticamente significativa. Na pesquisa de Ahmed et al.
(2003), os autores verificaram niveis elevados de quitinase produzidos por Trichoderma
harzianum indicando ser esta enzima responsavel pelo controle de R. solani na cultura de
pimenta. Esta enzima tem acao de hidrolisar a parede celular levando a morte. Provalvemente
a Brachysporiella sp. possa produzir quitinase, e este seja 0 mecanismo envolvido no
processo de micoparasitismo, entretanto isto deve ser confirmado em testes futuros.

Nas médias gerais apresentadas os FCSA de menor eficiéncia no IVCM foram
Dictyochaeta sp., Gonytrichum sp. e B. rhombica (IVCM=141, 141 e 1,40,
respectivamente), porém a maior eficiéncia de reducédo foi proporcionado por Brachysporiella
sp. (IVCM=1,24). Portanto os FCSA causam diminuicdo de IVCM, fato este que necessita

esclarecimento sobre a relacdo patdgeno e FCSA, e quais substancias estdo envolvidas para
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reducdo e estimulo dos fitopatdgenos testados, podendo ser estudados como possiveis agentes
no controle biolégico.

Os FCSA séo agentes que possuem substancias que apresenta um razoavel espectro de
acao fungica, atuando sobre esporos, na inibicdo da germinacdo, bloqueando o
desenvolvimento do micélio. Neste estudo, a eficacia dos FCSA na inibicdo do crescimento
micelial in vitro ficou evidenciada para a maioria dos fitopatdgenos testados.

Na porcentagem de inibicdo de crescimento micelial (PIC) (Tabela 2), houve diferenca
significativa (P<0,05). Os resultados de A. clavatus se diferem entre os tratamentos, com
maior PIC quando pareado com Dictyochaeta sp., seguido de Gonytrichum sp. e B. rhombica
e; 0 tratamento com menor inibicdo foi no confronto Brachysporiella sp.. Para Fusarium sp. a
maior PIC foi obtida no tratamento com saprébio Gonytrichum sp., entretanto, Dictyochaeta
sp. mostrou a menor porcentagem de inibicao de crescimento.

Para F. udum os dados obtidos ndo se diferem entre si, com baixos valores de PIC
frente aos tratamentos, porém observou-se maior inibicdo no confronto com Brachysporiella

sp. (12%), e menor inibi¢do no confronto com Gonytrichum sp. (9%).

Os resultados obtidos para C. truncatum (LU2), ndo diferem entre os tratamentos,
mesmo assim Gonytrichum sp. apresentou maior PIC seguida por Brachysporiella sp.,
Dictyochaeta sp. sendo que B. rhombica proporcionou menor PIC. No caso de C. musae nédo
houve diferenga entre os tratamentos e maior PIC foi proporcionada por Brachysporiella sp.
seguida de B. rhombica e Gonytrichum sp. Para R. solani as maiores PIC foram

proporcionadas pelos saprébios Brachysporiella sp. e Gonytrichum sp.
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Tabela 2. Porcentagem de Inibicdo de Crescimento micelial (PIC) de fungos fitopatogénicos
confrontados com fungos saprébios da Amazonia Meridional

Porcentagem de Inibigéo (%) Fungos colonidiais saprébios da Amazénia Meridional

Fitopatogenos

Beltrania . . .
. Brachysporiella sp. Dictyochaeta sp. Gonytrichum sp. Médias Gerais
rhombica
Aspergillus clavuitus 32bA 1cC 99 aA 79 aB 53A
Fusarium sp. 14 bA 10 bB 6 bD 99 aA 32B
Fusarium udum 11aA 12 aB 8aD 9aC 10C
Colletotrichum
19aA 49 aB 48 aD 63 aC 45B
truncatum (LU2)
Colletotrichum musae 19 aA 20 aA 7aB 12 aB 15¢C
Rhizoctonia solani 25 bA 61 aA 6cD 54 aB 36B
Sclerotinia sclerotium 16 bA 66 aA 29bC 29 bC 31B
Médias 19c¢c 31b 28b 48a 32

Médias seguidas de mesma letra mindscula na linha e maidscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste Scott
Knott (5%). C.V. = 31,28%. Dados sdo médias de 5 repetices.

Segundo Moura (2007), em testes in vitro, isolados do fungo Trichoderma sp. (SN11,
T15, T25, TR2) mostraram-se eficientes na inibi¢do do crescimento micelial de Fusarium sp.,
Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Rhizopus stolonifer e Lasiodiplodia theobromae na
cultura do meldo cantaloupe hibrido ‘Hy—Mark’, onde houve 100% de inibigdo do
crescimento destes isolados, quando combinados com Trichoderma sp.. Nesta pesquisa, 0
mesmo comportamento referente ao Fusarium sp. foi observado.

Os resultados de S. sclerotium se diferem entre os tratamentos tendo maior PIC frente
a Brachysporiella sp. e menor porcentagem frente B. rhombica. No trabalho de BARROS,

(2014), foi utilizado filtrado de saprobios em concentracGes diferentes, onde observaram que
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os tratamentos com Myrothecium sp. e Curvularia inaequalis, Curvularia eragrostidis e
Stachylidium bicolor, se diferem significativamente entre os tratamentos na PIC entre os
saprobios, embora o trabalho ndo foi utilizado os mesmo FCSA e nem a mesma metodologia
de uso com saprobios, também observou-se porcentagem de inibigcdo de crescimento micelial
frente a S. sclerotium.

A reducdo do crescimento da coldnia do fitopatdgenos, na presenca dos FCSA pode
ser atribuida a liberacdo de metabolitos pelos antagonistas em estudo. Segundo Bonfim
(2010), a acdo biocontroladora dos antagonistas pode ser conferida por produzirem
metabolitos extracelulares, ndo volateis, termoestaveis e difusiveis que inibem o crescimento
do fitopatogenos.

As médias entre os fitopatdgenos se diferem, sendo que a A. clavatus e C. musae
apresentaram a maior e menor media de PIC, respectivamente. Na analise das médias da
porcentagem de inibicdo do crescimento micelial (PIC) dos saprobios houve diferenca
significativa entre os tratamentos aplicados, onde Gonytrichum sp. apresentou maior valor
médio de PIC, diferindo-se estaticamente dos demais tratamentos, seguido por
Brachysporiella sp., Dictyochaeta sp. e B. rhombica com os menores valores médios de PIC.

Os tratamentos com Dictyochaeta sp. versus A. clavatus; e Gonytrichum sp. versus
Fusarium sp. foram considerados os melhores, diferindo-se estatisticamente dos demais.
Dictyochaeta sp. apresentou PIC de 99% de A. clavatus seguido de 48% de PIC de C.
truncatum (LU2). Gonytrichum sp. inibiu Fusarium sp., A. clavatus e R. solani, em 99, 79 e
54%, respectivamente, mesmo sem favorecimento.

A inibicdo de crescimento micelial, apresentada pelos FCSA Brachysporiella sp.,
Dictyochaeta sp. e Gonytrichum sp. pode ser atribuida a constituintes quimicos presentes

que estdo inibindo o crescimento dos fitopatogénos testados.
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329 Na esporulacdo dos fitopatdogenos confrontados com FCSA, houve diferenca

330 significativa entre os tratamentos (P<0,05) (Tabela 3).

331  Tabela 3. Esporulacdo de fungos fitopatogénicos quando confrontados com fungos conidiais saprébios
332  da Amazobnia Meridional

Fitopat6genos Esporulacédo Lateral (nGmero de esporos/mL)
Beltrania Brachysporiella Dictyochaeta sp. Gonytrichum sp. Controle
rhombica sp.
Aspergillus clavatus 1943,87 cB 442,39 aA 3047,53dB 1464,44bB 2772,47 dB
Fusarium sp. 90,04 aA 369,30 bA 596,84 bA 415,72 bA 327,48 bA
Fusarium udum 327,50 aA 326,33 aA 533,24 aA 1552,23 bB 1173,96bA

Colletotrichum

699,91 aA 1607,84 bB 1036,43 bA 300,40 aA 746,19 aA
truncatum (LU2)
Colletotrichum musae 466,17 aA 350,10 aA 500,96 aA 564,53 aA 428,48 aA
Meédias 705,50 a 619,19 a 1143,00 b 859,47 a 1089,82 b
C.V.=68,99%

Esporulacdo Bordaa (nimero de esporos/mL)

Aspergillus clavatus 2063,06 bB 562,94aA 3747,64cC 2322,90 bB 2932,88cB

Fusarium sp. 216,14 aA 321,48 aA 441,51 aA 255,02 aA 236,56 aA

Fusarium udum 236,56 aA 134,76aA 340,35aA 1810,19bB 783,55 aA

Colletotrichum 735,31 aA 1067,18 aA 1833,73bB 353,65 aA 754,02 aA
truncatum (LU2)

Colletotrichum musae 427,49 aA 450,86 aA 576,89 aA 468,28 aA 552,52 aA

Médias 735,71a 507,45 a 1388,02 a 1042,01 b 1051,91b

C.V=76,29%

Esporulacédo Total (nGmero de esporos/mL)

Aspergillus clavus 4006,93 bB 1005,33aAB 6795,17cC 3787,34bB 5705,35 cB
Fusarium sp. 306,18 aA 690,78 aA 1038,35aA 670,74aA 564,04aA

Fusarium udum 564,06 aA 749,58aA 873,59aA 3362,42bB 1957,51bA

Colletotrichum 1435,22 aB 2675,02 bB 2870,16 bB 654,05aA 1500,21 aA

truncatum (LU2)
Colletotrichum musae 893,66 aA 800,96aA 1077,85aA 1038,81aA 981,00aA
Meédias 144121a 1184,33 a 2531,02b 1902,67ba 2141,62b
C.V=6747%

333 Médias seguidas de mesma letra minudscula na linha e mesma letra maidscula na coluna ndo diferem entre si pelo

334  teste Scott Knott (5%). Para efeito de analise estatistica os dados foram transformados em raiz de + X +1.
335 Dados sdo médias de cinco repeticoes.
336

337 Os dados de esporulacdo de A. clavatus diferem estatisticamente entre os tratamentos

338 na esporulacédo lateral, borda e total sendo que Brachysporiella sp. reduziu a esporulagéo e,
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Dictyochaeta sp. estimulou a esporulacdo tanto na lateral, borda e total, em relacdo ao
controle.

Os resultados de esporulacdo do Fusarium sp. diferem estatisticamente entre 0s
tratamentos, sendo que B. rhombica reduziu a esporulacéo lateral, entretanto, Brachysporiella
sp., Dictyochaeta sp. e Gonytrichum sp., aumentaram a esporulacdo em relacdo ao controle.
Em relacdo a esporulacdo na borda e total houve diferenca entre os tratamentos.

Os dados de esporulacdo F. udum se diferenciam entre si, na esporulacdo de lateral,
borda e total, e o confronto com Brachysporiella sp. proporcionou a menor esporulacéo
lateral, seguida de B. rhombica, Dictyochaeta sp., sendo que Gonytrichum sp. estimulou a
esporulacdo em relacdo ao controle. Normalmente, esporulacdo alta indica que o patdégeno
estd em uma condicdo adversa no meio.

Para a esporulacdo de C. truncatum (LU2), houve diferenca estatistica nos resultados
de esporo lateral, borda e total, sendo que o tratamento que apresentou melhor resultado com
reducdo de esporulacdo lateral foi Gonytrichum sp., seguido pelo tratamento com B.
rhombica. Porém, houve aumento da esporulacdo com o confronto com Brachysporiella sp. e
Dictyochaeta sp. em relacdo a testemunha. Na esporulacdo de C. musae ndo houve diferenca
entre os tratamentos na esporulacdo lateral, borda e total.

Nas médias obtidas dos FCSA resultante das 3 metodologias de esporulacéo, a B.
rhombica aumentou a esporulacdo no antagonismo com A. clavatus, porém as melhores
reducdes foram frente a Fusarium sp.

O confronto dos fitopatdgenos com Gonytrichum sp. apresentou diferenca entre os
resultados da esporulacdo na lateral, borda e total. O tratamento que demonstrou diminuir a

esporulacdo lateral, borda e total em relacdo ao controle foi com C. truncatum (LU2).
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Com relacdo as médias totais dos FCSA frente aos fitopatogenos, Brachysporiella sp.
apresentou maior reducdo de esporulacdo (borda, lateral e total) dos fitopatdgenos testados,
porém Dictyochaeta sp., proporcionou aumento de esporulacao dos fitopatégenos em todas as
esporulacdes analisadas (lateral, borda e total da colénia). Os esporos sdo unidades
reprodutivas e infectivas dos fungos fitopatogénicos responsaveis por produzir propagulos
que se disseminam e infectam a planta. Assim, quanto maior a inibicdo da formacdo de
esporos mais eficiente € o produto (SIMON et al., 2016).

O FCSA B. rhombica em confronto com o Fusarium sp. reduziu IVCM, 14% de PIC e
reduziu a esporulacdo na lateral, borda e total; embora tenha dado significativo apenas para
esporos laterais, verificou-se tendéncia de menor producéo de esporos quando o fitopatdgeno
foi submetido aos tratamentos com este saprobio. Varios fatores podem influenciar a
formacdo de esporos, fato importante para a infeccdo de plantas hospedeiras (MUELLER,;
BUCK, 2003). Biologicamente, os resultados obtidos neste ensaio sdo importantes, pois
evidenciam que estes isolados saprébios produzem substancias que indiretamente interferem
na reproducédo do patoégeno.

Os produtos metabodlicos secundarios antimicrobianos exercem paralisacdo, reducdo
do crescimento e esporulacdo de fitopatdgenos. Este processo de competicdo € referente a
interacdo entre dois ou mais organismos, envolvidos na mesma acdo por espaco, oxigénio e
principalmente por nutrientes. Esta competicdo nutritiva € um mecanismo indispensavel para
os fitopatdgenos por serem sensiveis a falta de alguns nutrientes, sendo capaz de se comportar
como um mecanismo de biocontrole (BONFIM et al., 2010; PARZIANELLO, 2012).

Em relacdo ao aumento da esporulagdo de A. clavatus quando confrontados com B.
rhombica, Dictyochaeta sp. e Gonytrichum sp., Pascholati et al. (2008) afirmam que, na

natureza, o crescimento micelial de fungos é resultado da abundancia de nutrientes e 6timas
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condicdes de temperatura, umidade e outros fatores fisicos. Ao contrario, a fase de producéo
de esporos sinaliza que as condicGes estdo escassas e se faz necessaria a producdo de
propagulos para a colonizagédo de outros tecidos hospedeiros ou outras fontes alternativas de
alimento. Portanto, é possivel que os FCSA foram favorecidos no seu crescimento, deixando
0 meio menos favoravel para o fitopatdgeno, estimulando entdo sua reproducao.

A capacidade de reducdo de esporulacdo pode levar a contribuicdo para o manejo da
doenca no campo, podendo levar a possibilidade que os FCSA apresentem mais de um modo
de acdo sobre o fitopatdgenos.

Na porcentagem de inibicdo de esporulacdo (PIE) (Tabela 4) dos fitopatdgenos em
relacdo ao tratamento com os saprobios, houve diferenca significativa(P<0,05). Os resultados
de esporulacdo de A. clavatus diferem significativamente na porcentagem de inibicdo de
esporos laterais e borda, sendo Beltrania rhombica o FCSA que mais inibiu sua esporulacédo
PIE=82% e 41%, respectivamente; enquanto nos tratamentos com os demais FCSA néo houve
diferenca entre si. Na esporulacdo total ndo houve diferenca entre os tratamentos. Os dados de
inibicdo de esporulacdo de Fusarium sp. se diferem estatisticamente na metodologia de
lateral, borda e total onde as maiores inibi¢cGes foram proporcionadas por Brachysporiella sp.
(PIE=92%, 75% e 90%) e B. rhombica (PIE=75% Ilateral e 44% total), porém para
esporulacdo na borda somente Brachysporiella sp. inibiu.

Dados obtidos com F. udum ndo diferem estatisticamente entre os tratamentos. O
mesmo comportamento foi observado na PIE de C. musae. Para C. truncatum houve diferenca
estatistica na PIE total (49%) e em relacdo a lateral e borda, ndo foi significativo. Em relacéo
aos dados dos FCSA frente aos fitopatdgenos, os resultados se diferem significativamente
(P<0,05), e os tratamentos com B. rhombica frente aos fitopatégenos se diferem entre os

resultados de PIE lateral e borda, com maior inibicdo na esporulacdo lateral de A. clavatus



410

411

412

413

414

415

416

417

418

419

420

421

422

423

424

425

426

427

428
429
430
431
432
433
434
435

37

(PIE=82%) e F. udum (PIE=75%), e borda A. clavatus (PIE=41%) e C. musae (PIE=33%). Os
resultados totais ndo diferem entre eles, os dados de Brachysporiella sp. diferem entre os
fitopatdgenos na esporulacdo lateral, borda e total. A melhor PIE foi de Fusarium sp.
(PIE=92%, 75% e 90%), respectivamente. No confronto com Dictyochaeta sp. ndo houve
diferenca entre os tratamentos e para Gonytrichum sp. houve diferenca entre os tratamentos na
borda, com maiores inibi¢cbes para C. truncatum (PIE=47%), C. musae (PIE=36%) e
Fusarium sp. (PIE=12%).

De maneira geral Bradiosporella sp. apresentou maior resultado na inibicdo da
esporulacdo lateral (PIE=30%), borda (PIE=33%) e total (PIE=28%) no confronto com o0s
fitopatdgenos. Os resultados para Dictyochaeta sp. ndo diferem estatisticamente, entre si. O
Gonytrichum sp. ndo difere estatisticamente para lateral (PIE=17%), e diferiu na esporulacao
total (PIE=21%) e na borda (PIE=19%).

As médias gerais da PIE dos fitopatdgenos na lateral, borda e total, se diferenciaram
entre si. Os melhores tratamentos para lateral foram com A. clavatus (PIE=30%), Fusarium
sp. (PIE=42%), C. truncatum (LU2) (PIE=20%) e C. musae (PIE=15%). Para borda Fusarium
sp. (PIE=22%) e C. musae (PIE=32%) e total Fusarium sp. (PIE=34%) e C.musae.

Todos os FCSA utilizados nos ensaios de esporulacdo indicam potenciais inibidores

e/ou controladores de atividade microbiana, com acéo direta sobre o patdgeno alvo.
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436  Tabela 4. Porcentagem de Inibicdo de Esporos (PIE) de fitopatégenos quando submetidos ao confronto
437  direto com diferentes fungos conidiais saprobios da Amazodnia Meridional

438

439
440

441

442

443

444

445
446
447
448
449
450

Fitopat6genos PIE — ESPOROS NA LATERAL (%) Médias

Beltrania Bradiosporella sp.  Dictyochaeta sp. Gonytrichum sp.
rhombica
Aspergillus clavatus 82 aA 7 bB 14 bA 17 bA 30A
Fusarium sp. 75aA 92 aA 0bA 0 bA 42 A
Fusarium udum 8aB 25aB 0aA 0 aA 8B
Colletotrichum
truncatum (LU2) 15aB 0 aB 25aA 40 aA 20 A
Colletotrichum musae 9aB 25aB 0aA 27 aA 15A
Meédias 37a 30a 8b 17b 23
C.V.=89,06%
PIE-ESPOROS NA BORDA (%)
Aspergillus clavatus 41aA 3bB 2bA 1bB 12B
Fusarium sp. 0bB 75aA ObA 12 bA 22 A
Fusarium udum 12 aB 25aB 0aA 0aB 9B
Colletotrichum 2aB 18 aB 0aA 47 aA 17B
truncatum (LU2)
Colletotrichum 33aA 46 aB 12aA 36aA 32A
musae
Médias 18a 33a 3b 19a 18
C.V.=8547%
PIE-ESPOROS TOTAIS(%)
Aspergillus clavatus 6aA 7aB 0aA 25aA 10B
Fusarium sp. 44aA 90 aA 0bA ObA 34 A
Fusarium udum 3aA 3aB 0aA 0aA 2B
Colletotrichum 12bA 0bB ObA 49 aA 15B
truncatum (LU2)
Colletotrichum 17 aA 38 aB 2aA 30aA 22 A
musae
Meédias 162 28a 0,4b 2la 17
C.V.= 86,25%

Médias seguidas de mesma letra mindscula na linha e letra maitdscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste

Scott Knott (5%). Para efeito de analise estatistica os dados foram transformados em raiz de v/ X +1 . Dados
sdo medias de cinco repeticoes.

Os dados da producdo de esclerodios (Tabela 5) diferem estatisticamente entre 0s
tratamentos (P<0,05). Os tratamentos com Brachysporiella sp. e Gonytrichum sp reduzem a
producdo de esclerddios enquanto os tratamentos com B. rhombica e Dictyochaeta sp.

favoreceram a producéo.
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Tabela 5. Numero médio de esclerodios e microesclérodios de fitopatdgenos quando submetidos ao
pareamento com diferentes fungos conidiais saprébios da Amazonia Meridional

Fungos conidial Saprébios
Fitopatogenos

Beltrania Brachysporiella sp. Dictyochaeta sp. Gonytrichum sp. Controle
rhombica
Sclerotinia 21,4b 1l4a 17b 4,8a 13b
sclerotium
C.V.=49.46 %
Rhizoctonia solani 3,0a 3,0a 3,0a 3,0a 3,0a
C.V.=52.70

Meédias seguidas de mesma letra minUscula na linha ndo diferem entre si pelo teste Scott Knott (5%). Para efeito

de analise estatistica os dados foram transformados em raiz de +/ X +1 . Dados sdo médias de cinco repeticdes.
Em pesquisa quando se utilizou Trichoderma spp., a viabilidade do esclerodio de R.

solani foi prejudicada pela acdo de enzimas hidroliticas, como quitinases, glucanases,
proteases e lipases, que leva a morte do fitopatdgeno (MAFIA et al., 2003). Nesta pesquisa,
este fato foi observado, pois os FCSA ndo estimularam ou reduziram a producdo de
microesclérodios de R. solani.

No trabalho realizado por Barros (2014) com fungos saprébios no controle de S.
sclerotiorum em soja, houve inibicao da formacao de esclerédios em 100%. O tratamento com
Myrothecium sp. apresentou reducdo de 92,3%, seguido dos tratamentos com Memnoniella
levispora, Pithomyces chartarum, Stachylidium bicolor e Stachybotrys globosa que reduziram
a formacdo de esclerédios em 84,6%, 76,9%, 76,9% e 69,2%, respectivamente. Embora o
presente trabalho ndo utilize as mesmas espécies de FCSA, os resultados obtidos
apresentaram a reducdo como também estimulo da formacao de esclerédios. Brachysporiella
sp. e Gonytrichum sp. reduziram a formacéo dos esclerddios e B. rhombica e Dictyochaeta sp.
estimularam a producdo dos mesmos.

Na anélise das notas de Bell (Tabela 6), os tratamentos diferiram estatisticamente entre
si. O confronto Gonytrichum sp. x C. truncatum (LU2) apresentou a menor nota (1,00), o que

representa que o FCSA cresceu por toda a placa de Petri; diferindo significativamente entre os
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demais. Ou seja tratamento de maior eficiéncia no controle de C. truncatum (LU2),
impedindo quase que totalmente o seu desenvolvimento. Em seguida, o segundo grupo
composto de B. rhombica x C. truncatum (LU2), C. musae, F. udum, e Dictyochaeta sp. x C.
truncatum (LU2), C. musae, os quais apresentaram médias de notas 2,0, crescendo até % da
placa de Petri, indicando inibicdo inferior ao tratamento anterior, mesmo assim, esses FCSA
podem ser considerados eficientes na supressdo dos fitopatdgenos testados. Ethur (2006)
classificou como “eficientes” aqueles que apresentam notas de 2,0 a 2,5 e “muito eficientes”
aqueles com nota de 1,0 a 1,5.

No confronto da B. rhombica x C. truncatum (LUZ2) observou-se a formacdo de halo
de inibicdo de 0,5 mm em 4 placas das 5 repeticGes, apos 7 dias de observacdo, permanecendo
apos 21 dias. No trabalho realizado por Solino ( 2015) confrontando os fungos saprébios com
Alternaria solani, o autor observou que os saprobios Stachybotrys globosa, S. nephrosfora,
Pithomyces chartarum e Gonytrichum macrocladum apresentaram halo de inibicdo do
patdgeno em placa de Petri, mantendo-se apds quinze dias, destacando-se Gonytrichum
macrocladum com halo de 2,95 cm e, na sua segunda avaliacdo notou reducdo na area do halo
de inibicdo de todos os saprobios em relacdo a primeira avaliacdo. Neste trabalho, embora
utilizando fitopatdgenos diferentes, ndo houve formacdo de halo de inibicdo superior ao
apresentado por G. macrocladum, mas o halo se manteve do mesmo tamanho, do inicio ao
final da observacdo. Alencar (2014) na sua pesquisa de fungos saprobios do semiarido
nordestino no controle de Alternaria solani em tomateiro, observou que o FCS Myrothecium
leucotrichum, foi o Unico a formar halo de inibi¢do que teve duragdo de 3-4 dias e, apds 25
dias o FCS desenvolveu-se sobre o fitopatdgeno indicando hiperparatismo.

Acredita-se que o pequeno halo de inibicdo deva-se a velocidade de crescimento dos

fungos envolvidos; assim poderia ser maior a inibicdo no confronto com a B. rhombica se o



41

496  patogeno fosse colocado algum tempo apds a incubacdo do FCSA e, ndo simultaneamente,
497  como foi realizado.

498  Tabela 6. Médias de Notas de Antagonismo dos fitopatégenos quando submetidos ao pareamento
499  direto com diferentes fungos conidiais saprobios da Amazo6nia Meridional

Combinaces de Tratamentos Meédias de Notas
Gonytrichum sp. X Colletotrichum truncatum (LU2) 1,00 a
Beltrania rhombica X Colletotrichum truncatum(LU2) 2,00 b
Beltrania rhombica X Colletotrichum musae 2,00b
Beltrania rhombica X Fusarium udum 2,00b
Dictyochaeta sp. X Colletotrichum truncatum 2,00b
Dictyochaeta sp. X Colletotrichum musae 2,00 b
Gonytrichum sp. X Aspergillus clavatus 2,00b
Beltrania rhombica X Fusarium sp. 3,00c
Brachyspororiella sp. X Colletotrichum musae 3,00c
Dictyochaeta sp. X Fusarium udum 2,80¢c
Dictyochaeta sp. X Fusarium sp. 3,00c
Gonytrichum sp. X Fusarium udum 3,00c
Gonytrichum sp. X Fusarium sp. 3,00c
Gonytrichum sp. X Sclerotinia sclerotium 3,00c
Beltrania rhombica. X Aspergillus clavatus 4,20d
Beltrania rhombica X Rhizoctonia solani 4,00d
Brachysporiella sp. X Colletotrichum truncatum 4,00d
Brachysporiella sp.X Fusarium sp. 3,60d
Dictyochaeta sp. X Aspergillus clavatus 4,00d
Dictyochaeta sp. X Rhizoctonia solani 4,20d
Gonytrichum sp. X Colletotrichum musae 4,00d
Gonytrichum sp. X Rhizoctonia solani 4,00d
Beltrania rhombica. X Sclerotinia sclerotium 4,60 e
Brachysporiella sp. X Aspergillus clavatus 500e
Brachysporiella sp. X Rhizoctonia solani 5,00e
Brachysporiella sp. X Sclerotinia sclerotium 500e
Dictyochaeta sp. X Sclerotinia sclerotiorum 500e

500 Médias seguidas de mesma letra minGscula ndo diferem entre si pelo teste Scott Knott (5%). C.V.= 13,70%. Para

501 efeito de analise estatistica os dados foram transformados em raiz de +/ X +1 .Dados s&o médias de cinco
502  repeticBes.
503
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De acordo com as notas de Bell, foram de menor eficiéncia B. rhombica x Fusarium
sp., Brachysporiella sp. x C. musae, Dictyochaeta sp. X F. udum, Fusarium sp. e Gonytrichum
sp. X F. udum, Fusarium sp., S. Sclerotium. Esses tratamentos apresentaram médias de nota de
2,80 a 3,0; ou seja, antagonista e patdgeno crescem até a metade da placa Petri apresentando
pouca eficiéncia de controle pelos fungos FCSA.

No quarto grupo B. rhombica x A. clavatus e R. solani; Brachysporiella sp. x C.
truncatum (LU2) e Fusarium sp.; Dictyochaeta sp. x A. clavatus e R. solani; Gonytrichum sp.
x C. musae e R. solani as médias de nota foram 3,60 a 4,20, quando o fitopatdgeno cresce
sobre 2/3 da placa de Petri. O quinto grupo foram B. rhombica x S. sclerotium;
Brachysporiella sp. x A. clavatus, R. solani e S. sclerotium; Dictyochaeta sp. x A. clavatus e
S. sclerotium com médias de 4,60 a 5,00, quando o fitopatdgeno cresce por toda a placa de
Petri. Portanto, o FCSA ndo apresenta nenhum controle sobre os fitopatdgenos testados,
sendo estes ultimos fitopatogenos de crescimento rapido e o FCSA com crescimento mais
lento.

A reducdo do crescimento de C. truncatum (LU2), C. musae, F. udum em relacdo aos
fungos conidiais saprobios Gonytrichum sp., B. rhombica e Dictyochaeta sp., pode ser
atribuida a competicao por nutrientes presentes no meio de cultura, como também a liberacao
de substancia tdxicas, também relatado por Bell et al. (1982), quando fizeram avaliacdo de
diversos isolados de Trichoderma frente a diferentes fitopatdgenos.

O teste de cultura pareada possui grande valor na area de controle bioldgico de
fitopatdgenos, pois o alto desempenho sugere que o isolado é efetivo quanto a capacidade
para a répida colonizacgdo das estruturas do patdgeno, ampliando o potencial do isolado para
exercer 0 hiperparasitismo e competi¢do por espaco e nutrientes, visto nos resultados onde os

FCSA frente aos fitopatdgenos foram eficientes e muitos eficientes.
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No trabalho de Alencar (2014), utilizando fungos saprobios do semiarido nordestino
no controle de A. solani em tomateiro, Pycnoporus sanguineus, apresentou a nota 3 observada
neste trabalho. Na pesquisa de Auler et al. (2003), foi utilizado 23 isolados de T. harzianum
provenientes de solo, para o controle biologico de Sclerotinia rolfsii. Também baseado na
escala de Bell et al. (1982), verificaram que 13 isolados (CEN140, CEN141, CEN153,
CEN154, CEN155, CEN156, CEN158, CEN167,CEN169, CEN170, CEN192, CEN194 e
CEN197) apresentaram crescimento maior estabelecendo a nota <2, sendo também observado
nos fungos conidiais saprobios utilizados neste trabalho.

Os fungos conidiais saprobios deste trabalho se mostraram promissores no controle
dos fitopatdgenos estudados, em atividades in vitro. Estudos estdo em andamento bem como a
utilizacdo de outros FCSA, na expectativa de encontrar mais organismos que possam ser
controlados, além de aprofundar os estudos com os FCSA testados e assim compreender
totalmente sua forma de atuacdo na defesa, sendo este o primeiro relato de controle direto de

patdgenos de interesse agricola por FCS da Amazdnia Meridional.

CONSIDERACOES FINAIS

Conclui-se que a Brachysporiella sp. diminui o IVCM dos fitopatégenos, com maior
destaque na reducdo do IVCM de R. solani;

Dictyochaeta sp. e Gonytrichum sp. apresentam as maiores inibicdes dos fitopatdgenos
A. clavatus, Fusarium sp., C. truncatum, R. solani e S. sclerotium.

Brachysporiella sp. e Beltrania rhombica proporcionaram maiores inibicdes de
esporulagcdo dos fitopatogenos: A. clavatus, Fusarium sp. e C. truncatum (LU2); porém

Dictyochaeta sp. ndo reduz a PIE dos fitopatdgenos testados.
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Gonytrichum sp. reduziu a producéo de esclerddios de S. sclerotium, porém os fungos
conidiais saprobios da Amazonia Meridional utilizados ndo interferem na producdo de
microesclerodios de R. Solani.

Os FCSA B. rhombica, Dictyochaeta sp. e Gonytrichum sp. foram eficientes no

controle de C. truncatum , C. musae e F. udum de acordo com a escala de Bell.
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Capitulo 1
Compostos volateis de fungos conidiais saprobios da Amazoénia Meridional no controle

in vitro de fitopatogenos
S.A.B. Oliveira’; F.B.Rodrigues'; E.A. Andrade’; S. R. Ferrarini®, S.M. Bonaldo?,
'PPGCAM, ’ICAA, *ICS /UFMT/Av. Alexandre Ferronato, n°. 1.200 /Reserva 35 / Distrito
Industrial/ Campus Sinop, CEP: 78.557-287, Sinop, MT
E-mail para contato: sbonaldo@ufmt.br
Resumo
Estudos sobre compostos organicos volateis (COVS) produzidos por fungos conidiais
saprobios da Amazodnia (FCSA) ainda sdo inexistentes. Assim, verificou-se a producdo de
COVS de FCSA e, seu potencial no controle de fitopatdgenos in vitro. Utilizou-se os FCSA
Beltrania rhombica, Brachysporiella sp., Dictyochaeta sp., Gonytrichum sp. e avaliou-se a
producdo de COVS através da germinacdo e viabilidade de esporos dos fitopatogenos e,
crescimento micelial, conforme metodologias de Botelho (2010) e Maia (2011), com
adaptacdes. Houve reducdo de germinacdo de esporos de Colletotrichum musae (63,56%)
frente a exposicdo a B. rhombica, Brachysporiella sp. (86,66%), Dictyochaeta sp. (79,68%) e
Gonytrichum sp. (85,71%). Os fitopatdgenos C. truncatum, C. musae e Fusarium sp. quando
expostos a COVs de Brachyosporiella sp., Dictyochaeta sp. e Gonytrichum sp. apresentaram
esporos inviaveis apds 3 e 7 dias de exposi¢do. Os COVs dos FCSA reduziram o indice de
velocidade do crescimento micelial e inibiram o crescimento micelial de Sclerotinia sp. e S.
sclerotiorum; bem como reducdo da producgdo de esclerédios na exposi¢cdo aos COVS de B.
rhombica, Brachyosporiella sp. e Dictyochaeta sp.. Conclui-se que os FCSA estudados
apresentam producdo de COVS, com potencial para o controle bioldgico de doencas de

plantas.
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Palavra chave: Fungos decompositores, controle bioldgico, doencas de plantas.
Abstract
Volatile compounds of saprobic conidial fungi from Southern Amazonia for in vitro

control of phytopathogens

Studies on volatile organic compounds (VOC) produced by saprobic conidial fungi of the
Amazonian region (SCFA) are still non-existent. Thus, the gaol of this study was to
investigate the production of VOC’s from SCFA and its potential in the control of
phytopathogens in vitro. The SCFA Beltrania rhombica, Brachysporiella sp., Dictyochaeta
sp., and Gonytrichum sp. were studied for their production of VOC’s through germination and
viability experiments with spores of phytopathogen and their mycelial growth, following
methods outlined previously (Botelho 2010 and Maia 2011), with modifications. There was a
reduction in germination of spores of Colletotrichum musae (63.56%) on exposure to B.
rhombica, Brachysporiella sp. (86.66%), Dictyochaeta sp. (79.68%) and Gonytrichum sp.
(85.71%). When Phytopathogens such as C. truncatum, C. musae and Fusarium sp. were
exposed to VOC from Brachysporiella sp., Dictyochaeta sp. and Gonytrichum sp. their spores
were unviable after 3 and 7 days of exposure. In addition, VOC’s from SCFA reduced the
mycelial growth rate index and inhibited the mycelial growth of Sclerotinia sp. and S.
sclerotiorum. We also found a reduction of sclerotia production after exposure to VOC’s from
of B. rhombica, Brachiosporiella sp. and Dictyochaeta sp. Based on our preliminary results,
we conclude that the SCFA studied showed putative evidence of VOC production, with

potential for the biological control of plant diseases.

Key words: Fungi decomposers, biological control, plant diseases.
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Introducéo
Fungos conidiais saprébios podem ser obtidos a partir de matéria organica em

decomposicdo, colaborando com a renovacdo e reciclagem de matéria organica em
decomposic¢do. Quanto mais hostil o ambiente de onde fungo ele foi recuperado, maiores as
chances de sobrevivéncia do agente de biocontrole no agroecossistema. Trabalhos de
prospeccdo da biodiversidade fangica do semiarido, identificaram diversos fungos saprobios
de serrapilheira de diversas florestas da caatinga do Nordeste (6).

Estes fungos tém recebido uma atencdo especial como potenciais indutores de
resisténcia e agentes de controle bioldgico. A acdo dos agentes de controle bioldgico é
baseada em diferentes mecanismos envolvendo producdo de antibioticos volateis e nédo
volateis, competicdo por espaco e nutrientes, producdo de enzimas hidroliticas e
micoparasitismo. Como ndo produzem toxinas, ndo sdo capazes de causar doenca e podem,
portanto, atuar como indutores de resisténcia de plantas contra fitopatogenos (6).

Compostos organicos volateis antimicrobianos recebem pouca atencdo quando
comparado ao antagonismo causado por substancias difusiveis. No entanto, novos trabalhos
tem focado atencdo nestes produtos do metabolismo, que se apresentam na forma gasosa ou
possuem alta pressdo de vapor. Desta forma, em condi¢Ges normais sdo liberados da célula.
Esses compostos possuem baixa massa molecular e podem pertencer a diversas classes
quimicas tais como alcoois, aldeidos, cetonas, ésteres, lactonas, terpenos e compostos de
enxofre (3, 19, 20).

Estudos sobre fungos conidiais saprobios envolvem geralmente carater taxonémico
Peitl (14) e, na regido Amazonica as pesquisas estdo intensificadas, por se tratar de area com
ampla diversidade de espécies. Entretanto, estudos da bioprospeccdo de compostos organicos

volateis emitidos pelos FCSA no controle de doencas de plantas sdo escassos. Neste contexto,
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avaliou-se a producdo de compostos organicos volateis de FCSA e seu potencial no controle

de fitopatdgenos in vitro.

MATERIAL E METODOS

Os fitopatogenos Aspergillus clavatus (Pier Antonio Micheli), Colletotrichum
truncatum (Berk. & M.A. Curtis) (isolado LU2), Colletotrichum musae (Berk; Curtis),
Fusarium sp. (Link ex Grey), Rhizoctonia solani (Ancient Greek), Sclerotinia sclerotiorum
(Lib.) de Bary (isolado soja) e Sclerotinia sp. (isolado feijao), foram obtidos da micoteca do
Laboratdrio de Microbiologia/Fitopatologia da UFMT/Campus Sinop.

Os FCSA foram obtidos através de cultura direta de galhos e folhas retirados de areas
de Cotriguacu/MT e do Cristalino/MT. Os fungos conidiais saprobios Beltrania rhombica
(Penzig)-CNMTTf40, Brachysporiella sp. (All Fields) CNMTf41, Dictyochaeta sp. (S. Hughes
& W.B. Kendr.) CNMTf42 e Gonytrichum sp. (Nees & T. Nees) CNMTf-43, foram
preservados no Laboratério de Microbiologia/Fitopatologia da Universidade Federal de Mato
Grosso, Campus Sinop.

Inicialmente, os FCSA e os fitopatdgenos foram cultivados em Batata-Dextrose-Agar
(BDA) por 20 dias, a 25+2° C, em fotoperiodo 12 horas. Na producdo de compostos
organicos volateis dos FCSA, e esporulacdo dos fitopatdgenos, foi adotada a metodologia
proposta por Botelho (2), com modificacdes. No frasco utilizado, com capacidade para 24
mL, colocou-se 14 mL de meio Agar-agar e dois mL de BDA e, um microtubo de 1,5 mL foi
introduzido no meio até altura mediana. Dois discos (dois mm de didametro) foram retirados
das bordas das culturas dos FCSA previamente cultivados, e colocados ao lado do microbubo
em posicOes opostas. Em seguida o frasco foi tampado e vedado com Parafilm®. Como

testemunha utilizou-se frasco sem a repicagem dos FCSA. Os frascos foram mantidos por sete
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dias, a 25 + 2°C e, fotoperiodo de 12 horas. Um mL de suspensdo de 10 esporos de A.
clavatus, C. truncatum (isolado LU2), C. musae, Fusarium sp., foi introduzido no microtubo,
com o auxilio de uma seringa. O orificio foi vedado com fita adesiva e o frasco mantido em
Demanda bioguimica de Oxigénio (BOD) a 25 + 2°C e, fotoperiodo por 72 horas. Apos este
periodo retirou-se 500 pL da suspensédo de esporos, da qual transferiu-se aproximadamente 10
pL para uma placa com meio BDA (90mm de didmetro) a fim de verificar a viabilidade dos
esporos. Posteriormente colocou-se em BOD a 25 + 2°C com fotoperiodo, sendo avaliado
diariamente o crescimento do fitopatdgeno por um periodo de sete dias. Os resultados foram
expressos em crescimento micelial positivo (+) e negativo (-). A estes resultados atribuiu-se
nota 1 (+) e nota O (-) sendo agrupado para andlise estatistica. O restante do material foi
acondicionado em tubo de ensaio para contagem de esporos germinados seguindo
metodologia de Maia (10), com adaptac¢des. Para isto, contou-se 100 esporos com auxilio de
uma lamina para microscopico, considerando as quintuplicatas. Os esporos foram
considerados germinados quando apresentaram tubo germinativo com 50% do seu
comprimento. Apos sete dias foi retirado o restante da suspensdo de esporos adicionada ao
microtubo, para desenvolver novos testes de viabilidade e, contagens de esporos germinados.
Para analisar o efeito dos compostos organicos volateis produzidos por FCSA sobre S.
sclerotiorum, Sclerotinia sp. e R. solani, adotou-se a metodologia de Rezende (9), com
modificacdes. Placas de poliestireno (90 mm de diametro), divididas ao meio por um septo,
receberam aproximadamente 10 mL de meio BDA em cada lado da placa. No centro do septo
do lado da placa foi depositado o disco de micélio dos FCSA (8 mm) e a placas foram entdo
vedadas e incubadas em BOD a 25+2°C, fotoperiodo por 72 horas. Apds este periodo, foi
aberto um orificio do lado oposto do FCSA e depositou-se um esclerddio do fitopatdgeno a

ser analisado (S. sclerotiorum ou Sclerotinia sp.), ou microesclerédio de R. solani,
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previamente produzidos em meio BDA. O orificio foi selado com fita crepe adesiva e as
placas mantidas a 25+2°C em BOD fotoperiodo. Apos 24h avaliou-se o crescimento micelial
em cm. O tratamento controle constituiu-se de placas contendo apenas BDA e os
fitopatdgenos. As avaliacGes foram realizadas diariamente, até que as coldnias da placa
testemunha atingissem a borda da placa. De posse dos dados de crescimento micelial
determinou-se o indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) por meio da formula
sugerida por Maguire (1962) e adaptada por Oliveira (1991). O célculo do percentual de
inibicdo em comparacado a testemunha foi obtido através da férmula: 1% = [(C1-C2)/C1]x100,
onde 1=% de inibicdo do patdgeno; C1 = crescimento linear do patdgeno na placa testemunha
e C2 = crescimento linear (cm) do patdgeno na placa tratamento.

Apds 21 dias de incubacdo em BOD a 25°C, determinou-se a producao de esclerddios
Sclerotinia sp. e S. sclerotiorum por contagem direta e, a producdo de microesclerédios de R.
solani. Para isso as placas de Petri foram divididas em quadrantes iguais partindo do disco
micelial central, sendo demarcados com sinal negativo (-) para auséncia de microesclerddios e
positivo (+) para presenca dos mesmos. Uma escala para quantificacdo da presenca de
microesclerddios na placa foi estabelecida sendo: (++++) nota 4, (+++) nota 3, (++) nota 2,
(+) nota 1 e (-) ausente nota 0. Obteve-se a soma dos sinais positivos e realizou-se a média
acrescida de arredondamento para obtencdo dos resultados que foram submetidos a analise
estatistica. Todos os experimentos foram realizados em delineamento inteiramente
casualizado (DIC) em quintuplicata.

A analise dos dados foi realizada com auxilio do programa Sisvar versao 4.6 segundo

Ferreira (5). Os dados foram submetidos & anélise de variancia (ANOVA) com transformacéo

VX +1 e, quando significativo submetido ao teste de Scott Knott (1974), a 5% de

significancia.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme as avaliagBes de germinacdo dos fitopatdgenos quando expostos aos COVs
emitidos pelos FCSA, houve inibicao de germinacao dos fitopatogenos (P<0,05) (Tabela 1).
No controle negativo de C. truncatum no terceiro e sétimo dia de avaliacdo a germinacao foi
de 40,51 e 58,74 %, respectivamente, com reducdo da germinacdo de esporos frente aos

COVs de Brachyosporiella sp., Dictyochaeta sp. e Gonytrichum sp..

Inserir Tabela 1

Visto que na literatura ndo é possivel encontrar o efeito de COVS produzidos por
FCSA sobre a germinacdo de esporos de fitopatdgenos, os resultados encontrados neste
trabalho foram interessantes, pois demonstraram o efeito destes compostos frente a C.
truncatum, um agente causal da antracnose em soja.

Com relacdo ao C. musae, observou-se que no 7° dia de estudo todos os COVS
haviam reduzido a germinacdo: B. rhombica (14,20%), Brachyosporiella sp. (3,20%),
Dictyochaeta sp. (2,60%) e Gonytrichum sp. (5,00%). Para Fusarium sp. em contato com 0s
COVS de B. rhombica, apenas houve 33,60% e 20,20% de germinacao de esporos, ao 3° e 7°
dias de avaliacdo, respectivamente; Brachyosporiella sp. (30,40% e 29,00%), Gonytrichum
sp. (23,40% e 13,80%) em relacdo ao controle negativo houve reducdo frente aos tratamentos
ao 3° e 7° dias de avaliacdo.

Estudos comprovam a eficiéncia de diversas substancias volateis produzidas por
plantas, fungos, bactérias e outros no controle de fitopatdgenos, reduzindo a formacdo de

esporos (15,19).
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A germinacdo de esporos € umas das fases mais delicadas do ciclo de vida dos fungos
fitopatogénicos, pois o0 patdgeno estd muito vulneravel aos fatores ambientais (temperatura
fora da faixa adequada, falta ou excesso de umidade), fungicidas, microrganismos
antagbnicos, nutricionais. Visto que, ainda ndo estabeleceu a relacdo parasitaria com o
hospedeiro. E nesta fase que no geral, atuam os principais fungicidas normalmente utilizados
em pulverizages (8).

Observa-se nas médias gerais de germinacao de esporos (Tabela 1) que os melhores
tratamentos foram Brachysporiella sp., Dictyochaeta sp. frente a C. musae e Gonytrichum sp.
frente Fusarium sp., respectivamente, onde houve reducdo da germinacdo em relacdo ao
controle negativo.

N&o houve viabilidade de esporos de A. clavatus confrontados com Dictyochaeta sp.
aos 3 dias de incubacdo, entretanto, quando exposto por 7 dias, estes esporos apresentaram
viabilidade (Tabela 2). Estes resultados demonstram que os COVs da Dictyochaeta sp. tem
efeito sobre a viabilidade de A. clavatus e que esta interferéncia foi efetiva em um curto
periodo de tempo. Portanto, este(s) composto(s) pode(m) ser usado(s) de forma protetiva,
como algumas substancias usadas comercialmente como Clorofenil, epoxi, flurofenil,
Triazole (Epoxiconazole), fenil toliloximetil, Acetato de metilo (Cresoxim-Metilico). Essas
substancias apresentam acdo protetora ou de pré-penetracdo quando o fungicida inibe a
germinacao, impedindo a penetracdo do fungo nos tecidos do hospedeiro (18).

Inserir Tabela 2

Os compostos gerados por B. rhombica e Brachysporiella sp. reduziram a viabilidade
de esporos de Fusarium sp. (Tabela 2) aos 3 dias (60 e 0% de crescimento micelial,
respectivamente). Entretanto os COVs produzidos por Gonytrichum sp. inviabilizaram o

crescimento dos esporos nos dois periodos avaliados, mas a germinacao dos esporos nédo foi
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afetada pelo COVs (Tabela 1). Assim, os resultados indicam a presenca de compostos
organicos volateis com acdo sobre a viabilidade dos esporos, mas sem alteracdo da
germinacao.

Para C. musae, a viabilidade dos esporos ndo diferiu estatisticamente entre si, frente
aos COVs produzidos por B. rhombica e Gonytrichum sp.. Porém houve reducdo na
viabilidade dos esporos frente aos COVs produzidos por Brachysporiella sp. e Dictyochaeta
sp., em ambos os periodos avaliados.

Os esporos de C. truncatum frente aos compostos volateis produzidos por
Dictyochaeta sp. apresentaram 0 mesmo resultado nos dois dias analisados, porém com
reducdo da viabilidade tanto ao 3° dia (20%) como ao 7° dia (20%) de incubac¢do. Enquanto
que frente a COVs de B. rhombica diferiu entre os dias avaliados, apresentando reducdo da
viabilidade somente aos 3 dias (20%) de incubacdo. Os COVs de Brachysporiella sp. e
Gonytrichum sp., reduziram completamente a viabilidade dos esporos nos periodos avaliados.

Os COVs produzidos por Brachysporiella sp., Dictyochaeta sp. e Gonytrichum sp. que
reduziram em 100% a viabilidade dos esporos de Fusarium sp., C. truncatum e C. musae,
provavelmente apresentam acdo residual ou acdo protetora, sobre os esporos dos
fitopatdgenos.

No caso estes compostos organicos volateis podem ser classificados como agentes
preventivos. Apresentando acdo protetora, pela inibicdo da germinacdo dos esporos e do
crescimento micelial: esporos de C. truncatum frente aos COVs de Brachysporiella sp. e
Gonytrichum sp. ndo apresentaram reducdo de germinacdo, porém apresentaram inviabilidade
no crescimento micelial. C. musae frente aos compostos de B. rhombica, Brachysporiella sp.,
Dictyochaeta sp. e, Gonytrichum sp. apresentaram germinagdo de esporos reduzida e

inviabilidade dos esporos. Para Fusarium sp., 0s compostos volateis de Gonytrichum sp.
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reduziram a germinacao e inviabilizaram o crescimento micelial. Portanto, sem germinacéo de
esporos e crescimento micelial ha o impedimento do fungo de penetrar e colonizar nos tecidos
hospedeiros.

Os COVs produzidos pelos FCSA, frente a C. truncatum, C. musae e Fusarium sp.,
apresentaram efeito fungicida pois, possivelmente, foram absorvidos por estas células através
do tubo germinativo ou penetraram diretamente a célula como os de contato inviabilizando
estes fitopatdgenos. Estes compostos sdo substancias de baixa polaridade que possuem
aproximadamente 20 atomos de carbono e que podem transpassar a membrana com facilidade
e serem liberados na atmosfera ou no solo, na auséncia de uma barreira de difusdo. Aléem
disso, podem ser espalhados rapidamente pelo movimento de solucdo aquosa e pelo fluxo em
massa de agua. Devido a estas caracteristicas os COVs aumentam sua area de influencia e,
entdo melhoram sua eficiéncia no controle de fitopatdgenos (4,15).

O uso de fungos no controle de doencas requer a inibicdo de germinacdo ou de algum
estagio da doenca ou do ciclo de vida do fitopatdgeno (16). Colaborando com os resultados
apresentados neste trabalho, Pinto (17) utilizou fungos saprébios na producdo de compostos
organicos Vvolateis no controle de mancha manteigosa causada por Colletotrichum
gloeosporioides (Penz.), onde observou reducdo da taxa de esporulacao.

No teste de producdo de volateis frente R. solani ndo houve diferenca significativa no
IVCM quando exposto aos COVs dos FCSA (Tabela 3), enquanto Sclerotinia sp. diferiu
apresentando reducdo de IVCM, frente aos COVs dos FCSA Brachysporiella sp. (IVCM=
1,21), Gonytrichum sp. (IVCM= 1,22) e B. rhombica (IVCM= 1,23) em relagdo ao controle
(IVCM= 1,44). S. sclerotiorum diferiu entre os tratamentos de COVs de Dictyochaeta sp.
(IVCM=1,11) e Brachysporiella sp. (IVCM=1,07) em relac¢éo ao controle (IVCM= 1,22).

Inserir Tabela 3
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O fendmeno de estimulo e/ou inibicdo micelial e germinacdo de esporos fungicos por
compostos presentes na fase gasosa parece ser um evento multifuncional. Dependente de
varios eventos somados, a vulnerabilidade das estruturas fungicas aos compostos volateis, esta
diretamente relacionada com o local onde estas estruturas estdo inseridas (1).

Pesquisas indicam que compostos organicos volateis ou de misturas artificiais de
volateis, apresentam promissora atividade no combate de uma ampla gama de patdgenos
fangicos e bacterianos (11). Wheatley (20) estudou interacBes mediadas por volateis entre
uma ampla gama de fungos e bactérias de solo e demonstrou que os isolados fungicos
apresentaram o crescimento micelial estimulado em até 40% ou inibido em até 60%,
dependendo do isolado bacteriano.

Os dados de PIC do crescimento micelial de R. solani, Sclerotinia sp. e S. sclerotiorum
(Tabela 4) quando expostos aos COVS dos FCSA, foram significativos (P<0,05%). Com
relacdo a S. sclerotiorum, as menores porcentagens de inibicdo de crescimento micelial foi
verificado frente a Gonytrichum sp. (0 %) seguido de B. rhombica (3,66 %), porém maior PIC
foi frente a Brachysporiella sp. (72,25 %) seguido de Dictyochaeta sp. (47,34%).

Inserir Tabela 4

Melo et al. (12), observaram que Xanthomonas vesicatoria (Doidge) submetida a
compostos organicos volateis produzidas pelos fungos saprobios Dictyochaeta simplex (S.
Hughes & W.B. Kendr.), Gonytrichum chlamydosporium (Barron & Bhatt), Stachybotrys
globosa (Misra & Srivast), Curvularia inaequalis (Shear) e Volutella minima (HGhn)
apresentaram inibicdes do crescimento bacteriano de 53,9; 54,7; 59,5; 60,9 e 77,6%,
respectivamente.

Para Sclerotinia sp. os maiores valores de PIC, foram para a exposi¢do aos COVS de

B. rhombica, Brachysporiella sp. e Gonytrichum sp. (PIC=50,37, 56,41 e 44,81%,
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respectivamente) (Tabela 4). A PIC foi reduzido para S. sclerotiorum frente a B. rhombica e
Gonytrichum sp. (PIC= 3,66 e 0%, respectivamente), entretanto Brachysporiella sp. e
Dictyochaeta sp. proporcionaram PIC de 72,25 e 47,34%, respectivamente.

A producéo de esclerodios de S. sclerotiorum e Sclerotinia sp., e microesclerddios de
R. solani (Tabela 5) diferiu estatisticamente entre os tratamentos (P< 0,05%). Para Sclerotinia
sp. ndo houve diferenca significativa na producédo de esclerddios entre os tratamentos e, para
S. sclerotiorum houve aumento da producdo de esclerddios frente aos COVs de Gonytrichum
sp.

Inserir Tabela 5

Portanto, COVs emitidos por Brachysporiella sp., Dictyochaeta sp. e Gonytrichum sp.
reduziram a germinacdo de esporos de C. musae e Fusarium sp. e 0s compostos de
Brachysporiella sp., Dictyochaeta sp. e Gonytrichum sp. inviabilizam os esporos de C. musae,
C. truncatum e Fusarium sp.

Os COVs de B. rhombica, Brachysporiella sp., e Gonytrichum sp. proporcionaram
melhor controle do crescimento micelial de Sclerotinia sp., enquanto gque compostos
produzidos por Brachysporiella sp. e Dictyochaeta sp. apresentaram maior eficiéncia sobre S.
sclerotiorum.

A formacdo de estruturas de sobrevivéncia de S. sclerotiorum e R. solani foi afetada
pelos COVs de B. rhombica e Dictyochaeta sp., enquanto que os compostos produzidos por
Brachysporiella sp. reduziram a formacéo de esclerddios somente de S. sclerotiorum.
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Tabela 1. Germinacdo em (%) de esporos de fitopatdgenos submetidos a compostos organicos volateis

produzidos por fungos conidiais saprébios da Amazodnia Meridional, ap6s 3 e 7 dias de incubagao.
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Dias
Tratamentos Média
03 dias 07 dias

Aspergillus clavatus 14,58aA 65,03bC 39,80B
Beltrania rhombica X A. clavatus 57,20 bB 58,60 bC 57,90 C
Brachysporiella sp. X A. clavatus 32,60 bA 30,40 bB 31,50B
Dictyochaeta sp. X A. clavatus 29,60 bA 43,60 hC 36,60 B
Gonytrichum sp. X A. clavatus 49,20 bA 32,00 bB 40,60 B
Colletotrichum truncatum 40,51bB 58,74bC 49,62B
Beltrania rhombica X C. truncatum 47,00 bB 35,60 bB 41,30 B
Brachysporiella sp. X C. truncatum 27,60 aA 44,80 bC 36,20 B
Dictyochaeta sp. X C. truncatum 25,20 bA 31,40bB 28,30 B
Gonytrichum sp. X C. truncatum 22,80 aA 53,80 bC 38,30B
Colletotrichum musae 13,77bA 16,52bA 15,14A
Beltrania rhombica X C. musae 47,40 bB 14,20 aA 30,80 B
Brachysporiella sp. X C .musae 24,00 bA 03,20 aA 13,60 A
Dictyochaeta sp. X C. musae 12,80 bA 02,60 bA 10,20 A
Gonytrichum sp. X C. musae 35,00 bA 05,00 aA 20,00 A
Fusarium sp. 41,18bB 43,08bC 42,13B
Beltrania rhombica X Fusarium sp. 33,60 bA 20,20 bA 29,70 B
Brachysporiella sp. X Fusarium sp. 30,40 bA 29,00bB 29,70 B
Dictyochaeta sp. X Fusarium sp. 27,40 bA 36,20 bB 31,80B
Gonytrichum sp. X Fusarium sp. 23,40 bA 13,80bA 18,60A

Meédias Gerais 32,83a 28,40 a 30,61

cv 42,38% 50,60%

359 Médias seguidas de mesma letra minudscula na linha e letras maidscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste

360  Scott Knott (5%). Para efeito de analise estatistica os dados foram transformados em raiz de +/ X +1. Dados

361 sdo médias de cinco repeticoes.
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362 Tabela 2. Porcentagem de viabilidade (em %) de esporos de fitopatdgenos, ap6s exposicdo aos compostos
363 organicos volateis produzidos por fungos conidiais saprobios da Amazonia Meridional, apés 3 e 7 dias de

364 incubacéo.

Dias
Tratamentos
3 dias 7 dias Média

Aspergillus clavatus 80b 80b 80b
Beltrania rhombica X Aspergillus clavatus 80b 100b 90b
Brachysporiella sp. X A. clavatus 100 b 100b 100b
Dictyochaeta sp. X A. clavatus Oa 100b 50a
Gonytrichum sp. X A. clavatus 100b 100b 100b
Colletotrichum truncatum 80b 80b 80b
Beltrania rhombica X C. truncatum 20a 80b 50a

Brachysporiella sp. X C.truncatum Oa Oa Oa
Dictyochaeta sp. X C. truncatum 20a 202 20a

Gonytrichum sp. X C. truncatum Oa Oa Oa
Colletotrichum musae 80b 80b 80b
Beltrania rhombica X C.musae 60b 60b 60b

Brachysporiella sp. X C. musae Oa Oa Oa

Dictyochaeata sp. X C. musae Oa Oa Oa
Gonytrichum sp. X C. musae 60b 60b 60b
Fusarium sp. 80b 80b 80b

Beltrania rhombica X Fusarium sp. 60b 60b 60b
Brachysporiella sp. X Fusarium sp. Oa 100b 50a
Dictyochaeta sp. X Fusarium sp. 100b 100b 100b

Gonytrichum sp. X Fusarium sp. Oa Oa Oa

C.V. 10,93% 10,46%

365 Médias seguidas de mesma letra minGscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste Scott Knott (5 %). Para

366 efeito de andlise estatistica os dados foram transformados em +/ X +1. Dados sdo médias de cinco repetigdes.
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367 Tabela 3. Indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) de diferentes fitopatogenos quando submetidos

368 a exposicdo de compostos organicos volateis produzidos por fungos conidiais saprobios da Amazoénia Meridional

369 (FCSA)
IVCM
FCSA
Rhizoctonia solani Sclerotinia sp. Sclerotinia sclerotiorum

Controle 1,28bA 1,44cC 1,22aB

Beltrania rhombica 1,31 bA 1,23 aA 1,21 aB
Brachysporiella sp. 1,31 cA 1,21 bA 1,07 aA
Dictyochaeta sp. 1,23 bA 1,33¢cB 1,11 aA
Gonytrichum sp. 1,29 aA 1,22 aA 1,27 aB

Meédias 1,29b 1,29b 1,17 a

370  Meédias seguidas de mesma letra minuscula na linha e letras maiuscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste

371 Scott Knott (5%). C.V. = 4,39%. Para efeito de andlise estatistica os dados foram transformados em + X +1.

372 Dados sdo médias 5 repeticoes.

373 Tabela 4. Percentagem de inibicdo do crescimento micelial (PIC) de fitopatdgenos submetidos aos compostos

374  organicos volateis produzidos por fungos conidiais saprobios da Amazénia Meridional (FCSA)

FCSA PIC (%)
Rhizoctonia solani Sclerotinia sp. Sclerotinia sclerotiorum
Beltrania rhombica 0,00 bA 50,37 aA 3,66 bB
Brachysporiella sp. 0,00 bA 56,41 aA 72,25 aA
Dictyochaeta sp. 20,61 aA 26,03aB 47,34aA
Gonytrichum sp. 0,00bA 44,81 aA 0bB
Médias 515¢ 44,40 a 30,81b

375 Médias seguidas de mesma letra mintscula na linha e letras maidscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste
376  Scott Knott (5%). C.V. = 42,37% Para efeito de analise estatistica os dados foram transformados em +/ X +1.
377 Dados sdo médias de cinco repeticoes.

378
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Tabela 5. Producdo de esclerddios e microesclerddios de fungos fitopatogénicos quando expostos aos compostos

organicos volateis produzidos por fungos conidiais saprobios da Amazo6nia Meridional (FCSA)

Numero de esclerédios e Microesclerédios

Tratamentos
Sclerotinia sclerotiorum Sclerotinia sp. Rhizoctonia solani
Controle Negativo 26b 16,82 2,0b
Beltrania rhombica 0,0a 15,22 1,0a
Brachysporiella sp. 0,28 12,62 3,0c
Dictyochaeta sp. 0,0a 17,62 2,2b
Gonytrichum sp. 4,0b 17,68 0,8a

Médias seguidas de mesma letra minascula na coluna ndo diferem entre si pelo teste Scott Knott (5%). Para

efeito de analise estatistica os dados foram transformados em +/ X +1 . Dados sdo médias de cinco repeticdes.
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Conclusotes Gerais

Os fungos conidiais saprobios decompositores de substratos vegetais da Amazonia
Meridional revelaram grande potencial para o controle biologico de fitopatdgenos.

O saprébio Brachyosporiella sp. apresentou acdo sobre os fitopatdgenos Fusarium
udum, Colletotrichum truncatum, Colletotrichum musae, Rhizoctonia solani e Sclerotinia
sclerotium, Dictyochaeta sp. influenciou o desenvolvimento de Aspergillus clavatus e,
Beltrania rhombica e Gonytrichum sp. atuaram sobre Fusarium sp. por meio de atividade
antimicrobiana in vitro, inibindo o crescimento micelial dos fitopatogenos, revelando grande
potencial para o controle bioldgico.

Todos os FCSA analisados reduziram a germinacdo dos fitopatdgenos testados. Nas
condicdes experimentais os FCS Brachyosporiella sp. e Gonytrichum sp. apresentaram o
maior percentual de inibicdo da producdo de esclerddios de S. sclerotium, porém ndo houve
interferéncia sobre microesclerddios de R. solani.

Com base nos resultados obtidos no teste de pareamento de culturas pode-se concluir
qgue Gonytrichum sp. apresentou alta capacidade antagbnica seguido de B. rhombica e
Dictyochaeta sp. em relacdo aos fitopatdogenos C. truncatum, C. musae, F. udum e A,
clavatus.

Foi possivel verificar que houve producdo de compostos volatéis por Brachysporiella
sp., Dictyochaeta sp. e Gonytrichum sp., inibindo a germinacéo dos fitopatdgenos em trés dias
de exposicéo, reduzindo a germinacdo de C. truncatum, A. clavatus, Fusarium sp. e C. musae.
Também houve producdo de VOCs até 7 dias de incubacdo, por todos os FCSA frente a A.

clavatus, C. musae e Fusarium sp.



422

423

424

425

426

427

428

429

430

431

432

433

434

435

436

437

438

439

440

441

71

Os COVs produzidos por B. rhombica, Brachyosporiella sp., Dictyochaeta sp. e
Gonytrichum sp. reduziram o IVCM de Sclerotinia sclerotium e Sclerotinia sp. e 0s maiores
PIC foram emitidos por B. rhombica, Brachyosporiella sp. e Gonytrichum sp.. Além disto, a
producdo de esclerodios de S. sclerotium foi inibida frente aos COVs de B. rhombica,
Brachyosporiella sp. e Dictyochaeta sp. E, a producdo de microesclerodios de R. solani foi
reduzida frente a Brachyosporiella sp. e Gonytrichum sp.

Os FCS da Amazodnia Meridional poderdo ser utilizados como agentes de controle
biolégico a partir dos efeitos antagdbnicos e compostos volateis emitidos frente a
fitopatdgenos, valorizando assim a biodiversidade da regido.

Estes resultados podem fornecer subsidios para o encontro de novas tecnologias para o
controle de doencas em plantas, com a obtencdo de um produto que possa ser futuramente

disponibilizado comercialmente.
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Anexo
Capitulo I: Fungos conidiais saprobios da Amazo6nia Meridional no controle in vitro de

fitopatogenos
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corretos, poderdo ser recusados se ndo apresentarem a devida organizacao e se estiverem fora
das normas da Bioscience Journal.

NORMAS PARA ELABORACAO DE FIGURAS

1. As figuras podem ser feitas em softwares de preferéncia dos autores (Excel, Sigma Plot,
etc.), devendo ser inseridas e enviadas em formato TIFF ou JPG com resolugdo minima de
300 dpi.

2. As figuras deverao ter largura maxima de 8,0 cm ou 16,0 cm.
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3. Os titulos e a escala dos eixos x e y deverdo ser em Times New Roman tamanho 11. As
linhas dos eixos e demais linhas (e.g., curvas de regressdo) deverdo ter espessura de 0,3 mm.
Todas as informacdes contidas no interior da figura (e.g., equacdes, legendas) deverdo ser em
Times New Roman tamanho 10 ou no minimo 8. So dispenséaveis as bordas, direita e
superior, em graficos.

4. Todas as figuras deverao ser inseridas convenientemente no texto logo apos a sua chamada,
consecutivamente e em numeros arabicos. As figuras deverdo ser inseridas no texto por meio
do comando “Inserir—Imagem/Figura— Arquivo”.

5. As figuras podem ser constituidas por multiplos gréficos, tanto na horizontal como na
vertical, respeitando a largura maxima de 16,0 cm e 8,0 cm, respectivamente. Quando se tratar
de figuras com varios graficos, os mesmos deverédo ser identificados por letras (A, B, C, D)
em maidsculo entre parénteses, fonte Times New Roman tamanho 11. Trabalhos que tenham
sido consultados e mencionados no texto sdo da responsabilidade do autor.

Informacgéo oriunda de comunicacdo pessoal, trabalhos em andamento e os néo-publicados
ndo devem ser incluidos na lista de referéncias, mas indicados em nota de rodapé da pagina
em que forem citados.

Referéncias: NBR 6023/2002. A exatiddo e adequacdo das referéncias a trabalhos que
tenham sido consultados e mencionados no texto sdo da responsabilidade do autor.
Informagéo oriunda de comunicagdo pessoal, trabalhos em andamento e os ndo publicados
ndo devem ser incluidos na lista de referéncias, mas indicados em nota de rodapé da pagina
onde forem citados.

As referéncias incluidas no final de cada artigo devem ser escritas em péaginas separadas do
texto principal, em ordem alfabética de acordo com as normas da ABNT NBR-6023, ago.
2002. Na lista de Referéncias, no final do artigo, todos os autores devem ser mencionados.
Né&o é permitido o uso da expressao et al.

Observar os exemplos das referéncias abaixo:

Livro no todo:

GRAZIANI, Mério. Cirurgia buco-maxilo-facial. 6. ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan,
1976. 676 p.

Capitulo de livro sem autoria propria:

PERRINS, C. M. Social systems. In: . Avian ecology. Glasgow: Blackie, 1983. cap. 2,
p. 7-32.

Capitulo de livro com autoria propria:
GETTY, R. The Gross and microscopic ocurrence and distribution of spontaneous

atherosclerosis in the arteries of swine. In. ROBERT JUNIOR.; A., ATRAUSS, R. (Ed.).
Comparative atherosclerosis. New York: Harper & Row, 1965. p. 11-20.
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Monografias, Dissertagdes e Teses:

CORRALES, Edith Alba Lua Segovia. Verificagdo dos efeitos genotoxicos dos agentes
antineoplasicos citrato de tamoxifen e paclitaxel. 1997. 84 f. Dissertacdo (Mestrado em
Genética e Bioquimica) — Curso de Pos-Graduacdo em Genética e Bioguimica, Universidade
Federal de Uberlandia, Uberlandia, 1997.

Trabalhos apresentados em eventos: Congressos, Seminarios, Reunides...

NOVIS, Jorge Augusto. Extensdo das acOes de salde na area rural. In: CONFERENCIA
NACIONAL DE SAUDE, 7., 1980, Brasilia. Anais... Brasilia: Centro de Documentacdo do
Ministério da Saude, 1980. p. 37-43.

Artigos de periodicos:

COHEN, B. I.; CONDOS, S.; DEUTSCH, A. S.; MUSIKANT, B. L. La fuerza de fractura de
tres tipos de materiales para el mufion en combinacion com tres espigas endodontiacales
distintas. R. Cent. C. Biomed. Univ. Fed. Uberlandia, Uberlandia, v. 13, n. 1, p. 69-76, dez.
1997.

Obs.: Quanto ao titulo de periddicos, deve-se adotar um Unico padrdo. Na lista de Referéncias
todos os titulos de periddicos devem vir abreviados ou todos por extenso e, em negrito.

Nota:

Quando se tratar de documento eletrdnico, deve-se fazer a referéncia normal, acrescentando-
se ao final informacdes sobre a descricdo do meio ou suporte.

Exemplo:
Capitulo de livro com autoria propria disponivel em CD-ROM:

FAUSTO, A. I. da F.; CERVINI, R. (Org.). O trabalho e a rua. In: BIBLIOTECA nacional
dos direitos da crianca. Porto Alegre: Associacdo dos Juizes do Rio Grande do Sul, 1995. 1
CD-ROM.

Artigo de periddicos em meio eletrénico:

ROCHA-BARREIRA, C. A. Caracterizacdo da gbnada e ciclo reprodutivo da Collisella
subrugosa (Gastropoda: Acmaeidae) no Nordeste do Brasil. Brazilian Journal of Biology, Sdo
Carlos, v. 62, n. 4b, nov. 2002. Disponivel em: Acesso em: 20 abr. 2003.

RecomendacBes: Recomenda-se que se observem as normas da ABNT referentes a
apresentacdo de artigos em publicacbes periddicas (NBR 6023/2002), apresentacdo de
citagdes em documentos (NBR 10.520/2002), apresentagéo de originais (NBR 12256), norma
para datar (NBR 5892), numeragdo progressiva das se¢des de um documento (6024/2003) e
resumos (NBR 6028/2003), bem como a norma de apresentacao tabular do IBGE.
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Declaracao de Responsabilidade:

Todas as pessoas relacionadas como autores devem assinar a declaragdo de responsabilidade
nos termos abaixo:

- Certifico que participei da concepcdo do trabalho para tornar puablica minha
responsabilidade pelo seu contetdo, ndo omitindo quaisquer ligacdes ou acordos de
financiamento entre os autores e companhias que possam ter interesse na publicacdo deste
artigo;

- Certifico que o manuscrito é original e que o trabalho, em parte ou na integra, ou qualquer
outro trabalho com conteudo substancialmente similar, de minha autoria, ndo foi enviado a
outra Revista e ndo o serd, enquanto sua publicacdo estiver sendo considerada pela Bioscience
Journal, quer seja no formato impresso ou no eletrénico.

Endereco para envio de trabalhos:

http://www.seer.ufu.br/index.php/biosciencejournal/about/submissions#onlineSubmissions
Condicoes para submissao

Como parte do processo de submissdo, os autores séo obrigados a verificar a conformidade da
submissdo em relacdo a todos os itens listados a seguir. As submissdes que ndo estiverem de
acordo com as normas seréo devolvidas aos autores.

1. Serdo aceitos somente trabalhos redigidos em inglés.

A contribuicdo é original e inédita, e ndo esta sendo avaliada para publicacdo por outra
revista;, ndo sendo o caso, justificar em "Comentarios ao Editor".

2. Os arquivos para submissdo estdo em formato Microsoft Word (2003), RTF ou
WordPerfect.

3. O texto esta em espaco duplo; usa uma fonte de 12-pontos; emprega italico ao invés
de sublinhar (exceto em enderecos URL); com figuras e tabelas inseridas no texto, e
ndo em seu final.

4. A identificacdo de autoria deste trabalho foi removida do arquivo (word 2003) e da
opcao Propriedades no Word, garantindo desta forma o critério de sigilo da revista. O
texto cumpre com as normas de formatagdo da revista citados em “Diretrizes para os
autores” na secao “Sobre”.

5. No momento da submissdo on line, o autor principal devera enviar um oficio assinado
por todos os autores, solicitando a submissdo do artigo e a sua possivel publicagéo,
exclusivamente nesta revista. O oficio deverd ser digitalizado e transferido em
"documentos suplementares”.

6. Todos os enderecos "URL" no texto (ex.: http://pkp.ubc.ca) estdo ativos.

7. O artigo estd sendo submetido corretamente na se¢éo correspondente, de acordo com a
sua area.

8. Os manuscritos mesmo apresentando relevancia cientifica e estando
metodologicamente corretos poderdo ser recusados se apresentados de forma
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desorganizada e fora das normas da Bioscience Journal. Manuscritos bem escritos e
apresentados de acordo com as normas sdo revisados com maior rapidez e, também,
exigindo menor esforgo dos revisores.

9. Serd cobrada taxa de publicacdo, no valor de R$ 40,00 (quarenta reais) por pagina
publicada, dos trabalhos aprovados. (A forma de pagamento serd informada
posteriormente).

10. Todos os itens acima sdo requisitos basicos para a submissao de um artigo e, caso ndo
estejam de acordo com as normas da revista, ou os metadados ndo estejam
preenchidos corretamente, o referido artigo NAO SERA considerado para avaliac&o.

Declaracdo de Direito Autoral

Os direitos autorais para artigos publicados nesta revista sdo do autor, com direitos de
primeira publicacdo para a revista. Em virtude de aparecerem nesta revista de acesso publico,
os artigos sdo de uso gratuito, com atribuicdes préprias, em aplicacdes educacionais e nado-
comerciais.

Politica de Privacidade

Os nomes e enderecos de email neste site serdo usados exclusivamente para os propositos da
revista, ndo estando disponiveis para outros fins.

Capitulo II- Compostos volatéis de Fungos conidiais saprdobios da Amazonia Meridional
no controle in vitro de fitopatégenos

Summa Phytopathologica (SP)

NORMAS PARA PUBLICACAO

MODALIDADES DE PUBLICAQAO

1. Artigos cientificos: trabalhos de pesquisa cientifica inédita e conclusiva. Grafado em portugués, inglés ou espanhol.
Deveré ter, no maximo, vinte laudas digitadas em espago duplo. Ndo devera ultrapassar trinta referéncias bibliograficas. O
texto devera conter 0s seguintes itens:

Resumo, abstract, introducéo, material e métodos, resultados e discusséo,agradecimentos, referéncias bibliogréaficas.

2. Revisdes: texto sobre assunto especifico o qual enfoca novos conceitos, hipéteses, discussfes ou que promova a
integracdo da Fitopatologia com outras ciéncias, atendendo, preferencialmente, a

solicitacdo da Comissdo Editorial. Devera ter no maximo vinte laudas digitadas em espaco duplo e ndo ultrapassar sessenta
referéncias. O texto

devera conter os seguintes itens: Resumo, abstract, texto, referéncias bibliogréficas.

3. Notas cientificas: trabalhos de pesquisa cientifica inédita, que seja recente e de interesse para uma rapida divulgacéo.
Devera ter no méaximo seis laudas digitadas em espaco duplo, uma tabela e uma figura.

N&o devera ultrapassar dez referéncias bibliograficas. O texto devera conter os seguintes itens: Resumo, abstract, texto,
agradecimentos,referéncias bibliogréaficas.

4. Notas técnicas: técnicas novas, produtos e patentes. Deverd apresentar resumo, abstract, texto sem divisdo de topicos,
referéncias bibliograficas. Devera ter no maximo seis laudas digitadas em espac¢o duplo, uma tabela e uma figura. Nao devera
ultrapassar dez referéncias bibliograficas.Resumo, abstract, texto, agradecimentos, referéncias

bibliogréaficas.

5. Comunicagdes: a) constatacdo de uma nova doenga ou de novo patdégeno. Caso trate da primeira deteccédo no pais, deve
constar o parecer técnico do Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento,

autorizando a divulgacéo. b) resultados dos testes de controle de doengas (quimico ou biolégico) desde que nao efetuados “ in
vitro”. Sem resumo, abstract ou divisdo em topicos, contendo no maximo duas laudas, digitados e uma figura ou tabela, sem
citacéo bibliogréfica.

6. Servigos: a) divulgacdo de noticias, que tenham interesse para os fitopatologistas; b) resenha de livros; c) abstracts de
teses e dissertacdes defendidas por sdcios da APF; d) noticias dos congressos e resolucdes das assembléias.

7. Cartas ao editor: documento encaminhado para publicacéo,sobre tema de relevancia para apresentar sugestdes ou incitar
discussdes. Podem ser publicadas a réplica e a tréplica.

TRAMITAQAO DO MANUSCRITO
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O trabalho deve conter o nome completo dos autores, sem abreviagdo. Um dos mesmos devera ser nomeado para se
responsabilizar pelas correspondéncias e troca de informagdes com a Comisséo Editorial (CE) e Conselho Editorial (CO), cujo
nome e endereco completo da instituicéo

constara no cabegalho do trabalho publicado. No caso de nenhum dos autores pertencer a Associagdo Paulista de
Fitopatologia (APF), devera ser recolhida uma taxa correspondente a cem reais (R$ 100,00), para a tramitagdo do manuscrito,
em cheque nominal & APF. Os artigos para publicagdo poderdo ser submetidos & Comissdo Editorial da Summa
Phytopathologica (SP), eletronicamente, ou gravados em CD, juntamente com a impressdo em quatro vias acompanhadas de
uma declaragdo de exclusividade do trabalho a SP e a anuéncia de todos

os autores. Apds o recebimento e exame do manuscrito, pela CE, quanto a adequac&o do tema ao periédico, as normas
propostas e inovagdo. Os

autores serédo notificados por carta sobre a aceitagdo ou da necessidade de readequagéo do texto, ou mesmo de alteracdes na
modalidade de publicacdo, para nova submissdo. Ap6s o aceite para tramitacdo, copias do trabalho apdcrifas, serdo
encaminhadas a trés assessores ad hoc (AH) , especialistas da area, previamente selecionados pela Comissao Editorial

(CE) e Conselho Editorial (CO). Estes AHs preencherdo uma ficha de avaliacdo, encaminhada junto com o trabalho, aceitando
ou negando a

publicacédo e fazendo sugestdes para a melhoria do texto quanto a forma, estrutura, atualizacdo metodolégica e bibliografica.
Enviando tudo para a

CE e CO, em 45 dias. Apos o recebimento dos trés pareceres e o trabalho ter sido aceito, por pelo menos dois assessores,
uma das coépias sera submetida a corregdo do “abstract” e adequagdo as normas de citagcdo bibliografica. Apos todas as
correcdes, 0 autor recebera esse material e os pareceres dos assessores, também sem o nome dos mesmos, juntamente com
o disquete ou CD, para conhecimento e tomada de providéncias na readequagdo do texto e novo encaminhamento. Este
devera ser feito

através de duas copias atualizadas impressas e o CD, para a Comisséo Editorial (CE) e Comissao Editorial (CO), que apds
averiguacdo quanto as correcdes, propostas pelos assessores, e andlise das justificativas dos autores, encaminhardo o
trabalho para a editoracéo e 0 mesmo sera considerado aceito para publicagdo. Caso contrario o trabalho sera devolvido, mais
uma vez, aos autores para as devidas corregdes.

O(s) autor(es) que néo tiver(em) seu texto aprovado, recebera(do) todas as cépias de volta, juntamente com o disquete ou CD.
No que se refere as ilustragcdes no trabalho, se estas forem em preto e branco ndo onerardo o(s) autor(es). Porém, se forem
coloridas, estes devem cobrir o custo adicional das paginas publicadas em cores, apés receber o aviso da aceitagdo do
trabalho para publicacdo. No caso de haver conflitos de interesse, os autores devem se manifestar por carta, através do autor
responsavel pela correspondéncia, a qual sera

analisada pela Comisséao Editorial (CE) e se necessario submetida ao Conselho Editorial (CO).

PROVA TIPOGRAFICA

Apbs a editoragdo e primeira impressdo, uma coépia do trabalho serd encaminhada aos autores, para a prova tipografica, ou
revisdo do texto, que assinalarédo as corre¢des em tinta vermelha e devolverdo em cinco

dias Uteis a Comisséo Editorial (CE). No caso de ultrapassar este prazo, o trabalho serd arquivado para ser publicado em
numeros posteriores do periddico.

NORMAS DE REDACAO

Todos os trabalhos deverdo ser digitados em folha tamanho A4 (210 x297 mm), espaco duplo, com margens de 3 cm,
numerando-se as linhas e

paginas. As letras devem seguir padrao “Times New Roman” tamanho 12.

Ao final do resumo e do abstract deverdo conter, no idioma correspondente, palavras chaves adicionais ( ndo mais que cinco e
diferentes do titulo).

Tabelas, figuras, desenhos, fotografias e graficos, deverédo ser apresentados separadamente no final do manuscrito. O local de
insercé@o no texto devera conter a chamada: Inserir Figura 1; inserir Tabela 1, etc.

O titulo da tabela constara na parte superior e 0 da figura na parte inferior, ambos ocupando toda a largura das mesmas. As
palavras Figura e Tabela, conjuntamente com o nimero correspondente devem ser escritas em negrito. As notagdes (nimeros,
letras e simbolos) constantes nas tabelas e figuras, deverdo ter tamanho néo inferior a 10. As figuras, na forma de gréficos,
deveréo ter fundo branco e com bordas.

Fotos e montagens fotogréaficas deveréo ser fornecidas em papel brilhante no tamanho A4 (210 x 297 mm), em JPEG, 300 dpi.
As citacOes bibliogréficas no texto deveréo ser:

a) expressas na forma numérica. Uma vez os autores fazendo parte de contexto da frase devem ser grafados com somente as
iniciais em maidsculas,

seguindo-se o numero da citagdo entre parénteses. Exemplo: Figueiredo (6).

b) quando o trabalho tiver mais de dois autores citar o primeiro seguido de et al.; quando forem dois autores utilizar o & (e
comercial). Exemplo: Figueiredo & Coutinho (7).

c) comunicac@o pessoal deve constar como nota de rodapé, contendo dados sobre o informante e a data (més e ano) da
informagéo.

d) quando tiver mais de uma citagdo, colocar no texto em ordem numeérica crescente (6, 7, 18).

€) na humeragéo da citacao nao utilizar zero antes da unidade.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

As referéncias bibliograficas no fim do texto deverdo ser apresentadas em ordem alfabética e numeradas, nos seguintes
formatos:

ARTIGO DE PERIODICO

FORMATO: Autor(es). Titulo do artigo. Titulo do periddico, cidade, volume, nimero, paginagéo inicial-final, ano. Exemplos:
1.Costa, A.S. Historia da fitopatologia no Brasil. Summa Phytopathologica, Campinas, v.1, n.3, p.155-163, 1975.

2. Leite, R.M.V.B.C.; Amorim, L. Elaborac@o e validacdo de escala diagramética para mancha de Alternaria em girassol.
Summa Phytopathologica, Botucatu, v.28, n.1, p.14-19, 2002.

3. Micheref, S.J.; Mariano, R.L.R.; Padovan, |.; Menezes, M. Observacgdes ultraestruturais das intera¢des entre Colletotrichum
graminicola e

agentes biocontroladores no filoplano de sorgo. Summa Phytopathologica, Jaguariina, v.19, n.2, p.99-101, 1993.
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