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RESUMO

Colletotrichum truncatum e Sclerotinia sclerotiorum sao patdégenos fungicos que podem
ser disseminados por sementes de soja, e geralmente sdo controlados por tratamento de
sementes com fungicidas. No entanto, devido ao aumento de isolados resistentes aos
fungicidas e aos efeitos nocivos dos agrotoxicos ao meio ambiente e a saide humana, a
busca por métodos alternativos de controle de patdogenos transmitidos por sementes se faz
necessaria. Assim, este estudo avaliou se o extrato de um isolado de Diaporthe infecunda
LGMF694, um endoéfito das folhas de Schinus terebinthifolius, inibe o crescimento de C.
truncatum e S. sclerotiorum, e melhora a qualidade sanitaria das sementes de soja quando
inoculada artificialmente com estes agentes etiologicos. Para isso, foram realizados testes
in vitro de difusdo em 4agar e concentra¢do inibitdria minima para evidenciar a
bioatividade do extrato in vitro. Posteriormente, para avalia¢ao de atividade em sementes
foram feitos testes de germinacdo, teste de frio, teste de envelhecimento acelerado e
verificou-se a incidéncia dos patdogenos em sementes inoculadas por meio da restri¢do
hidrica. Com as mesmas sementes, foi realizado o teste de germinac¢do em areia e em
seguida foi medido o comprimento de plantula, massa fresca e massa seca. Pode-se
constatar que o extrato de Diaporthe infecunda inibiu o crescimento in vitro de C.
truncatum em 94,4% e 83,8 % de S. sclerotiorum in vitro. Diminui também a incidéncia
dos patdgenos nas sementes, no entanto, diminui o poder germinativo. O extrato de
Diaporthe infecunda LGMF694 controla os patdégenos, porém, diminui o poder
germinativo das sementes. Portanto, novas formulacdes produzidas a partir do extrato ou
métodos de aplicacdo devem ser ensaiados com o objetivo de minimizar o efeito

observado nesse estudo.

Palavras-chave: 1. Antracnose. 2. Bioprospeccao. 3. Endofito. 4. Extrato flingico. 5.

Mofo-branco.



ABSTRACT

Colletotrichum truncatum and Sclerotinia sclerotiorum are fungal pathogens that can be
spread by soybean seeds, usually controlled by seed treatment with fungicides. However,
due to the increase in fungicide-resistant isolates and the harmful effects of pesticides on
the environment and human health, the search for alternative methods of controlling
common pathogens by seeds is underway. Thus, this study evaluated whether the extract
of Diaporthe infecunda, an endophyte from the leaves of Schinus terebinthifolius, inhibits
the growth of C. truncatum and S. sclerotiorum, and improves the sanitary quality of
soybean seeds when artificially inoculated with these etiological agents. For this, the in
vitro diffusion tests in a isolate were perfected and, later, the germination tests were
carried out, tests of minimum maturation and concentrates, colder propagation in seeds,
concentrates, more innocuous through water propagation in restricted seeds. With the
same seeds, the germination test was carried out in sand and then the fresh length of the
plant was measured, mass and dry mass. It can be seen that the extractor of Diaporthe
infertile inhibited the in vitro growth of C. truncatum in 94.4% and 83.8% of S.
sclerotiorum in vitro. It also decreases the disease of pathogens in the seeds, however, it
decreases the germinative power. The Diaporthe infecunda extract LGMF694 controls
the pathogens, however, it reduces the germinative power of the seeds. Therefore,
formulations from new application methods must be applied with the objective of

minimizing the effect observed in this study.

Keywords: 1. Anthracnose. 2. Bioprospection. 3. Endophyte. 4. Fungal extract. 5. White

mold.
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1 INTRODUCAO

O Brasil ¢ o maior produtor mundial de soja, no entanto, a cultura ¢ afetada por
diversas doencgas, dentre elas o mofo-branco (Sclerotinia sclerotiorum) e a antracnose
(Colletotrichum truncatum), as quais podem causar danos em lavouras com alta
severidade. Como agravante o patdgeno Sclerotinia sclerotiorum também ¢ propagado
em solos contaminados por apresentar eficientes estruturas de sobrevivéncia chamadas
de esclerddios, que mantém o microrganismo no ambiente por longos periodos, fazendo

com que a populacdo do patégeno aumente a cada safra.

Por se tratar de doengas que podem ser disseminadas a partir de sementes, o
tratamento quimico de sementes ¢ uma ferramenta importante, pois muitos dos fungicidas
controlam de maneira eficiente diversos patdgenos presentes nas mesmas € no solo.
Quando esse ¢ realizado de maneira efetiva, proporciona um adequado estande inicial da
cultura, no entanto, com a auséncia desse tratamento pode ocorrer um decréscimo na

emergéncia de plantulas, comprometendo o estande de plantas e a producao final.

Em contraponto, o uso excessivo de agrotdxicos pode ter efeito nocivo, tanto para o
meio ambiente quanto para a saide humana, além de o uso indiscriminado desses
produtos, ser responsavel pelo surgimento de isolados resistentes aos fungicidas. Ainda,
nem sempre a utilizagdo de medidas baseadas no controle quimico ¢ eficaz, além de

aumentar o custo de producao.

Com isso, surge a necessidade da busca por novos compostos que controlem
patogenos de maneira mais sustentavel. A utilizacdo de microrganismos benéficos, como
os endofiticos, ¢ uma importante estratégia para o controle de agentes fitopatogénicos,
pois demonstram potencial de inibir microrganismos através de interagdes antagdnicas,
tais como antibiose, competicdo, parasitismo ou producdo de metabolitos secundarios. O
resultado dessas interagdes tem papel importante como controle alternativo de doencas
de plantas. Além disso, os diferentes mecanismos de controle induzidos pelos fungos
endofiticos ou por compostos bioativos gerados, sdo uma forma de pesquisa atrativa em
virtude do seu potencial de aplicacdo biotecnoldgica e também pela crescente preferéncia
do consumidor por alimentos produzidos de forma mais sustentavel, utilizando formas

alternativas de controle, substituindo produtos quimicos.
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Sendo assim, buscou-se com esta pesquisa i) verificar se extratos e compostos de
Diaporthe infecunda LGMF694, endofito oriundo de folhas de aroeira (Schinus
terebenthifolius) reduzem o crescimento micelial de Colletotrichum truncatum e
Sclerotinia sclerotiorum in vitro e ii) Ainda, avaliar se o extrato ¢ capaz de controlar o
desenvolvimento dos patogenos apds a aplicagdo deles em sementes inoculadas

artificialmente com os agentes patogénicos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Essa revisdao aborda a importancia da cultura da soja, aspectos gerais sobre os
patogenos Colletotrichum truncatum e Sclerotinia sclerotiorum sobre os endéfitos, o uso
de fungos endofiticos do género Diaporthe como controle bioldgico e a bioprospecgao

direcionada para o manejo de doencas.

2.1 Cultura da soja

A soja [Glycine max (L.) Merrill] € cultivada em todo o mundo, ¢ a oleaginosa de
maior importancia econdmica e alimenticia, sendo uma das maiores commodities
agricolas. O Brasil produziu 252 milhdes de toneladas de graos na safra 2020/21 e desse
valor 136 milhdes de toneladas foram de soja sendo cultivada em 38 milhdes de hectares

com produtividade média de 3.527 kg.ha' (CONAB, 2021).

Com o aumento do potencial produtivo da cultura da soja e seu cultivo em locais
diversos e diferentes ambientes, as doengas assumiram relevante importancia dentre os
fatores que podem diminuir a produtividade desta oleaginosa, requisitando maior aten¢ao

na adogao de medidas de controle.

A qualidade da semente de soja pode ser afetada por varios fatores, incluindo
patogenos (HARTMAN et al., 2011). Os fungos sao considerados os principais agentes
patogénicos, pois possuem grande capacidade de penetragdo nos tecidos vegetais
(MANCINI; MUROLO; ROMANAZZI, 2016). Assim, a semente torna-se um meio
eficiente de sobrevivéncia e disseminacao de patogenos para novas areas (HENNING et
al., 2004). Entre os patdgenos que podem causar doencas na soja e serem disseminados
por sementes estdo Colletotrichum truncatum (Schwein.) Andrus & WD Moore (ALLEN
et al., 2017), e Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary (WILLBUR et al., 2019).

2.2 Colletotrichum truncatum

Assim como a Sclerotinia sclerotiroum, o Colletotrichum truncatum, agente
causal da antracnose também pode ser disseminado por sementes (MOTA et al., 2019). O
fungo pode infectar as sementes, tornando-as o principal veiculo de disseminagdo e
introducdo do patdogeno em novas areas de cultivo, além de causar uma reducao

consideravel da sua germinagdo (HENNING, 1994). Os patogenos podem estar
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associados as sementes de diferentes maneiras, aderidos a sua superficie ou transportados
nos tecidos internos, infectando as sementes. No caso de Colletotrichum spp., o fungo ¢
transportado principalmente nos tecidos internos das sementes (MACHADO, 1998). O
patdgeno pode estar presente também nos restos culturais da safra anterior e se desenvolve
no interior do tecido cortical da planta, podendo ou ndo se desenvolver em fun¢do das

condig¢des climaticas (HENNING; YORINI, 2005).

Além de ser a principal doenca que afeta a fase inicial da formacao de vagens, a
antracnose pode causar a morte de plantulas, necrose dos peciolos e manchas nas folhas,
hastes e vagens (GODOY et al., 2016). Podem ser observadas a queda total das vagens
ou a deterioracao das sementes em colheita retardada. As vagens que sdo infectadas nos
estadios reprodutivo 3 e reprodutivo 4 ficam com coloragdo castanho-escura a negra e
retorcidas, ja nas vagens em granagao, as lesdes iniciam por estrias de anasarca e evoluem
para manchas negras (Figura 2). As sementes manifestam manchas deprimidas, de
coloracdo castanho-escuras (HENNING; YORINORI, 2005). As plantas infectadas
possuem o desenvolvimento acelerado e produtividade reduzida podendo formar graos
menores ou ndo formar graos (YANG; HARTMAN, 2016), ainda, danos como
retorcimento, abertura prematura e abortamento de vagens podem ser relacionados a
doenca (ROGERIO et al., 2017). Redugdes de 90kg/ha foram atribuidas a cada 1% de
aumento na incidéncia da doenga (DIAS; PINHEIRO; CAFE-FILHO, 2016).

Figura 1 - Sintomas de antracnose (Colletotrichum truncatum) em soja. Sintomas em
vagem (A). Abertura de vagem imatura apresentando sementes com manchas escuras no

tegumento e sintomas de antracnose (B)

Fonte: Vieira, H. B. A, 2003
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Nao existem cultivares de soja comerciais com resisténcia que evite danos
econdmicos da antracnose (PESQUEIRA; BACCHI; GAVASSONI, 2016). Portanto, o
controle quimico ¢ utilizado para controle da doenga pois pode prevenir a infeccdo do

hospedeiro ou paralisar a colonizacdo estabelecida (REIS; REIS; CARMONA, 2010).

No entanto, um dos fatores limitantes no controle quimico para essa doenca ¢ o
desenvolvimento da resisténcia do fungo aos fungicidas. Ja foram relatadas resisténcias a
fungicidas dos grupos benzimidazol, estrobilurina e triazol (CHUNG et al., 2006; PERES
et al., 2004; WONG; MIDLAND, 2007).

2.3 Sclerotinia sclerotiorum

O mofo-branco tem se destacado como uma das doengas mais importantes da soja,
pois pode causar danos de 100% em lavouras com alta severidade (CADORE; TORNEM,
2015). O patdgeno sobrevive no solo por meio de estruturas de resisténcia chamadas de
esclerddios e pode atacar mais de 400 espécies de plantas, entre elas soja, feijdo, algodao
e girassol (GORGEN et al., 2009). Esses esclerddios tém papel fundamental no ciclo de
vida do fungo, pois em condigdes favoraveis o esclerdédio germina e produz micélio, o

qual penetra diretamente nos tecidos da planta (ABDULLAH, 2008).

O inicio da infecgdo de S. sclerotiorum, a partir das sementes pode ocorrer através dos
esclerodios presentes como contaminantes em lotes utilizados para semeadura ou por
inéculo na forma de micélio no interior dos tecidos das sementes. A partir do micélio nas
sementes o fungo pode desenvolver-se diretamente nos tecidos da planta e causar os danos
caracteristicos da doenca. Em sementes infectadas na forma micelial pode ocorrer
também a formagdo de esclerddios junto as sementes e assim formar os apotécios e os
ascosporos. Normalmente esclerddios em mistura com as sementes ou previamente
presentes nas areas de cultivo apresentam este tipo de comportamento. Trabalhos
mostram que sementes infectadas pelo patdogeno, mortas em pré-emergéncia em campos
de cultivo, sdao fontes para formacao de novos esclerodios que constituem focos
secundarios de infec¢do da doenca no campo. Assim, seja a partir de esclerodios ou de
sementes o patdgeno pode infectar o hospedeiro e iniciar o progresso espago-temporal da

doenga, caracterizando a epidemia (JULIATTI et al., 2015).

Os esclerddios podem entdo originar, sob condi¢gdes favoraveis de alta umidade do

solo e temperaturas amenas (ALDRICH-WOLFE et al., 2015), apotécios e ascdsporos
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que podem infectar a soja na fase de floragdo (ALMQUIST & WALLENHAMMAR,
2015). Com isso, as caracteristicas do mofo-branco podem ser observadas inicialmente
nas areas cultivadas apos a floracao da soja. A doenga avanga com manchas ou lesdes em
folhas infectadas, caules, ramos e vagens, que ficam cobertos por um crescimento fungico
branco (Figura 1). A doenga provoca morte das plantas, podendo progredir rapidamente
dentro e entre as plantas (SCHWARTEZ et al., 2012). O progresso da doenca ¢ favorecido
em temperaturas de 20 a 24°C em plantas de soja submetidas a maiores periodos de

molhamento foliar (JULIATTI et al., 2015).

Figura 2 - Sintomas de mofo-branco (Sclerotinia sclerotiroum) em soja. Produgdo de
micélio e esclerddios na haste da planta (A), no interior da haste (B) e outras partes da

planta (C)

e g AN - :
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Fonte: MEY, M. C. Embrapa Soja, 2018

Lehner et al. (2016) realizaram uma meta-analise para avaliar a relacdo entre a
incidéncia de mofo-branco e a produtividade de soja e entre a incidéncia e a producao de
esclerddios e concluiram que a cada 10% de aumento na incidéncia da doenga ocorre uma
reducdo da produtividade em torno de 172 kg.ha™! e producio de 1 kg de esclerodios por
hectare. A incidéncia de mofo-branco na cultura da soja aumentou consideravelmente a
partir de 2008, sendo estimado que aproximadamente 23,7% da area de cultivo de soja

no Brasil na safra 2012/2013 estevam infestados pelo patégeno (MEYER et al., 2014).
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A solugdo mais econdmica para o controle de doengas ¢ a utilizagdo de cultivares
melhoradas, no entanto, nao existem cultivares resistentes aos mofo-branco disponiveis
no mercado, tornando-se necessario a utilizacao de diferentes praticas de controle, como
a rotagdo de culturas, manejo quimico e biolédgico, utilizacdo de sementes sadias, dentre

outras praticas culturais (BARBOSA et al., 2012).

O manejo quimico com a utilizacdo de agrotdxicos € o método mais utilizado no
controle de doengas causadas por S. sclerotiorum, pois oferece flexibilidade e aumenta o
controle preventivo das doencas na soja, além de ajudar também a reduzir sua intensidade
(MUELLER et al., 2002). No entanto, o uso frequente de fungicidas para conter o mofo-
branco tem proporcionado forte pressao de selecdo sobre isolados sensiveis a

determinados principios ativos (JULIATTI et al., 2015).

2.4 Endofitos

Fungos se associam as plantas utilizando diferentes estratégias de sobrevivéncia,
eles podem ser mutualisticos, simbioticos ou parasitarios. A maioria dessas relagdes nao
prejudica as plantas, mas em alguns casos, causam doencas e at¢ morte (RAI;
AGARKAR, 2016). Porém, muitas espécies desses fungos foram identificadas como
endofiticos durante parte ou todo o ciclo de vida de diversas plantas (LEITE et al., 2013).

Estudos demonstram que existe uma importante interacao simbiotica entre fungos
endofiticos e seus hospedeiros. Essa interacdo envolve vantagens para ambos, uma vez
que os fungos podem exercer fun¢des que favorecem a adaptacdo da planta ao meio
ambiente, tais como protecdo contra doencas (HANADA et al., 2008; GAO et al., 2010)
e promogao de crescimento vegetal (KHAN et al., 2012)

Saikkonen et al., (1998) definiram que endo6fitos sdo microrganismos que realizam
pelo menos uma etapa do seu ciclo vital nos tecidos vegetais sem que causem sintomas
visiveis. O hospedeiro pode ser colonizado pelos endéfitos horizontalmente de forma
natural por lesdes, estobmatos, ou crescimento de raizes, ou de forma artificial, como por
injarias causadas por praticas agricolas que podem ocorrer durante os manejos na cultura,
como cortes, lesoes e amassamento (SAIKKONEN et al., 1998). A colonizacao vertical
ocorre pelas sementes do hospedeiro, podendo se instalar em uma planta por toda sua

vida (CHAPLHA et al., 2013).
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Os fungos endofiticos encontram-se em diferentes 6rgaos e tecidos das plantas e
se associam a folhas, ramos, caules e raizes (FELBER et al., 2016). Assim, eles ja foram
isolados a partir de diferentes 6rgaos de uma ampla diversidade de espécies vegetais,
variando desde gramineas (MARQUEZ et al., 2012) a espécies arboreas (ARNOLD;
LUTZONI, 2007), abrangendo plantas medicinas (MUSSI-DIAS et al., 2012), plantas
toxicas (CAFEU et al., 2005) e culturas de interesse econdmico como o milho (OROLE;
ADEJUMO, 2011), a soja (LEITE et al., 2013), o trigo (LARRAN et al., 2007), o cacau
(HANADA et al., 2010), o café¢ (VEGA et al., 2010) e a cana-de-agucar (LEME et al.,
2013).

Os endofitos pertencem a géneros e espécies de microrganismos diferentes,
apresentam varias fungdes e formas complexas, podem estar agrupados em redes
microbianas interconectadas que estdo envolvidas na prote¢do contra estresse bidticos
(HEIJDEN; HARTMANN, 2016) e na resisténcia a estresses abioticos (SCHULZ et al.,
2002; SELOSSE et al.,, 2004). Pertencem principalmente aos filos Ascomycota e
Basidiomycota (YU et al., 2010) e sdo subdivididos em quatro classes que variam de
acordo com o hospedeiro colonizado, o modo de colonizagdo, tipo de transmissdo e

fungdo ecologica (RODRIGUEZ et al., 2009).

A classe 1 engloba fungos endofiticos Clavicipitaceous, que sao especificos de
gramineas e conduzem a sua transmissao de forma vertical e horizontal. Para Faeth e Saari
(2012), os fungos desta classe, produzem alcaloides com atividade inseticida. Ja os fungos
da classe 2 pertencem em sua maioria ao filo Ascomycota e alguns do filo Basidiomycota.
Também realizam transmissdo vertical e horizontal por meio de sementes e rizomas e
podem colonizar diferentes 6rgaos e tecidos do seu hospedeiro. Além disso, os fungos da
classe 2, podem conferir resisténcia a alguns tipos de estresse ambiental como alteracdes
de pH, temperatura e salinidade. Os fungos agrupados na classe 3 apresentam transmissao
apenas de forma horizontal que ocorre de maneira primaria ou exclusiva nos tecidos
acima do solo. Sdo encontrados em arvores tropicais, coniferas e em espécies nao
vasculares. Os fungos representantes da classe 4 também possuem transmissao horizontal
e sao caracterizados pela coloragao escura. Podem estar associados a raizes de plantas e

possuirem especificidade de hospedeiro (FERNANDES, 2015).

Os endofitos podem auxiliar seus hospedeiros de trés maneiras principais: a) por
antagonismo ou antibiose induzindo resisténcia na forma de elicitores que ativam defesas

intrinsecas das plantas; b) por produzir substancias nocivas aos patogenos; c¢) por exclusao
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de outros organismos ao competir pelo nicho bioloégico (IASON; TAYLOR; HELFER,
2018). Essas propriedades fundamentam as principais abordagens do uso dos
microrganismos endofiticos no controle alternativo de fitopatdgenos, que sao o uso de

compostos secundarios produzidos por esses microrganismos para controle de doengas e

a inoculagdo direta do enddfito no hospedeiro (O’HANLON et al., 2012).

A resisténcia induzida pela presenga de endofitos geralmente ¢ associada a sintese
e/ou acimulo de fitoalexinas. Quando o sistema de defesa ¢ ativado por microrganismos
ndo patogénicos como os endofiticos, essa resisténcia ¢ denominada de sistémica
adquirida (SAR) e uma de suas vantagens € o efeito priming, em que o acimulo de fatores
de transcricdo de proteina de sinalizacdo nas células ficam inativos até um ataque
(CONRATH et al., 2015). Essa modificacdo de defesa ¢ consequéncia de interacdes
moleculares que ocorrem durante o estabelecimento da simbiose entre planta e o endofito
(BASTIAS et al., 2017). Além disso, pode ocorrer um aumento na expressao de proteinas
relacionadas a patogénese como PR2, PR15 e PR16 (JI; GURURANI; CHUN, 2014),
também na ativagdo de algumas enzimas como quitinase, peroxidase, glucanase, celulase
(YEDIDA et al., 2000). Um exemplo da resisténcia induzida pelo hospedeiro por
endofitos € o frequente isolamento de Curtobacterium flaccumfaciens em plantas sem
sintomas de clorose variegada dos citros, sugerindo que este endofito tem um papel na

resisténcia da planta (ARAUJO et al., 2002).

A producao de substancias nocivas aos patdégenos, podem ser através de reagdes
bioquimicas que ocorrem na célula da planta hospedeira produzindo substancias toxicas
aos patdgenos ou criando condigdes adversas para o seu crescimento. Quando essas
substancias apresentam concentra¢des adequadas contribuem significativamente para a
resisténcia, sendo relacionadas com mudancas na expressdao de doencas (PIASECKA;
JEDRZEKCKAY; BEDNAREK, 2015). Um dos grupos quimicos produzidos pelos
endofitos sdo os alcaloides (ALY et al., 2010).

No contato direto entre endoéfito e patdgeno pode-se ter controle do
microrganismo no local de contanto entre ambos (ARNOLD et a., 2003), podendo ser por
parasitismo direto, em que deformidade no patdégeno podem ser observadas
(VINAYARANI; PRASKASH, 2018). O controle pode ocorrer também por competicao
(RIBEIRO et al., 2018).
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A competicdo e o parasitismo direto requerem contanto entre 0s microrganismos,
o que faz com que esse mecanismo seja pouco frequente, pois eles tém pouco ou nenhum

contanto direto (CARD et al., 2016).

Os fungos sao os microrganismos mais frequentemente isolados como endofiticos
(STROBEL; DAISY, 2003) e sao considerados uma rica fonte de novos produtos naturais
e produtos bioativos (KUSARI et al., 2012). Eles tém sido estudados em relagdo a
capacidade de atuarem como agentes inibidores de outros micro-organismos, na
perspectiva de aplicar esses fungos como agentes de biocontrole como uma alternativa ao
controle quimico, pois podem ser utilizados de forma direta, na qual sdo aplicados vivos
e atuam como antagonista; ou indireta, por meio do emprego de seus metabolitos

(MORANDI; BETTIOL, 2009).

2.5 O género de fungos Diaporthe como endofiticos

O género Diaporthe pertence ao filo Ascomycota, subfilo Pezizomycotina, classe
Sordariomycetes, subclasse Diaporthomycetidae, ordem Diaporthales, familia
Diaporthacea (MYCOBANCK, 2022). Nesse género podem ser encontrados fungos
fitopatogénicos, endofiticos e saprofiticos, amplamente distribuidos em diversas plantas

(GOMES et al, 2013).

Existem evidéncias de eficiéncia no uso de endoéfitos como agentes de biocontrole
de patogenos de interesse agricola, como por exemplo as espécies de Diaphorte
(BOTELLA; DIEZ, 2011). Esse género foi reconhecido como produtor de varios novos

compostos bioativos e ¢ de grande interesse na biotecnologia (ZANG et al., 2012).

Diaporthe ¢ o género fungico mais frequentemente isolado como endofito e tem
a produgao de metabolitos com bioatividade amplamente estudada, servindo como fonte
para exploracdo de novos metabolitos secundarios que tenham potencial biotecnologico
(SAVI; ALUIZIO; GLIENKE, 2019). Em um estudo realizado sobre a comunidade
endofitica nos biomas do Pantanal e do Cerrado do Brasil, fungos do género Diaporthe

foram os mais predominantes em ambos os biomas (NORILER et al., 2018).

Santos et al.,, (2016) relataram que cepas endofiticas de Diaporthe

terenbinthifolii foram capazes de colonizar plantas citricas e produzir metabodlitos
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secundarios com atividade contra Phyllosticta citricarpa, o que sugere que essa espécie
possa ser usada como um potencial controlador bioldgico, bem como, compostos isolados
de Diaporthe goulteri que foram capazes de expressar atividade antiflingicas contra

Nectria sp. e Colletotrichum musae (PENG et al., 2021).

Em outro estudo que objetivou inibir o crescimento de Fusarium foi reportada
porcentagem de inibi¢ao de 30 % através de compostos organicos volateis de Diaporthe
(YAN etal., 2018). Ainda, o extrato do cultivo de Diaporthe cf. heveae LGMF1631 inibiu
em 90 % o crescimento micelial de Phyllosticta citricarpa em 70 % de Colletotrichum

abscissum (NORILER et al., 2018).

Na bioprospec¢ao de compostos produzidos pelo metabolismo secundario de
endofitos de aroeira foi identificado a presenga de diaportina e ortosporina no cultivo de
Diaporthe terebinthifolii, os quais ja tem comprovada acdo antimicrobiana contra
patégenos (MEDEIROS et al., 2018). Em outro isolado do mesmo género, foi encontrado
verbanol, acool feniltilico, hexadecanoato de metilo e isoverbanol no extrato do fungo, o
sinergismo entre esses compostos foi eficaz no controle do desenvolvimento do patogeno

Phyllosticta citricarpa (TONIAL et al., 2017).

2.6 Bioprospecao

A bioprospecg¢do consiste na identificacdo, avaliacdo e exploracdo sistematica da
diversidade existente em determinado local e tem como objetivo a busca de novos
recursos para fim comercial, englobando principalmente estratégias de exploracdo da
fragdo cultivavel e da fracdo nao-cultivavel da biodiversidade microbiana (ALMEIDA et
al., 2015). A partir do metabolismo secundario pode-se encontrar compostos com
diferentes atividades, como inibidores enzimaticos, herbicidas, inseticidas,
antimicrobianos, entre outros compostos de interesse agricola e medicinal (DEMAIN,
2014). As plantas e os end6fitos sdo importantes fontes para obter novas moléculas para
controle de microrganismos patogénicos (SILVER, 2015). Assim, os microrganismos
podem ser usados em biospropec¢ao como alternativa para um dos maiores problemas da
agricultura moderna, a resisténcia dos microrganismos patogénicos (STROBEL; DAISY,
2003), como exemplo tem-se as estrobilurinas, cujas substancias com atividade fungicida
foram primeiramente isolados do basidiomiceto Strobilirus tenacellus (ANKE et al.,

1997) e na sequéncia passaram a ser produzidas de modo sintético para comercializagao
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e uso agricola.

Os endofitos apresentam grande capacidade para bioprospeccao, pois sao capazes
de fornecer alternativas para problemas de resisténcia e compostos quimicos pelos
microrganismos (STROBEL, DAISY, 2003). Eles biossintetizam metabolitos
secundarios, que, além de serem importantes para processos de colonizac¢do das plantas,
podem ser toxicos para insetos e patogenos (BASTIAS et al., 2017). Outra forma de
prospectar endofitos como controle biologico € inoculando os microrganismos nas plantas
suscetiveis a patégenos (SANTOS et al., 2016). Mas o principal foco das pesquisas que
vem sendo desenvolvidas ¢ a produgdo de compostos que inibem o desenvolvimento de

patogenos.

2.7 Utilizacao de extratos para controle de patégenos em sementes

As sementes de soja sdo sensiveis aos estresses ambientais, deste o inicio do seu
desenvolvimento até a época da semeadura, o que pode resultar em efeitos negativos na
qualidade. Dentre os fatores que mais influenciam na perda de qualidade pode-se
mencionar a associacdo de microrganismos as sementes. Os fungos sao considerados os
principais agentes patogénicos pois tem maior habilidade de penetrar nos tecidos vegetais.
Desse modo as sementes tornam-se um meio eficiente de sobrevivéncia ¢ disseminagao

de doencas para novas areas (HENNING et al., 2004).

Com a necessidade de aplicacdo de estratégias alternativas na agricultura, diversos
trabalhos vém sendo desenvolvidos visando explorar as potencialidades dos extratos
vegetais ou de fungos na agricultura (ARSHAD et al., 2019). Eles podem atuar como
indutores de resisténcias em plantas, como bioestimulantes (COZZOLINO et al., 2020),
nematicidas (MULLER et al.,, 2016) e fungicidas para o controle de organismos
fitopatogénicos (MEENA et al., 2020) e uma das suas aplicagdes ¢ no controle de

patdgenos ligados as sementes (MANGWENDENE et al., 2019).

O extrato de Pycnoporus sanguineus foi eficiente no controle de Penicillium sp.,
Fusarium spp., e Colletotrichum dematium em sementes de soja, sem interferir na sua
germinagdo (COPPO et al., 2018). Baseggio et al. (2019), utilizando extratos vegetais de

eucalipto, marcela, nim e losna, demonstram que todos eles possuem eficiéncia no

22



controle de patogenos em sementes de trigo, sem prejudicar a germinacdo € o

desenvolvimento de plantulas.

Damascena et al. (2020), relatam que utilizando extrato de propolis houve reducao
da incidéncia dos fungos Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. Cercospora sp.,
Phomopsis sp., € Rhizopus sp. em sementes de arroz e soja. J& Souza et al. (2007),
verificaram redu¢do na taxa de germinagao de esporos de Fusarium proliferatum com o

uso de extratos de alho e campim-santo em sementes de milho.

Com isso, buscou-se verificar se o extrato de Diaporthe infecunda LGMF694
isolado de folhas de aroeira (Schinus terebinthifolius) € capaz de inibir o crescimento dos
patogenos S. sclerotiorum e C. truncatum e controld-los em sementes inoculadas, para
que possa ser utilizado no manejo integrado de doencas visando diminuir o uso de

agrotoxicos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local e periodo

A pesquisa foi desenvolvida nos Laboratérios de Virologia e de Fitopatologia na
Universidade de Passo Fundo (UPF), no municipio de Passo Fundo e no Laboratorio de
Fitopatologia na Universidade Federal da Fronteira Sul — campus Erechim, no periodo

compreendido entre margo de 2020 e fevereiro de 2022.

3.2 Fungo endofitico Diaporthe infecunda LGMF694

O fungo utilizado neste estudo foi o isolado de Diaporthe infecunda LGMF694
utilizado neste estudo foi obtido de folhas de aroeira (Schinus terebinthifolius) por Tonial
et al. (2010) cuja exsicata encontra-se no herbario do Departamento de Botanica da
Universidade Federal do Parana (UFPR) sob registro UPCB-30848. Esse microrganismo
esta depositado na micoteca BIOGEMM — Bioprospec¢ao ¢ Genética Molecular de
Microorganismo da Universidade Federal do Parand (UFPR). Foi realizado o
sequenciamento multilocus das regides ITS, CAL, HIS, TUB e TEF-1* do fungo
endofitico Diaporthe infecunda. Estas, posteriormente foram depositadas no banco de
dados Genbank sob o respectivo numero de acesso MT124506, MT274577, MT274693,
MT274715, MT276224 (NAVA, 2021).

3.3 Procedimentos experimentais

3.3.1 Produgao do indculo dos fitopatogeno

Os patogenos S. sclerotiorum, C. truncatum foram cedidos pelo Laboratério de
Fitopatologia da UPF e obtidos a partir de plantas de soja e o Fusarium meridionale de
trigo com sintomas das doengas. Os esclerodios de S. sclerotiorum ou os fragmentos do
tecido vegetal doente foram submetidos a assepsia com hipoclorito de sodio a 1% por 1
min e agua destilada e esterilizada (trés enxagues de 1 minuto cada). Apos a secagem em
papel toalha, os fragmentos foram transferidos para placas de Petri de 90 x 15 mm
contendo meio de cultura com batata-dextrose-agar (39 g L' de BDA; com 0,2 g/L
antibiotico estreptomicina). As placas foram incubadas a 23°C com fotoperiodo de 12

horas (PEREIRA et al., 2009). Apos 7 dias de incubacdo, um disco de micélio das culturas
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de C. truncatum e F. meridionale e esclerodios de S. sclerotiorum foram transferidos para
placas de Petri contendo meio de cultura BDA.

Posteriormente, culturas puras de C. truncatum e F. meridionale foram obtidas por
isolamento de esporos Unicos (culturas monosporicas). Uma suspensdo de conidios do
fungo cultivado foi preparada e, posteriormente, colocada em placas de Petri estéreis com
meio de cultura agar-agar. As placas foram incubadas a 25°C com fotoperiodo de 12 horas
por 24 horas. Os esporos germinados dos fungos foram selecionados individualmente e
removidos com auxilio de uma agulha e transferidos para placas de Petri com meio BDA
e posteriormente cultivados a 25°C com fotoperiodo de 12 horas. Os isolados foram
mantidos em meio BDA em geladeira a 4°C. Culturas cultivadas por 3 dias foram
utilizadas para inoculacao de S. sclerotiorum e de 7 dias para C. truncatum. O patdogeno

Fusarium meridionale foi utilizado apenas para obtencao dos extratos.

3.3.2 Obtencao dos extratos de Diaporthe infecunda LGMF694

Inicialmente, o extrato foi produzido por meio de cultura pareada (extrato 1), em
que o fungo endofitico Diaporthe infecunda LGMF694 e o fungo Fusarium meridionale
foram confrontados em meio BDA por teste de cultura pareada durante trés dias (Figura
3). Deste confronto foram coletadas por¢des distintas do meio, uma de cada fungo
contendo o crescimento dos microrganismos ¢ do ponto de intersec¢do entre eles, sem

conter crescimento micelial dos fungos confrontados.

As fracdes de Diaporthe retiradas do confronto, foram maceradas em metanol
(CH30H). Os residuos so6lidos foram separados utilizando papel filtro e as porcdes
liquidas foram coletadas e concentradas em evaporador rotativo a 45°C para obteng¢do dos
extratos, que foram mantidos em estufas a 35°C até o solvente evaporar por completo. Os
rendimentos foram quantificados com auxilio de uma balanga de precisdo e,
posteriormente, os extratos foram ressuspendidos em metanol: agua (1:4) na concentragdo

de 10 mg.mL"! para utilizagio nos ensaios in vitro e in vivo.
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Figura 3 - Representacdo da cultura pareada entre endofito e patdgeno em placa de Petri

Endofito Patégeno

/

No entanto, afim de obter maiores quantidades de extrato e maiores percentuais

Fonte: O autor, 2022

de controle dos patdogenos, foi necessario ajuste de metodologia para a producao. A partir
disso, foi adotada a metodologia de co-cultivo em meio liquido (extrato 2). Inicialmente,
F. meridionale e Diaporthe infecunda foram cultivados em meio batata-dextrose-agar (39
g.L'! de PDA; Merk®) em placas de Petri de 90 x 15 mm por 10 dias em cAmara de
crescimento a 25°C com 12 horas de fotoperiodo. Quatro discos de micélio de 5 mm de
didmetro de cada fungo foram entdo adicionados a frascos Erlenmeyer de 250 mL
contendo meio liquido batata-dextrose (200 g.L"! de batata; 20 g.L"! de dextrose). Os
frascos foram mantidos em Shaker a 120 rpm por 10 dias a 25°C e fotoperiodo de 12

horas.

Decorrido o periodo de cultivo, foi feita a filtragem a vacuo para separagdo do
micélio. O micélio foi extraido em metanol, com o dobro do volume e apds extracao foi
realizada a concentragdo dos compostos produzidos em evaporador rotativo a 45°C. A
quantificagcdo foi realizada com auxilio de uma balanc¢a de precisao (0,001 g). Para os
ensaios de bioatividade os extratos foram ressuspendidos em metanol:agua (1:4 v/v) para

a concentragio de 10 mg.mL™.

3.5 Avaliacao da bioatividade do extrato de D. infecunda in vitro

3.5.1 Teste de difusdo em agar

O extrato de Diaporthe infecunda (100 pL) foi pipetado e espalhado
uniformemente com auxilio de uma alga de Drigaslski na superficie do meio BDA em

placas de Petri 90 x 15 mm. Apds a absor¢do completa do extrato pelo meio, um disco
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micelial de 5 mm de diametro de cada patogeno foi colocado no centro da placa. O
crescimento micelial (mm) de cada colonia fungica foi medido em eixos ortogonais a

cada 24 horas até que a placa controle sem o extrato atingisse a borda da placa.

A porcentagem de inibicdo (PI) dos patdgenos foi calculada com a seguinte
equacdo, comparando o didmetro da colonia na presenca dos tratamentos em relagdo ao

controle:

(PC — PE)
="«

100
PC

onde: PC indica o crescimento do fitopatdgenos na placa controle e PE € o crescimento
do fitopatdégeno na placa contendo o extrato (QUIROGA; SAMPIETRO; VATTUONE,
2001).

Foi determinado o extrato que apresenta maior percentual de controle de
patdgenos através do método de difusdo em dagar. Ainda, foi realizado o teste de
concentracdo efetiva (CEso) para verificar o fungicida ao qual os isolados apresentam
maior sensibilidade. De posse destas informacodes foi realizado o teste de difusdo em agar
em delineamento inteiramente casualizado com quatro repeti¢des, com os seguintes
tratamentos: T1 = controle positivo (fungicida — tiofanato metilico + fluazinam, na dose
200mL/100kg de sementes); T2) extrato de D. infecunda; T3) solvente apenas
(metanol:agua v/v); T4) Testemunha (placa contendo apenas o inoculo do agente

patogénico).

3.5.2. Determinacio da CEso pelo crescimento micelial

Para verificar a sensibilidade dos isolados ao extrato de D. infecunda e a diferentes
fungicidas, foi utilizado o método da concentracao efetiva (CEso), utilizada para expressar
o grau de toxidade de uma substancia, que representa a concentracdo de um composto

onde 50% do seu efeito maximo ¢ observado (OGA, 2008).

Para isso, discos de micélio (5 mm de didmetro) foram retirados das colonias de
S. sclerotiorum e C. truncatum e foram transferidos para placas de Petri contendo meio

BDA suplementado com diferentes concentragdes 10, 9, 8, 7, 6, 5,4, 3,2, 1, 0 mg.mL!
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de extrato. O mesmo foi feito para os fungicidas carboxina + tiram (200 g.L™' +200 g.L-
1, tiofanato-metilico + fluazinam (300 g.L' + 52,5 g.L'!) e metalaxil-M + tiabendazol +
fludioxonil + tiametoxam (20 g.L ™' + 150 g.L' + 25 gL' + 350 g.L!) nas doses 0,05;
0,5; 1; 5; 10; 50 e 100 pg.mL"!. Foram feitas cinco repeti¢des por concentracio para cada
isolado e para cada principio ativo testado. As placas foram incubadas em BOD regulada
a 25 + 2 °C e fotoperiodo de 12 horas. Para a verificagdo do crescimento micelial dos
isolados nas diferentes concentracdoes de extrato e fungicida, foram realizadas duas
medidas em eixos ortogonais das colonias de cada tratamento, quando as placas
testemunha atingiram as bordas das placas. Apds, para cada concentracdo, de cada
ingrediente ativo, a inibi¢ao do crescimento micelial (IC) de cada isolado foi calculado
por IC = (Ct-Cx)/Ct x 100, em que Ct ¢ o crescimento micelial médio da testemunha (sem
fungicida) e Cx ¢ o crescimento micelial médio do isolado x. Os valores das doses foram
transformados em logio e, a partir dos valores transformados foi ajustado a equagdo de

regressao linear no ambiente RStudio 4.1.0 (R CORE TEAM, 2019).

3.5.3. Participac¢ao do extrato e bioatividade in vitro

A cromatografia em coluna ¢ uma técnica de separagao e purificagcdo. Para realizar
a cromatografia foi utilizado uma coluna de 30 cm de altura contendo uma torneira na
parte inferior. A coluna foi preenchida com silica gel (granulometria de 70-230 mesh)
como fase solida estacionaria. A fase mével iniciou com 100 mL de éter de petrdleo,
seguido 100 mL diclorometano, 100 mL de acetato de etila ¢ 500 mL de metanol,

resultado em 13 fragdes.

As amostras do extrato foram misturadas com silica e introduzidas no topo da
coluna e deixada em movimento com o solvente (Figura 4). Com diferencas de
polaridade, os compostos sdo adsorvidos em diferentes regides e dessorvidos com a

polaridade do solvente adequada (SRIVASTAVA et al., 2021).

Ap6s, 100 pL de cada fragdo resultante da cromatografia, foi pipetada sobre a
superficie do meio BDA em placas de Petri e espalhado uniformemente com auxilio da
alca de Drigalski. Apos absor¢do completa do tratamento pelo meio, um disco de micélio
(© de 5 mm) de S. sclerotiorum e C. truncatum foi inoculada no centro da placa. O

experimento foi realizado com quatro repeti¢des para cada fragao.

28



As placas foram incubadas em BOD regulada a 25 + 2 °C e fotoperiodo de 12
horas. Para a verificagdo do crescimento micelial dos isolados nas diferentes fragdes
testadas, foram realizadas duas medidas em eixos ortogonais das colonias de cada fracao

testada, quando as placas testemunha atingiram as bordas das placas.

Figura 4 - Diagrama de cromatografia em coluna
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Fonte: Zubrick, J. W, 2016

3.6 Testes em sementes de soja inoculadas

3.6.1 Inoculagao das sementes de soja com os patégenos

A inoculacdo foi realizada por meio da técnica de restricdo hidrica (CRUCIOL;
COSTA, 2017). As sementes de soja cultivar ‘DM 5958 IPRO’, foram submetidas a
assepsia visando eliminar fungos contaminantes que estejam aderidos a superficie das
sementes. Para isso, as sementes foram desinfestadas em camara de fluxo laminar com
hipoclorito de so6dio a 1% (1 min) e, em seguida, enxaguadas com 4agua destilada e
esterilizada (1 min), deixando-as secar a temperatura ambiente por 24 horas (ORDONEZ,
2016). Em seguida, aproximadamente 50 sementes foram distribuidas e levemente
prensadas formando uma camada tUnica sobre crescimento micelial do fitopatdogeno em
meio BDA suplementado com o restritor hidrico manitol (C¢H140¢) a fim de garantir um
potencial hidrico de -0,6 MPa (44,26 g de manitol por L de BDA) (REIS et al., 2014). As
placas foram incubadas a 25 + 2 °C e fotoperiodo de 12 horas, o tempo de incubagdo foi
determinado para cada fitopatdgeno por um ensaio piloto de inoculagdo. Na sequéncia as
sementes foram removidas e deixadas para secar em temperatura ambiente cobertas com

papel toalha esterilizado por 24 horas (ORDONEZ, 2016).
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3.6.2 Ajuste de metodologia para tempo de exposicio das sementes aos patogenos e
tempo de contato com o extrato

Para inoculagdo dos patogenos nas sementes de soja foi necessario realizar um ajuste
metodoldgico para determinar os tempos de exposi¢do das sementes ao patdégeno € o
tempo que essas sementes necessitam ficar em contato com o extrato para que se tenha o
melhor controle. Assim, as sementes ficaram em contanto direto com os patdogenos por 6,
12, 24, 36 e 48 horas mais testemunha sem contato. Apds, as sementes eram retiradas e
deixadas secar por 24 horas e, posteriormente, foram submersas no extrato por 0, 1, 6, 12,
24 e 48 horas. Apos este periodo foi realizado o teste de germinagdo descrito nos itens

3.6.4,3.6.5,3.6.6,3.6.7¢3.7

3.6.3 Tratamento de sementes inoculadas com Sclerotinia sclerotiorum e

Colletotrichum truncatum

Apoés a inoculagdao dos patdgenos, as sementes de soja foram submetidas aos
seguintes tratamentos:

T1) Controle positivo (sementes expostas ao patdégeno tratadas com fungicida
sintético). Os fungicidas utilizados para o controle de Sclerotinia sclerotiorum e
Colletotrichum truncatum foram os que apresentaram o maior controle no teste da ECso;

T2) Extrato de Diaporthe infecunda LMF694

T3) Solvente do extrato (metanol)

T4) Tratamento com o extrato + fungicida;

T5) Testemunha positiva (sementes expostas ao patdgeno, mas ndo tratadas);

T6) Testemunha negativa (sementes ndo expostas aos patégenos).

3.6.4 Teste de germinacio de sementes de soja

Foram utilizadas quatro repeticdes com 50 sementes de soja conforme adaptagao
das Regras para Andlise de Sementes (RAS) (BRASIL, 2009). As sementes foram
colocadas em papel germitest umedecido com agua destilada em 2,5 a 3 vezes o seu peso
seco. Apoés a semeadura foram preparados rolos que foram dispostos em camara de
germinagdo a 25 £ 2 °C, com fotoperiodo de 12 horas. As avaliagdes ocorreram por meio

de contagens aos cinco e oito dias apos semeadura (DAS). Foram contabilizadas todas as
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sementes germinadas e que originaram plantulas normais.

3.6.5 Frio sem solo

O vigor das sementes foi determinado por um teste de frio sem solo. Os rolos
contendo sementes foram preparados conforme descrito no teste de germinagdo de
sementes, porém, inicialmente permaneceram em incubadora a 10°C no escuro por trés
dias (GUISCEM et al., 2010). Em seguida, os rolos foram colocados em outra incubadora
a 25 + 2°C com fotoperiodo de 12 horas por quatro dias. O nimero de sementes
germinadas que originaram plantas normais foi contado e os valores finais expressos em

porcentagem (BRASIL, 2009).

3.6.7 Envelhecimento acelerado

O teste de envelhecimento acelerado foi realizado com quatro amostras de 50
sementes cada. As sementes de soja foram distribuidas em telas de aluminio dentro de
caixas plasticas de 11 x 11 x 3 cm contendo 40 mL de agua destilada no fundo. As caixas
foram mantidas em incubadora por 72 horas a 42 & 2°C. As sementes de soja foram entio
removidas e colocadas em papel germitest conforme descrito acima. Os rolos de papel
foram colocados em uma incubadora a 25 + 2°C com fotoperiodo de 12 horas por quatro
dias. O nimero de sementes germinadas que originaram plantas normais foi determinado

e os valores finais foram expressos em porcentagem (BRASIL, 2009).

3.6.4 Incidéncia dos patégenos

O teste de incidéncia de fitopatogenos foi realizado a partir de oito repeti¢des de
25 sementes, conforme metodologia adaptada do Manual para Anélise Sanitaria de
Sementes (BRASIL, 2009). Por meio do método de “blotter test” sem congelamento, as
sementes foram distribuidas em caixas “gerbox” de 11 x 11 x 13 cm contendo duas folhas
de papel mata-borrao. A fim de suprimir a germinagao das sementes de soja e, por se tratar
de uma dicotiledonea, o papel foi umedecido com solugdo de sal de 2,4-D (5 ug mL ).
As sementes foram incubadas a 25 + 2 °C e fotoperiodo de 12 horas, durante 7 dias. A
presencga do crescimento micelial e outras estruturas dos fitopatogenos foi determinada

com auxilio de microscopio esteroscopico e optico.
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3.7 Teste de emergéncia em areia

O teste de emergéncia de plantulas de soja em areia foi conduzido em copos de
500 mL com cinco repeti¢cdes de 10 sementes. A areia utilizada foi passada em peneiras
de 0,8 mm de malha a fim de eliminar particulas muito grandes e, posteriormente, foram
esterilizadas em autoclave a uma atmosfera de 120°C durante 60 minutos. O substrato foi
umedecido com agua destilada até 60% de sua capacidade de reten¢do. As sementes
inoculadas e tratadas foram colocadas entre areia, ou seja, inseridas sobre uma camada
uniforme de areia umedecida e cobertas com areia solta, de forma a obter uma camada de
aproximadamente 1 cm sobre as sementes. (BRASIL, 2009). O numero de plantas

emergidas foi contado aos 20 dias apds a semeadura.

3.7.1 Comprimento de plantulas de soja

Ao final dos 20 dias de emergéncia em areia, foi efetuada a medi¢cdo de cinco
plantulas normais emergidas (raiz primaria + hipocoétilo) de cada repeticao, escolhidas de

forma aleatoria utilizando uma régua graduada em centimetros.

3.7.2 Massa fresca e massa seca

Cinco plantulas de soja foram pesadas com balanca de precisdao (0,001 g) logo
apos retiradas da areia para determinacdo da massa fresca. As plantulas foram entdo

mantidas em estuda a 60°C até atingirem peso constante para obtencao da massa seca.

3.8 Analise estatistica

A andlise de variancia foi realizada para todas as variaveis. A normalidade dos
residuos foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk. Se ndo houve violagao da normalidade
dos residuos (p > 0,05), a analise prosseguiu com comparagoes de médias pelo teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. Em caso de violagcdo da normalidade dos
residuos, os dados foram analisados com o teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis ao nivel
de 5% de probabilidade. Todos os testes estatisticos foram realizados no RStudio versao

4.1.0 (R CORE TEAM, 2019).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliacao da atividade do extrato in vitro

4.1.1 Teste de difusdo em agar para dos dois extratos Diaporthe infecunda LGMF694

Os dois extratos produzidos, foram avaliados através do teste de difusdo em agar.
O extrato oriundo do fungo endofitico Diaporthe infecunda foi superior a testemunha em
nas duas metodologias testadas, no entanto, o extrato 2 oriundo do co-cultivo de
Diaporthe infecunda e Fusarium meridionale inibiu em 94,4% o crescimento de C.
truncatum o que ¢ significativamente maior (p < 0,05), do que o obtido para o extrato 1
que teve 27,5%, de inibi¢do apds 168 horas de contato (Figura 5). O mesmo ocorreu para
o patdgeno S. sclerotiorum em que o extrato 2 inibiu o crescimento em 83,8% e o extrato
1 inibiu 56% quando comparados a testemunha, apds 72 horas de contato (Figura 6). Tais
resultados comprovam que o extrato 2 oriundo do co-cultivo entre endofito e patdgeno
apresenta os melhores resultados para inibi¢ao do crescimento micelial do Colletotrichum

truncatum e da Sclerotinia sclerotiorum, o mesmo foi utilizado para os testes posteriores.

Figura 5 — Inibicdo (%) do crescimento micelial de Colletotrichum truncatum em
contanto com diferentes extratos obtidos do fungo endofitico de aroeira Diaporthe

infecunda LGMF694 em ensaio de difusdo em agar
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Fonte: O autor, 2022.
Legenda: Extrato 1: Confrontados em meio BDA por teste de cultura pareada.
Extrato 2: Co-cultivo em meio BD.
Testemunha: Nenhum tratamento.
Nota: Média + desvio padrdo. Letras distintas sobre as colunas indicam diferenca
estatistica pelo teste de Tukey (p< 0,05)

Figura 6 — Inibicdo (%) do crescimento micelial de Sclerotinia sclerotiorum em contanto
com diferentes extratos obtidos do fungo endofitico de aroeira Diaporthe infecunda

LGMF694 em ensaio de difusdao em agar
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Fonte: O autor, 2022.
Legenda: Extrato 1: Confrontados em meio BDA por teste de cultura pareada.
Extrato 2: Co-cultivo em meio BD.
Testemunha: Nenhum tratamento.q58/
Nota: Média + desvio padrdo. Letras distintas sobre as colunas indicam diferenca
estatistica pelo teste de Tukey (p=< 0.05).

Outros trabalhos desenvolvidos reforcam as evidéncias obtidas nesses resultados,
de que os fungos endofiticos do género Diaporthe podem ser usados como fonte para
bioprospeccao de agentes para o controle de patogenos. Ribeiro et al. (2018) constataram
inibi¢do do crescimento micelial de Colletotrichum spp. e Fusarium oxysporum por
fungos endofiticos de Diaporthe sp. obtidos de camardo amarelo (Pachytachys lutea).
Verificou-se também redugdo de germinagdo de esporos do fitopatdgeno Phyllosticta

citricarpa sob extratos oriundos de Diaporthe terebinthifolli (TONIAL et al., 2017).
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Além disso, vinte e quatro isolados de Diaporthe foram isolados e testados em
cultura pareada com Ascochyta rabiei, Fusarium oxysporum ¢ Fusarium solani isolados
de feijdo e apresentaram inibicdo de 86,6%, 63,6%, e 55,9% respectivamente

(MOSTACERO et al., 2021).

Estudos utilizando o Diaporthe infecunda LGMF694 demonstraram que o
endofito inibiu em 38,2%, 50,0% e 15,8% o crescimento micelial dos fitopatogenos
Fusarium graminearum, Drechslera tritici-repentis € Phomopsis sojae respectivamente
(NAVA, 2020). O isolado Diaporthe LGMF694 inibiu o crescimento micelial em 50%
de F. graminearum ap6s 48 h de confronto, mantendo a capacidade de inibi¢cao em 38,2%

apos 96 horas (NAVA, 2020).

Os mecanismos especificos pelos quais as interagdes entre varias espécies
induzem a produgdo de metabdlitos secundarios ainda ndo sao bem definidos, o que se
sabe, ¢ que o cultivo misto representa uma estratégia promissora na indu¢ao da expressao
do potencial metabdlico total de cada microrganismo, resultando em aumento da
diversidade quimica. Como no co-cultivo de Aspergillus giganteus com varios
microrganismos, no qual a interagdo microbiana alterou a expressdao do gene afp,

responsavel pela produ¢do de uma proteina antifungica (MEYER, STAHL, 2003).

4.3 Determinacio da CEso pelo crescimento micelial

O patogeno C. truncatum (Figura 9) e S. sclerotiorum (Figura 10) apresentam
maior sensibilidade ao fungicida tiofanato metilico + fluazinam (fungicida 2), com CEso
de 0,83 ¢ 0,091 pg.mL!, respectivamente. O fungicida 1 também apresentou resultados
semelhantes entre os isolados, para S. sclerotinia a CEso foi de 5,70 pg.mL! e para C.
truncatum 6,96 pg.mL!. J4 o fungicida 3 metalaxil-M + tiabendazol + fludioxonil +
tiametoxam, obteve resultados maiores de CEsopara S. sclerotiorum de 5,85 pg.mL ' e C.

truncatum de 1,27 ug.mL™! (Figuras 7 e 8).
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Figura 7 — Sensibilidade do isolado de Colletotrichum truncatum a diferentes fungicidas,

determinado através do teste de concentragao efetiva que inibe 50% (CEso) do crescimento

micelial
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Fonte: O autor, 2022.
Legenda: Fungicida 1: carboxina + tiram.
Fungicida 2: tiofanato-metilico + fluazinam.
Fungicida 3: metalaxil — M + tiabendazol + fludioxonil + tiametoxam.

Figura 8 — Sensibilidade do isolado de Sclerotinia sclerotiorum a diferentes fungicidas,

determinado através do teste de concentragao efetiva (CEso)
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Fonte: O autor, 2022.
Legenda: Fungicida 1: carboxina + tiram.
Fungicida 2: tiofanato-metilico + fluazinam.
Fungicida 3: metalaxil — M + tiabendazol + fludioxonil + tiametoxam,
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Baseado na classificagao proposta por Edgington e Klew (1971) de que o isolado
¢ insensivel se apresentar CEso maior que 50 png.mL!, moderadamente sensiveis se a CEso
estiver entre 1 e 50 pg.mL™!' e altamente sensiveis se a CEso menor que 1 pg.mL, os
patdégenos foram considerados altamente sensiveis ao fungicida 2 e sensiveis aos
fungicidas 1 e 3. Com isso, o fungicida 2 (tiofanato metilico + fluazinam) foi selecionado

para ser o tratamento controle nos proximos testes.

Os fungicidas testados sdo eficientes para o controle dos patdégenos e um fator
que pode contribuir para esse resultado, ¢ que todos produtos testados sdo misturas e visto
que ndo existe um Unico fungicida capaz de controlar todas as doengas da cultura, ¢
necessario combinar diferentes substancias quimicas para melhorar o controle e reduzir o
risco de resisténcia aos ingredientes ativos (RAMDIAL; ABREU; RAMPERSAD, 2017).
Além disso, a sensibilidade do fungo ¢ distinta dependendo da regido, pois o ambiente e
a forma de aplicacdo de fungicidas fazem com que o a resposta do fungo seja alterada

(WEDGE et al., 2007)

Figura 9 — Inibicao do crescimento micelial de Colletotrichum truncatum expostos aos
fungicidas carboxina + tiram (A), tiofanato-metilico + fluazinam (B), metalaxil-M +
tiabendazol + fludioxonil + tiametoxam (C) nas concentragdes 0,05; 0,5; 1; 5; 10; 50 e

100 pg.mL™!




Fonte: O autor, 2022.

Figura 10 — Inibicdo do crescimento micelial de Sclerotinia sclerotiorum expostos aos

fungicidas carboxina + tiram (A), tiofanato-metilico + fluazinam (B), metalaxil — M +

tiabendazol + fludioxonil + tiametoxam (C) nas concentragdes 0,05; 0,5; 1; 5; 10; 50 e
100 pg.mL"!

Fonte: O autor, 2022.

Figura 11 — Sensibilidade dos patogenos Sclerotinia sclerotiorum e Colletotrichum

truncatum ao extrato de Diaporthe infecunda, determinado através do teste de

concentragdo efetiva (CEso)
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Fonte: O autor, 2022.

Os patogenos C. truncatum e S. sclerotiorum foram considerados sensiveis ao
extrato, com CEsy de 2,80 e 0,68 mg.mL™! (Figura 11), apos 168 horas e 96 horas (Figura
12) respectivamente, demonstrando capacidade de controle dos patogenos in vitro. Outros
estudos realizados com extratos para controle de fungos, também apresentam resultados
satisfatorios, como Cruz-Silva et al. (2016) que utilizando extrato metanolico de Randia
nitida obteveram reducdes de até 93,8% para S. sclerotiorum, 21,5% para C. truncatum e

de 37,2% para Rhizoctonia solani isolados de soja.

Figura 12 — Sensibilidade dos patéogenos Colletotrichum truncatum (A) e Sclerotinia
sclerotiorum (B) ao extrato de Diaporthe infecunda, determinado através do teste de

concentracao efetiva (CEso) nas concentragdes 0, 1, 2, 3,4, 5,6, 7,8, 9, 10.

Fonte: O autor, 2022.
4.2 Teste de difusao em agar apos a selecio do extrato e do controle positivo

Com base nos resultados do ensaio de difusdo em &gar, verificou-se diferenca
significativa (p < 0,05) entre os tratamentos na inibi¢do do crescimento micelial de C.
truncatum apos 24 horas pos-inoculagdo. O extrato de D. infecunda inibiu 94,4% do
crescimento micelial de C. truncatum (Figura 14) o que ¢ significativamente maior (p <

0,05) que o controle positivo com fungicida sintético que teve 52% de inibi¢ao do
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crescimento micelial em 168 h pds-inoculacao (Figura 13).

Figura 13 — Inibi¢ao do crescimento micelial de Colletotrichum truncatum quando em

contanto com diferentes tratamentos em ensaio de difusdo em agar

-

N R OO
L= R e Y e R Y = ]
1 L 1 L 1

(=]
L

do crescimento micelial (%)

-
oo
o o

1 L

Inibicao
N B
o o o

(=]
L

Fonte: O autor, 2022.

Legenda: Agua:metanol — controle solvente.
Controle positivo — Fungicida tiofanato metilico + fluazinam
Extrato - Co-cultivo em meio BD
Testemunha — Controle com agua esterelizada

Figura 14 - Desenvolvimento micelial de Colletotrichum truncatum (a esquerda) e em

contato com o extrato do fungo endofitico Diaporthe infecunda (a direita) apds 168 horas.

Fonte: O autor, 2021.
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O efeito inibitorio in vitro de fungos endofiticos contra espécies fitopatogénicas
de Colletotrichum tem sido relatado em diferentes estudos. Como por exemplo, isolados
de fungos endofiticos testados contra C. gloesporioides apresentaram inibi¢ao por
micoparasitismo e antibiose contra o patogeno (BONATELLI ET AL., 2016; PETERS et
al., 2020). Penicillium verruculosum, Penicillium pinophilum, Geotrichum sp.,
Schizophyllum commune e Aspergillus flavus também apresentaram efeito inibitorio

contra Colletotrichum gloeosporioides (BEZERRA, 2015).

Outro estudo avaliou o efeito de metabdlitos do fungo endofitico Phoma
herbarum, isolado de um composto alcodlico que demonstrou antagonismo efetivo

contra C. gloeosporioides (GUPTA et al., 2016).

Ja para Colleototrichum acutatum, endofiticos foram encontrados em isolados de
frutos de oliveira (Olea europaea), em que se percebeu inibicdo de crescimento,
germinagdo e esporulacdo, além de causar danos nas hifas patogénicas (PRETO et al.,
2017). Li et al. (2012) também obterdo 16 compostos antifungicos contra o género
Colletotrichum, a partir de uma cepa de Aspergillus fumigatus isolado da casca do caule

da espécie vegetal Melia azedarach.

Figura 15 — Inibicao (%) do crescimento micelial de Sclerotinia sclerotiorum quando em

contanto com diferentes tratamentos em ensaio de difusdo em agar
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Fonte: O autor, 2022.
Legenda: Agua:metanol — controle solvente.
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Controle positivo — Fungicida tiofanato metilico + fluazinam
Extrato - Co-cultivo em meio BD
Testemunha — Controle com agua estéril

Sclerotinia sclerotiorum cresce mais rapido que C. truncatum, portanto, o ensaio
de difusdo em agar durou 72 h (Figura 15) em vez de 128 h (Figura 14). O extrato de D.
infecunda reduziu 83,8% do crescimento micelial de S. sclerotiorum em 78 h pos-
inoculagao (Figura 17), porém, foi significativamente (p < 0,05) inferior em relagdo ao
fungicida que inibiu 100% do crescimento micelial (Figura 15). Além disso, o controle
positivo com fungicida e o extrato de D. infecunda reduziram em 100% a germinagdo de

esclerodios 96 h apos a inoculagdo (Figura 16).

Figura 16 — Inibig¢do (%) do germinacdo de esclerodio, estrutura de sobrevivéncia de
Sclerotinia sclerotiorum quando em contanto com diferentes tratamentos em ensaio de

difusdo em agar
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Fonte: O autor, 2022.

Legenda: Agua:metanol — controle solvente.
Controle positivo — Fungicida tiofanato metilico + fluazinam
Extrato - Co-cultivo em meio BD
Testemunha — Controle com agua estéril
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Pesquisas voltadas para o uso de endofitos para o biocontrole de S. sclerotiorum,
também ja foram desenvolvidas, como exemplo, o uso de Candida pseudotropicalis que
apresentou 50% de inibicdo de crescimento micelial do patégeno, Chrysosporium sp.
obteve inibi¢ao de 48,9%, Candida tropicalis 47,8% e Trichophyton sp. 46,7% (ROCHA
et al., 2009). A reducdo de crescimento de S. sclerotiorum também foi demonstrada por
Ethur (2001) utilizando cepas de Trichoderma, o qual obteve como resultado inibicao de

crescimento de 86 a 94%.

Fernandes (2015) testou a ag@o antagonista de 178 espécies de fungos endofiticos

em S. sclerotiorum e o fungo foi inibido por 42 (23,6%) deles.

Figura 17 - Desenvolvimento micelial de Sclerotinia sclerotiorum (A) apos 72 horas (a
esquerda) e em contanto com o extrato do fungo endofitico (a direita). Germinagdo do

esclerddio (B) apos 96 horas (a esquerda) e em contanto com o extrato do fungo endofitico

diaporthe infecunda (a direita).

4.4 Bioatividade das porcoes do extrato in vitro

Das fracdes obtidas a partir do extrato bruto, as mais polares (12 e 13) diferiram
estaticamente (p < 0,05) das demais no controle de S. sclerotiorum, resultado semelhante
ao observado para C. truncatum em que as fracdes 10, 11, 12 e 13 diferiram das demais
(Figura 18). A escolha do solvente ¢ um fator de importante influéncia na extragao de
compostos bioativos, principalmente quando ¢ buscado a obtengdo de um ou mais
compostos de interesse. A solubilidade de um composto em um determinado solvente ¢
dependente da sua polaridade (SOUZA, 2015). Com isso, o resultado obtido relaciona-se
ao fato de as ultimas fragdes retiradas conter metanol, o solvente mais polar dentre os
utilizados na particdo do extrato bruto, portanto os compostos presentes no extrato que
apresentam fungitoxidade sdo polares. Estudos realizados comparando diferentes
solventes confirmam que o metanol apresenta maior capacidade de extragdo de
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compostos bioativos, como Marques et al. (2002) que utilizando extratos metandlicos de
Caryocar brasiliense obteve maior inibi¢do da germinacdo de esporos de Fusarium

oxysporum, Botrytis cineria ¢ Colletotrichum truncatum.

Figura 18 — Crescimento micelial dos patogenos Colletotrichum truncatum (A) e

Sclerotinia sclerotiorum (B) quando em contanto com as diferentes fracdes resultados da

cromatografia em coluna do extrato de Diaporthe infecunda

Fonte: O autor, 2022.

Os resultados in vitro deste trabalho demonstram a capacidade que o extrato de D.
infecunda tem de inibir o crescimendo dos isolados de C. truncatum e S. sclerotiorum que
causam importantes doengas na cultura da soja e direcionam a continuidade da pesquisa

sobre a capacidade que o extrato tem em controlar os patogenos.

4.5 Ajuste de metodologia para tempo de exposiciao das sementes aos patégenos

Em virtude de os patdgenos serem transmitidos via sementes e podendo atingir
diferentes partes das plantas posteriormente, foi aplicado extrato nas sementes para
determinar o nivel de controle e evitar que as sementes sirvam de fonte in6culo para as
doencas. Para isso, inicialmente, realizou-se o teste de tempos de exposi¢do das sementes
aos patogenos para que houvesse inoculacdo e também do tempo em que as sementes
deveriam ficar emergidas no extrato para que houvesse controle dos patdgenos sem que

prejudicasse a germinagao.
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Figura 19 — Germinacao (%) de sementes de soja cultivar ‘DM 5958 IPRO’ inoculadas
artificialmente com Colletotrichum truncatum a partir da restricao hidrica (-0,6 MPa) e

tratadas com o extrato de Diaporthe infecunda ambos sob diferentes tempos de exposicao.
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Fonte: O autor, 2022.
Legenda: T1: Testemunha — sem contanto com o extrato.

T2: 1 hora em contato com o extrato.

T3: 4 horas em contato com o extrato.

T4: 6 horas em contato com o extrato.

T5: 12 horas em contato com o extrato.

T6: 24 horas em contato com o extrato.
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Figura 20 — Incidéncia (%) de Colletotrichum truncatum em sementes de soja cultivar
‘DM 5958 TPRO’, apo6s a inoculagdo a partir da técnica de restricao hidrica (-0,6 MPa) e

tratamento com o extrato de Diaporthe infecunda, ambos sob diferentes tempos de

eXposi¢ao.
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Fonte: O autor, 2022.
Legenda: T1: Testemunha — sem contanto com o extrato.
T2: 1 hora em contato com o extrato.
T3: 4 horas em contato com o extrato.
T4: 6 horas em contato com o extrato.
T5: 12 horas em contato com o extrato.
T6: 24 horas em contato com o extrato.

A escolha do tempo de exposi¢cdo ao patdogeno € o tempo em contanto com o
extrato, tiveram como base o que ¢ exigido pelo Ministério da Agricultura, Pecudria e
Abastecimento (MAPA), instru¢cdo normativa n°45 de 17 de setembro de 2013: padrdes
para a producdo e a comercializacdo de sementes de soja que determina germinacao
minima de 80%. Assim, o tempo de exposicao ao patogeno foi de 24 horas e o tempo de

contanto com o extrato foi de 12 horas, par ambos patogenos.

C. truncatum, com 24 horas de exposi¢ao ¢ 12 horas de contato com o extrato
alcangou germinagdo de 84%, a testemunha com o mesmo tempo de exposicao obteve

germinagdo de 71% (Figura 19). Ja na incidéncia, com o mesmo tratamento, 4% das
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sementes estavam contaminadas com o patogeno e a testemunha chegou a 23% (Figura

20).

Em horérios de maior tempo de exposi¢do ao patdogeno como 48 horas, 55% das
sementes da testemunha germinaram, com 12 horas de contanto com o extrato, esse valor
subiu para 65%. Em relacdo a incidéncia do fungo, a testemunha chegou a 55%, com o
tratamento do extrato o valor ndo passou de 28%. Trabalhos realizados por Galli et al.
(2007), com a inoculagdo de C. truncatum em sementes de soja, verificaram que durante
o periodo de 40 horas de inoculagdo, provocou morte das sementes e plantas de soja, o
maior tempo de exposi¢do das sementes ao patdgeno, resultou em maior nivel de indculo
das sementes comprometendo drasticamente o desenvolvimento do embrido. Esses
resultados demonstram a eficiéncia do método de inoculagdo pela restricao hidrica para
C. truncatum, que pode chegar at¢ 100% de infec¢do apos a incubacdo das sementes

(MACHADO et al., 2001; PEREIRA e al., 2009).

Figura 21 — Germinacdo (%) de sementes de soja cultivar ‘DM 5958 IPRO’ inoculadas
artificialmente com Sclerotinia sclerotiorum a partir da restri¢ao hidrica (-0,6 MPa) e

tratadas com o extrato de Diaporthe infecunda ambos sob diferentes tempos de exposi¢ao.
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Fonte: O autor, 2022.
Legenda: T1: Testemunha — sem contanto com o extrato.
T2: 1 hora em contato com o extrato.
T3: 4 horas em contato com o extrato.
T4: 6 horas em contato com o extrato.
T5: 12 horas em contato com o extrato.
T6: 24 horas em contato com o extrato.
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Figura 22 — Figura 20 — Incidéncia (%) de Sclerotinia sclerotiorum em sementes de soja
cultivar ‘DM 5958 IPRO’, apds a inoculacdo a partir da técnica de restri¢ao hidrica (-0,6
MPa) e tratamento com o extrato de Diaporthe infecunda, ambos sob diferentes tempos

de exposicao.
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Fonte: O autor, 2022.
Legenda: T1: Testemunha — sem contanto com o extrato.
T2: 1 hora em contato com o extrato.
T3: 4 horas em contato com o extrato.
T4: 6 horas em contato com o extrato.
T5: 12 horas em contato com o extrato.
T6: 24 horas em contato com o extrato.

S. sclerotiorum, com 24 horas de exposi¢ao e 12 horas de contato com o extrato
obteve germinagdo de 82,5%, a testemunha com o mesmo tempo de exposi¢cao 60,5%
(Figura 21). Ja na incidéncia, com o mesmo tratamento, 37% das sementes estavam
contaminadas com o patdgeno e a testemunha chegou a 45% (Figura 22). Com tempos de
exposi¢do menores como 12 horas, o tratamento com extrato atingiu germinagdo de 85%
e incidéncia de 12% enquanto a testemunha obteve 74% e 23% respectivamente. Com 48
horas de inoculagdo, a germinag@o nao passou de 3% em nenhum dos tratamentos e a

incidéncia foi de 100%, evidenciando também a eficiéncia da técnica de inoculacdo de

48



sementes por meio do contato direto, Migliorini et al. (2016), relataram que inoculando
S. sclerotiorum pela mesma técnica em feijao, também obtiveram alta incidéncia da
doenga chegando a 100%. Ainda, foi verificado por Venturoso et al. (2015), que S.
sclerotiorum ¢ um patdégeno muito agressivo, devido a rapida coloniza¢do do tecido

vegetal e causar morte das plantas.

4.6 Tratamento de sementes inoculadas com os patéogenos

A incidéncia de C. truncatum (Tabela 1) e S. sclerotiorum (Tabela 2) em sementes
de soja foi maior para o tratamento apenas com solvente (32%) e para as sementes ndo
tratadas (35%) em relacdo aos demais tratamentos. O controle negativo ndo inoculado e
nao tratado ndo teve incidéncia de ambos os patdogenos, o que indicou que a semente de
soja utilizada ndo foi infectada por ambos os patdgenos, e que a incidéncia nos demais

tratamentos foi a partir do procedimento de inoculagao.

Tabela 1 - Incidéncia (%), germinacao (%), envelhecimento acelerado (EA, %), e teste de
frio (TF, %) em sementes de soja cultivar ‘DM 5958 IPRO’ com e sem inoculacdo de

Colletotrichum truncatum por meio da restri¢ao hidrica com manitol (-0,6 MPa).

Tratamentos Incidéncia (%) Germinacao (%) EA (%)  TF (%)

T1 — Controle positivo 3 cd* 95 ab™ 77 a** 95 a**
T2 — Extrato 12b 74 b 62 b 77b
T3 — Controle solvente 32a 68 be 53 be 69 be
gjsi‘ﬁl;:’é“a“’ + controle 6 be 65 be Sibe 76b
TS5 — Testemunha positiva 35a 61 c 49 ¢ 64 c
T6 — Testemunha negativa 0d 97 a 8la 93 a
CV (%)™ 7,03 9,49 5,95

*Média + desvio padrdo. Letras distintas sobre as colunas indicam diferenca estatistica pelo teste de
Kruskal-Wallis. **Médias seguidas pela mesma letra mintscula na coluna ndo diferem estatisticamente
pelo teste de Tukey (p < 0,05). **Coeficiente de variago.

!Tratamentos: Controle positivo: Fungicida; Extrato de Diaporthe infecunda; Controle solvente: Apenas
metanol; T4: Extrato de Diaporthe infecunda + fungicida; Testemunha positiva: sementes expostas ao
patdégeno, mas ndo tratadas; Testemunha negativa: sementes nao expostas aos patdégenos.

Os tratamentos com extrato de D. infecunda e extrato + fungicida apresentaram
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baixa incidéncia (<12%) dos patdégenos nas sementes (Tabela 1). No entanto, reduziram
a germinag¢do, principalmente no tratamento do extrato + fungicida (68%) em comparacao
ao fungicida somente (95%) quando C. fruncatum foi inoculado (Tabela 1). A germinacao
de sementes com uso de extrato de D. infecunda no teste de envelhecimento acelerado
(62%) e frio (77%) foi superior as sementes ndo tratadas (49% e 64%, respectivamente)
quando C. truncatum foi inoculado (Tabela 1). No Brasil, ¢ necessario um minimo de
80% de germinagao para comercializacao da semente (BRASIL, 2009), portanto, o tnico

tratamento que atingiu esse valor foi o fungicida como controle positivo.

Tabela 2 - Incidéncia (%), germinacao (%), envelhecimento acelerado (EA, %), e teste de
frio (TF, %) em sementes de soja cultivar ‘DM 5958 IPRO’ com e sem inoculacdo de

Sclerotinia sclerotiorum por meio da restricdo hidrica com manitol (-0,6 MPa).

Tratamentos Incidéncia (%) Germinagdo (%) EA (%) TF (%)

T1 — Controle positivo 3b 96 a™" 83a™ 94 ab™
T2 — Extrato 10b 80 b 62 b 70 b
T3 — Controle solvente 53a 55c¢ 34c 49 ¢
gjs;[iliztrato + controle 3 be 53¢ 29 ¢ 58 be
T5 — Testemunha positiva 52a 59¢ 30c 53 be
T6 — Testemunha negativa Oc 99 a 89 a 96 a
CV (%)™ 7,48 10,51 11,72

*Média + desvio padrdo. Letras distintas sobre as colunas indicam diferenga estatistica pelo teste de
Kruskal-Wallis. **Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna ndo diferem estatisticamente
pelo teste de Tukey (p < 0,05). ““Coeficiente de variagio.

'Tratamentos: Controle positivo: Fungicida; Extrato de Diaporthe infecunda; Controle solvente: Apenas
metanol; T4: Extrato de Diaporthe infecunda + fungicida; Testemunha positiva: sementes expostas ao
patdgeno, mas ndo tratadas; Testemunha negativa: sementes nao expostas aos patdogenos.

Os resultados obtidos para S. sclerotiorum foram semelhantes aos de C.
trucantum. A incidéncia do patdgeno foi baixa para os tratamentos com o extrato de D.
infecunda (10%) e o extrato + fungicida (3%), porém, diminuiu a germinacdo das
sementes (Tabela 2). Carvalho et al. (2020) também relataram que a prospeccao do fungo
endofitico Aureobasidium pullulans proporcionou redugdo significativa de C. truncatum

em sementes de soja, mas sem aumento na germinacao das sementes.
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Os testes de envelhecimento acelerado e frio apresentaram resultados semelhantes
ao teste de germinacdo quando S. sclerotiorum foi inoculado, onde o tratamento com
maior germinagdo de sementes permanece com aplicagdo apenas de fungicida. No
entanto, a germinacdo das sementes diminuiu consideravelmente para todos os
tratamentos no teste de envelhecimento acelerado, o que nao foi observado no teste a frio.
Em estudo realizado por Freitas et al. (2016), o envelhecimento acelerado foi muito
drastico para as sementes, chegando a perda total da capacidade germinativa. Este efeito
se deve ao alto teor de 4dgua alcancado pelas sementes apds o teste com o uso de alta
temperatura, uma vez que o teste de frio proporcionou resultados semelhantes ao teste de

germinacao.

Tabela 3 — Emergéncia em areia (%), comprimento de plantula (cm), massa fresca (MF, g)
e massa seca (MS, g) de sementes de soja cultivar ‘DM 5958 IPRO’ com e sem inoculagao

de Colletotrichum truncatum por meio da restri¢ao hidrica com manitol (-0,6 MPa).

Tratamentos Emergéncia (%) Comprimento (cm) MF (g) MS(g)
T1 — Controle positivo 92 2™ 40,00 2™ 1,46a" 024a"
T2 — Extrato 68 b 25,40 b 1,O3b 0,13b
T3 — Controle solvente 38 ¢ 18,08 ¢ 0,74c¢ O0,11c
gjsi‘ﬁli’gtraw * controle 3c 18,40 c 076c  013b
T5 — Testemunha positiva 42 ¢ 18,80 ¢ 0,71 c 0,10d
T6 — Testemunha negativa 94 a 40,44 a 149a 025a

CV (%)™ 16,17 14,08

*Média + desvio padrio. Letras distintas sobre as colunas indicam diferenga estatistica pelo teste de
Kruskal-Wallis. **Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna ndo diferem estatisticamente
pelo teste de Tukey (p < 0,05). ““Coeficiente de variagio.

ITratamentos: Controle positivo: Fungicida; Extrato de Diaporthe infecunda, Controle solvente: Apenas
metanol; T4: Extrato de Diaporthe infecunda + fungicida; Testemunha positiva: sementes expostas ao
patogeno, mas ndo tratadas; Testemunha negativa: sementes ndo expostas aos patdgenos.

A germinagdo de sementes de soja em areia também foi maior para os tratamentos
sem inoculagdo dos patogenos (Tabela 3 e Tabela 4). O tratamento com o extrato de D.

infecunda apresentou germinacao de 68%, o fungicida 92%, enquanto o tratamento com
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extrato + fungicida ndo diferiu estatisticamente das sementes ndo tratadas com

germinagdo de 34% para C. truncatum (Tabela 3).

Tabela 4 — Emergéncia em areia (%), comprimento de plantula (cm), massa fresca (MF, g)
e massa seca (MS, g) de sementes de soja cultivar ‘DM 5958 IPRO’ com e sem inoculacao

de Sclerotinia sclerotiorum por meio da restricdo hidrica com manitol (-0,6 MPa).

Tratamentos Emergéncia (%) Comprimento (cm) MF(g) MS(g)
T1 — Controle positivo 90 2™ 39,56a"" 1,44a° 0,25a
T2 — Extrato 60 b 25420 LI5b  0,17b
T3 — Controle solvente 46 ¢ 21,64 ¢ 0,82 ¢ 0,11d
gjsi_ﬁ]i’;“ato * controle 38 be 17,64 LI7b  0,13¢
T5 — Testemunha positiva 38 be 21,12 cd 0,75¢ 0,11d
T6 — Testemunha negativa 94 a 40,44 a 149a 027a

CV (%)™ 20,64 16,77

*Média + desvio padrio. Letras distintas sobre as colunas indicam diferenga estatistica pelo teste de
Kruskal-Wallis. **Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna ndo diferem estatisticamente
pelo teste de Tukey (p < 0,05). ““Coeficiente de variagdo.

!Tratamentos: Controle positivo: Fungicida; Extrato de Diaporthe infecunda; Controle solvente: Apenas
metanol; T4: Extrato de Diaporthe infecunda + fungicida; Testemunha positiva: sementes expostas ao
patdgeno, mas nao tratadas; Testemunha negativa: sementes nao expostas aos patogenos.

No teste com inoculagdo de S. sclerotiorum o tratamento com fungicida teve
apenas 90% de emergéncia no teste de areia (Tabela 4). Além disso, o comprimento das
plantulas de massa fresca e seca também foi maior em compara¢do ao controle ndo
tratado. Resultados semelhantes foram encontrados por Migliorini et al. (2017), em que
todas as sementes de feijao inoculadas com S. sclerotiorum produziram mudas com menor
massa seca ou teor de parte aérea. O extrato de D. infecunda apresentou germinagao de
60%, enquanto o tratamento com extrato + fungicida teve 38% da germinagdo das
sementes, ndo diferindo estatisticamente do controle ndo tratado (94%). Sclerotinia
sclerotiorum causou a morte de sementes de canola, cartamo, crambe, girassol, nabo e
niger, antes mesmo de iniciar o processo de germinag¢do, o que esta associado a

agressividade do patogeno (VENTUROSO, 2015). Esses resultados reforcam os de outros
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autores e confirmam o efeito nocivo do fungo no estabelecimento inicial das lavouras

(BOTELHO et al., 2013; REIS et al., 2014; VENTUROSO et al., 2015).

Em estudos realizados por Almeida et al. (2021) avaliando 18 artigos cientificos
que utilizaram extratos como estratégia para o manejo de patdégenos em sementes, 100%
deles afirmaram que os extratos sdo eficientes e 63% proporcionam um aumento na
germinacao de sementes e apenas 5% tiveram efeito negativo na qualidade fisiologica da
semente. Outro fator que pode influenciar no resultado da germinacgao € a dose do extrato,
em que Melo et al., 2021, testando doses do extrato a base de algas, determinaram que
acima de 0,09 Lkg! de sementes de soja, houve reducdo na porcentagem de plantas
normais. Esses achados mostram que as pesquisas vém crescendo seguindo essa via

alternativa ao tratamento quimico.

Na bioprospeccdo de compostos produzidos pelo metabolismo secundario de
endofitos de aroeira, foi identificada a presenga de diaportina e ortosporina no cultivo de
Diaporthe terebinthifolii, que ja possuem comprovada agdo antimicrobiana contra
patogenos (MEDEIROS et al., 2018). Em outro isolado do mesmo género, verbanol,
alcool feniletilico, hexadecanoato de metila e isoverbanol foram encontrados no extrato
do fungo, o sinergismo entre esses compostos foi eficaz no controle do desenvolvimento

do patdgeno Phyllosticta citricarpa (TONIAL, 2017).

Os fungos endofiticos sdo uma fonte para exploragdo, mas ainda requer
desenvolvimento de produtos e producao em larga escala, para que possam ser utilizados
no manejo integrado de doencas, representando uma alternativa de controle visando a

reducdo do uso de agrotoxicos.
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5 - CONCLUSAO

e Foi evidenciado que a utilizagdo de extratos do fungo endofitico Diaporthe
infecunda LGMF694 oriundo de folhas de Schinus terebinthifolius, apresenta
atividade antagdnica aos patogenos Colletotrichum truncatum e Sclerotinia
sclerotiorum, sendo capaz de inibir o crescimento micelial e a incidéncia sob as

sementes, no entanto, ndo asseguraram o potencial germinativo das sementes.

e Esses resultados reforcam a necessidade de desenvolvimento de uma formulagao
e metodologia de aplicacdo capazes de manter o potencial biotecnologico

favoravel sem debilitar as sementes.

e As sementes nao inoculadas apresentaram os melhores resultados e o fungicida ¢
o melhor tratamento para as sementes inoculadas, seguido dos tratamentos

realizados com o extrato.
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