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Resumo

O fungo Colletotrichum truncatum (Schwein.) Andrus & W.D. Moore ¢ um importante fitopatogeno em varias culturas de interesse econdmico,
inclusive na soja (Glycine max (L.) Merril), causando a doenga conhecida como antracnose. Apesar do controle quimico ser o método de
controle mais usado pelos produtores rurais, o controle bioldgico se apresenta como uma alternativa sustentavel para o manejo desta doenca.
Esta pesquisa avaliou o potencial do fungo Aureobasidium pullulans (de Bary & Lowenthal) G. Arnaud, originario do bioma Caatinga, no
controle de C. truncatum. Foi avaliado o efeito inibitorio sobre o crescimento micelial do patogeno a partir de compostos volateis (in vitro),
além de testes in vivo. Foram analisadas as variaveis germinacéo, indice de velocidade de germinagdo (IVG), massa seca e sanidade das
sementes. Nos ensaios in vitro, os compostos volateis produzidos pelo antagonista nio apresentaram agéo inibitoria expressiva a C. truncatum.
Nos testes in vivo, foi observada a acdo inibitoria de A. pullulans a C. truncatum em sementes de soja, por meio dos tratamentos preventivo
e curativo. O tratamento preventivo proporcionou maior efetividade em relag@o ao tratamento curativo, evidenciando média superior de IVG
(41,84) e menor incidéncia do patdégeno (16,00%). Desse modo, verificam-se as perspectivas do uso de 4. pullulans no biocontrole de C.
truncatum, especialmente, quando se realiza o tratamento preventivo. Este ¢ o primeiro relato de A. pullulans sobre C. truncatum.
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Abstract

The fungus Colletotrichum truncatum (Schwein.) Andrus & W.D. Moore is an important phytopathogen in several crops of economic interest,
including soybean (Glycine max (L.) Merril), causing a disease known as anthracnose. Although chemical control is the most used control
method by farmers, biological control presents itself as a sustainable alternative for the management of this disease. This study evaluated the
potential of Aureobasidium pullulans (de Bary & Lowenthal) G. Arnaud, originating from Caatinga biome vegetation, in the control of C.
truncatum. The inhibitory effect on the mycelial growth of the pathogen was evaluated from volatile compounds produced by the antagonist
(in vitro) in addition to the in vivo tests. The following variables were analyzed, germination, germination speed index (GSI), dry mass and
seed health. In the in vitro assays the volatile compounds produced by the antagonist presented no significant inhibitory action against C.
truncatum. In in vivo tests, an inhibitory action of A. pullulans and C. truncatum was observed in soybean seeds, through preventive and
curative treatments. The preventive treatment provided greater effectiveness in relation to the curative treatment, showing higher average of
GSI (41.84) and lower incidence of the pathogen (16.00%). Thus, the perspectives of the use of A. pullulans in the biocontrol of C. truncatum
are verified, especially when the preventive treatment is carried out. This is the first report of A. pullulans on C. truncatum.
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1 Introducio de grande importancia econdmica, pois causam uma doenga

. . . P ” conhecida como antracnose, a qual tem alta incidéncia em
O bioma Caatinga tem um rico e vasto patrimonio genético,

fator contribuinte para o desenvolvimento de pesquisas
(PEREIRA JUNIOR et al., 2012). Contudo, o aumento
continuo das queimadas e desmatamento de suas areas para
usos agropastoris vem trazendo consequéncias drasticas
a biodiversidade (SOUZA et al., 2015), especialmente de
micro-organismos, os quais ainda sdo considerados pouco
conhecidos e estudados. Atrelado a isso, agdes antropicas
como o uso irracional de agrotoxicos podem reduzir a
populagao de micro-organismos benéficos e favorecer a maior
ocorréncia de fitopatdgenos, causando desequilibrio ambiental
(MORANDI; BETTIOL, 2009).

Fungos fitopatogénicos como o Colletotrichum truncatum
(Schwein.) Andrus & W.D. Moore pertencem a um género
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plantios monoculturais, como no cultivo da soja (Glycine
max (L.) Merril). Esse patogeno possui uma ampla gama de
hospedeiros ¢ ¢ transmissivel pelas sementes infectadas em
um ciclo anterior da cultura, tornando-se a principal fonte
de indculo para as safras subsequentes (MANANDHAR;
HARTMAN, 1999).

Na soja, a antracnose causa apodrecimento e queda das
folhas e vagens, abertura das vagens imaturas e aumento
da germinagdo dos graos em formagdo, além de reduzir a
sobrevivéncia das plantulas (GALLI et al., 2005; BEGUM
et al., 2008). Nesse contexto, o uso de fungicidas é uma das
ferramentas mais utilizadas no controle de doengas na soja
(GARCES-FIALLOS, 2011). Assim, Hyakumachi (2013)
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destaca a necessidade da redugdo do uso de agrotdxicos na
produgdo agricola, principalmente, em fung¢do de preocupagdes
crescentes relativas a satide humana e a seguranga ambiental.

Como acdo mitigatoria se tem buscado alternativas para
a reducdo do uso de agrotoxicos em monoculturas. Nesse
sentido, uma das op¢des mais discutidas para o manejo de
doengas ¢ o controle biolégico (BRAGA JUNIOR et al., 2017;
DI FRANCESCO et al.,2017, BARRATT et al., 2018). Este é
apontado como alternativa para sistemas de producéo agricola
e florestal, em que a utilizagdo de agentes antagonistas tem
possibilitado solugdes viaveis no manejo de fitopatologias.

Entre os micro-organismos utilizados como agentes de
biocontrole de fitopatdgenos se destaca o fungo leveduriforme
Aureobasidium pullulans (de Bary & Lowenthal) G. Arnaud.
Ha algum tempo esta espécie tem sido estudada como um
biocontrolador em diversas culturas, principalmente, de
doengas ocorridas na fase de pos-colheita, como podriddes de
magas e laranjas (BENCHEQROUN et al., 2007; MARI et
al., 2012; DI FRANCESCO et al., 2015). Esse potencial esta
relacionado aos diferentes mecanismos de ac¢do de biocontrole
do A. pullulans, como produ¢do de compostos organicos
volateis, tais como: 2-fenil, 3-metil-1-butanol, 2-metil-1-
butanol e 2-metil-1-propanol, os quais desempenham papel
essencial na atividade antagdnica deste agente biocontrolador
contra patdgenos (DI FRANCESCO et al., 2015). No entanto,
ainda sdo escassos estudos relacionados a a¢ao de 4. pullulans
sobre C. truncatum.

Desse modo, esta pesquisa avaliou o potencial de A.
pullulans, originaria de vegetagdo do bioma Caatinga, no
controle de C. truncatum em sementes de soja.

2 Material e Métodos

2.1 Isolamento e identificacdo do Aureobasidium pullulans
e do fitopatégeno Colletotrichum truncatum

O agente de biocontrole A. pullulans foi isolado de folhas
da espécie florestal Combretum glaucocarpum Mart. em uma
area de reserva legal, no Estado do Piaui, com predominio do
bioma Caatinga, situada nas coordenadas geograficas Latitude
8°51°7.48” S e Longitude 44°11°39.95”* W. O fitopatdgeno C.
truncatum foi isolado de vagens infectadas de soja, coletadas
na Fazenda Progresso, Piaui, mesma mesorregiao na qual o
isolado de A. pullulans foi obtido (Latitude 7°30°14.2” S e
Longitude 44°12°34.0” W).

Para o isolamento dos fungos, as folhas coletadas foram
cortadas em discos de aproximadamente 0,5 cm. Os fragmentos
foliares foram desinfestados em solugdes sequenciais de alcool
70%, hipoclorito de sodio 2% e imersdo em agua esterilizada
por trés vezes, secos em papel filtro, transferidos para placas
de Petri contendo meio de cultura sélido batata-dextrose-
agar (BDA) e mantidas a 25°C por sete dias. Apos o cultivo
e purificacdo das culturas foi realizada a identificagdo dos
fungos. Para tanto, foram montadas laminas semipermanentes
com lactofenol+azul de algodao e PVLG (élcool polivinilico+
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lactoglicerol), para observagdo e mensuragdo ao microscopio
das principais estruturas vegetativas e reprodutivas dos
isolados. Em seguida, foi feita a comparagdo com as descri¢oes
presentes em chaves e artigos cientificos disponiveis na
literatura (COLE; KENDRICK, 1981; BARNETT; HUNTER,
1998). Os isolados de A. pullulans (UFPIAO1) e C. truncatum
(UFPICO1) estdo armazenados na colecdo micoldgica do
Laboratério de Fitopatologia, da Universidade Federal do
Piaui, Campus Professora Cinobelina Elvas.

2.2 Efeitoinibitorio de compostos volateis de Aureobasidium
pullulans a Colletotrichum truncatum (in vitro)

Apos sete dias de cultivo em meio BDA, discos das
culturas (0,5 cm) dos fungos C. truncatum e A. pullulans foram
colocados no centro de bases de placas de Petri, contendo meio
BDA. Apds 24h, as bases contendo o patdgeno e o antagonista
foram sobrepostas e unidas com filme plastico transparente
(DENNIS; WEBSTER, 1971). As placas foram incubadas a
25-C com fotoperiodo de 12 h por sete dias, de maneira que as
bases superiores fossem as que continham o patégeno. Como
controle, sobrepds-se a placa com o patégeno com uma outra
contendo somente o meio BDA. Cada tratamento (antagonista
e controle) foi composto por quatro repetigdes, em duplicatas,
utilizando o delineamento inteiramente casualizado. Avaliou-
se, diariamente, a partir de 24 horas apds a instalagdo do
experimento, o efeito de antibiose de A. pullulans sobre o
crescimento em diametro (mm) das colonias do patogeno,
durante sete dias. Os dados foram utilizados no célculo do
indice de velocidade de crescimento micelial, de acordo com
a formula descrita por Oliveira (1991):

Em que: IVCM = indice de velocidade de crescimento
micelial; D = didmetro médio atual da colonia; Da = didmetro
médio da colonia do dia anterior; N = ntimero de dias apds a
incubacao.

2.3 Inoculacio de Aureobasidium pullulans e Colletotrichum
truncatum em sementes de soja (in vivo)

Para a realizacdo dos testes in vivo foram utilizadas
sementes de soja, cultivar 8808 IPRO, Monsoy®, com
caracteristicas moderadamente resistente a Corynespora
cassiicola  (MONSOY, 2018), todavia, suscetivel a C.
truncatum. Os experimentos foram conduzidos em
delineamento inteiramente casualizado, com oito repeti¢cdes
de 25 sementes.

Inicialmente, as sementes foram desinfestadas em solugéo
de hipoclorito de sodio (NaClO 1%, por dois minutos),
lavadas em agua destilada esterilizada por trés vezes e secas
em temperatura ambiente. Foram utilizados dois tratamentos
das sementes: o preventivo € o curativo.

Para os ensaios foram utilizadas suspensoes de esporos do
A. pullulans e do C. truncatum. Para ambos, a metodologia
utilizada foi a de contagem em camara de Neubauer
(hemacitdmetro), obtida a partir das culturas puras, ambas com

sete dias de crescimento. Foi preparada uma suspensdo com
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a adicdo de 20 ml de agua destilada esterilizada no interior da
placa de Petri. Posteriormente, com o auxilio de escova com
cerdas duras foi feita a liberagdo dos esporos por raspagem
das colonias. A suspensdo obtida foi filtrada com auxilio de
uma peneira fina. A densidade de inoculo foi determinada
contando-se o nimero de esporos contidos em uma gota de
volume conhecido, em camara de Neubauer.

No tratamento preventivo, as sementes de soja foram
primeiramente imersas na suspensdo de esporos de A.
pullulans, com concentragdo ajustada para 107 conidios/
mL, por cinco minutos. As sementes foram colocadas em
bandeja plastica, contendo como substrato duas folhas de
papel germitest esterilizado e umedecido em meio BDA
[HIMEDIA acrescido do soluto manitol [VETEC+ com
potencial osmdtico ajustado para -1,0Mpa, conforme o
software SPMM (MICHEL; RADCLIFFE, 1995). Apos 48
horas de incubacdo em camara de demanda bioquimica de
oxigénio a 20°C, as sementes foram imergidas na suspensao
de esporos do C. truncatum a 10° conidios/mL.

Para o tratamento curativo, as sementes foram imersas em
uma suspensdo de esporos de C. truncatum a 10° conidios/
mL durante cinco minutos. Para cada 40 g de sementes foram
adicionados 10 mL da suspensdo. Em seguida, as sementes
foram colocadas em bandeja pléstica contendo como substrato
duas folhas de papel germitest esterilizado e umedecido em
meio BDA [HIMEDIA- acrescido do soluto manitol [VETEC+
com potencial osmotico ajustado para -1,0Mpa (MICHEL;
RADCLIFFE, 1995). Apds 48 horas, sementes inoculadas
com o patdogeno foram imergidas na suspensdo de esporos
do antagonista, seguindo a mesma metodologia supracitada.
O controle consistiu em sementes inoculadas apenas com
o fitopatogeno. Apds as inoculagdes, as sementes foram
mantidas em cdmara de demanda bioquimica de oxigénio a
20°C, durante sete dias.

2.4 Germinacio, vigor e sanidade de sementes de Glycine
max tratadas com Aureobasidium pullulans

As avaliagdes da germinacdo, vigor e¢ sanidade das
sementes foram realizadas sete dias apds a instalagdo do
experimento. A contagem de sementes germinadas foi feita
diariamente, a partir da protusdo da radicula. Apds a obtencao
dos dados diarios, foi calculado o indice de velocidade de
germinac¢do (IVG), utilizando-se a equag@o proposta por
Maguire (1962): IVG = GI1/N1+G2/N2+..+Gn/Nn, em
que: G=nUmero de sementes normais computadas em cada
contagem; N=ntimero de dias da semeadura até as respectivas
contagens.

A incidéncia de C. truncatum nas sementes foi realizada
com o auxilio de microscopio estereoscopico e dtico, sendo
verificada a presenga ou auséncia do patdogeno em cada
semente ¢ os resultados foram expressos em percentagem de
incidéncia do fitopatdgeno. Posteriormente, as sementes foram
acondicionadas em sacos de papel e levadas a estufa a 60°C,
para determinag@o da massa seca. A pesagem foi realizada em
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balanca de precisdo e os dados expressos em gramas.

2.5 Analises estatistica

Para os dados obtidos no teste in vitro foi realizada
a analise de variancia e a analise de regressdo utilizando o
programa SigmaPlot 12.5. Os dados dos ensaios in vivo foram
submetidos a analise de variancia ¢ os efeitos dos tratamentos
foram comparados pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade,
com uso do programa SISVAR 5.6 (FERREIRA, 2015).

3 Resultados e Discussao

O isolado UFPIAO1 de A. pullulans nao promoveu
inibi¢do expressiva do crescimento micelial de C. truncatum,
quando comparado ao controle (F = 2,60™; p>0,05). No
primeiro dia, a média do indice de velocidade do crescimento
micelial IVCM) do tratamento foi de 9,61 mm (R?=0,84) ¢
o do controle de 12,07 mm (R? = 0,84) (Figura 1). Apesar de
ndo acentuado, o efeito antiflingico observado no crescimento
micelial do patdogeno pode ser atribuido a produgdo de
compostos organicos volateis liberados pelo antagonista. Mari
et al. (2012) e Di Francesco et al. (2015) indicam que um
dos principais modos de acdo de A. pullulans é pela liberagao
de compostos volateis, os quais apresentam efeito inibitdrio
sobre varios patdogenos.

Figura 1 - Efeito inibitério de compostos volateis de
Aureobasidium pullulans sobre o crescimento micelial de
Colletotrichum truncatum (y = 0,5144x* - 5,2906x + 12,7 R? =
0,8359) e o controle (y = 0,6332x%- 6,5411x + 15,95 R2=0,8443).

IVCM - Indice de velocidade do crescimento micelial.
14

—e@— Controle
—O— Aureobasidium pullulans

IVCM (mm)

Dias apos a incubagao

Fonte: Dados da pesquisa.

Em experimento conduzido por Mc Cormark et al. (1994),
com A. pullulans e Sporobolomyces sp., foi observado que
componentes antibidticos s6 eram produzidos em condigdes
de estresse, principalmente, por exaustdo de nutrientes.
Ferraz et al. (2016) também verificaram que 4. pullulans ndo
produziu compostos antifiingicos volateis em quantidades
suficientes para inibir acentuadamente o desenvolvimento do
fitopatogeno Geotrichum citri-aurantii (Ferraris) E.E. Butler.
Aly et al. (2010) afirmam que fatores como: luminosidade,
temperatura, fontes de carbono e nitrogénio ¢ pH podem
interferir na produgdo e no tipo de compostos volateis a
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serem produzidos pelos agentes de biocontrole. Assim, para
trabalhos futuros se destaca a importancia da realizacao de
testes in vitro em diferentes meios de cultura, temperatura e
luminosidade, a fim de analisar a influéncia destas variaveis
no efeito inibitorio de A. pullulans contra fitopatdogenos.
Verificou-se que, no segundo dia, houve redugdo do
crescimento de C. truncatum pela a¢do do biocontrolador.
No entanto, esse fato se deve, provavelmente, ao periodo
de adaptagdo do patogeno ao meio, visto que no controle se
observou o mesmo comportamento. Foi constatado, a partir
do segundo dia no tratamento com o biocontrolador, redugao
do C. truncatum, possivelmente em decorréncia de maior
liberacdo de compostos volateis produzidos por 4. pullulans.
Observou-se que, no tratamento com o agente antagonista, o
crescimento do patdgeno foi cessado no sexto dia, enquanto
no controle, C. truncatum continuou o crescimento até o
ultimo dia de incubagdo, com IVCM de 0,03 mm. Segundo

Freimoser et al. (2019), a a¢do antifingica de A. pullulans
envolve, além da producdo de compostos volateis, a producao
de enzimas como a quitinase, a qual age na degradagdo da
parede celular de fungos, inibindo o seu crescimento.

Nos testes in vivo observou-se que ndo houve diferenca
estatistica entre os tratamentos preventivo e curativo em
relag@o ao controle na germinagdo e massa seca das sementes
de soja. Ja o indice de velocidade de germinacdo (IVG) ¢ a
incidéncia do patdogeno diferiram significativamente entre
os tratamentos, no qual o tratamento preventivo apresentou
um maior IVG e uma incidéncia de C. truncatum inferior
comparado ao tratamento curativo e ao controle. O tratamento
curativo ndo apresentou diferenga estatistica em relagdo ao
controle em nenhuma das variaveis analisadas (Quadro 1).

Quadro 1 - Germinagéo (%), indice de velocidade de germinagéo
(IVG), massa seca (g) e incidéncia (%) de Colletotrichum
truncatum em sementes de soja

Tratamentos Germinacao VG Massa Seca Incidéncia
Preventivo 99,00+1,85* 41,84+1,36° 3,06+0,16* 16,00+3,77°
Curativo 98,00+2,14* 35,98+1,98° 2,99+0,25* 95,0043,55°
Controle 98,50+2,07* 33,47+£2,99° 3,02+0,30° 98,50+2,07°

*M¢édias seguidas de mesma letra, na coluna, nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Fonte: Dados da pesquisa.

O maior IVG e a menor incidéncia do fitopatdgeno foram verificados no tratamento preventivo, 41,84 e 16,00%,

respectivamente (Quadro 1). E importante salientar a
expressiva reducdo da incidéncia do patdgeno nesse
tratamento, em que o A. pullulans foi inoculado antes do
fitopatogeno, como consequéncia, verificou-se uma maior
colonizacdo do antagonista e menores taxas de incidéncia do
C. truncatum sobre as sementes. Desse modo, o potencial de
inibigdo do patogeno por A. pullulans pode estar relacionado
as formas de acdo de biocontrole desses fungos, que além da
producdo de enzimas, na atividade antifiingica, agem a partir
da competicao por nutrientes (CASTORIA et al., 2001).
Embora no teste de germinagdo ndo tenham sido
constatadas diferencas entre os tratamentos, foi observado
que, no tratamento preventivo, as sementes apresentaram
maior vigor. Esse fator pode estar relacionado com a presenca
de A. pullulans, que além de ser indicado como agente de
biocontrole, pode também desenvolver a fungdo de promotor
de crescimento vegetal, em fun¢do de producao de acido
indolacético (AIA), que juntamente com outros fatores, como
umidade relativa, luz, temperatura, aspectos nutricionais,
nivel endégeno de auxinas, apresenta efeitos benéficos na
promogdo do enraizamento em varias espécies vegetais (SUN
et al., 2014). Sendo assim, espécies desse género apresentam
também potencial para uso como promotores de crescimento

de plantas, sendo uma alternativa aos fito-hormdnios
sintéticos, os quais possuem custos elevados (TSAVKELOVA
et al., 2006).

Em pesquisarealizada por Parsa et al. (2016) foi constatado
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que A. pullulans apresenta potencial significativo no aumento
do vigor de sementes de feijao comum (Phaseolus vulgaris
L.), além de eficiéncia na redugdo da incidéncia de patogenos,
como: Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli J.B. Kendr. &
W.C. Snyder, Xylaria sp. Hill ex Schrank e Cladosporium
cladosporioides (Fresen.) G.A. de Vries, enfatizando assim, o
potencial desse agente de biocontrole no manejo integrado de
doengas de plantas. Desse modo, destaca-se a importancia do
presente estudo para subsidiar pesquisas futuras relacionadas
a utilizacdo de 4. pullulans no controle de fitopatdogenos e na
promogao do crescimento de soja e outras espécies vegetais.

4 Conclusao

No teste in vitro, o A. pullulans ndo apresentou uma
acdo antagOnica expressiva no crescimento micelial de C.
truncatum. Todavia, no tratamento preventivo in vivo se
observou uma relacdo antagdénica do 4. pullulans, em que o
mesmo proporcionou uma reducao significativa da incidéncia
do patégeno nas sementes de soja. Assim, destaca-se o
potencial deste agente biocontrolador, isolado de fragmentos
florestais nativos, no controle biologico de fitopatdgenos
comumente encontrados na regiao.
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