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RESUMO

Sclerotinia sclerotiorum é um patégeno que exige adequado manejo para minimizar
as perdas na producdo. O alto custo dos fungicidas quimicos e seus efeitos deletérios
ao ambiente e ao homem exigem a busca por novas op¢des de manejo da doenca.
Uma alternativa € a reducao do potencial de inéculo pela acdo de antagonistas que
parasitam esclerddios e apotécios. Na presente pesquisa foi realizado o isolamento e
a selecdo de Trichoderma spp. que ocorrem naturalmente sobre as estruturas de S.
sclerotiorum, como estratégia para o desenvolvimento de possiveis agentes de
biocontrole. Considerando que a supressividade natural é quebrada pelo uso de
agrotoxicos, areas organicas, portanto livres destes produtos foram escolhidas, fator
importante para a selecdo dos antagonistas. Foram coletados mil esclerédios de S.
sclerotiorum no campo de producao de feijao e enterrados em areas organicas de pivo
de feijdo comum (Phaseolus vulgaris), pomar de jabuticaba (Plinia cauliflora), mata e
bambuzal. Apés um més foram recuperados e plaqueados em meio Batata Dextrose
Agar (BDA). Quarenta isolados de Trichoderma foram obtidos a partir da colonizacdo
desses esclerodios, em seguida purificados e preservados. Para quantificar a
producdo de esporos em meio de cultura, os isolados foram repicados em placa de
Petri, e a suspensédo obtida da lavagem foi avaliada pela contagem em camara de
Neubauer, o valor minimo estipulado para a excluséo do isolado foi de 6x10” UFC/mL,
em placa cheia. Para avaliar o potencial de parasitismo dos isolados, foi realizada a
aplicacdo de uma suspensdo de 1x107 esporos/mL sobre escler6dios em solos
contidos em caixa Gerbox, utilizando 36 isolados, previamente selecionados devido a
producéo de esporos/mL. Os esclerédios foram plaqueados em meio seletivo Neon-
S, sinalizando a sua viabilidade. Dezoito isolados inibiram em mais de 80% a
germinacao miceliogéncia dos esclerédios, sendo que 16 inibiram totalmente. O teste
foi repetido com os 18 isolados, sendo selecionados sete que apresentaram controle
superior a 80%, sendo os de numeros: 4, 9, 12,13, 27, 36 e 44, 0s cinco primeiros
foram obtidos da area de pivd de feijdo, o isolado 36 da area de mata e o0 44 da area
do pomar de jabuticaba. Os isolados 4, 9 e 27 foram identificados como Trichoderma
yunnanense, isolado 12 como Trichoderma atrobrunneum, isolado 13 como
Trichoderma pubescens, isolado 44 como Trichoderma hamatum e o isolado 36
continua em analise. O teste de cultura pareada in vitro foi utilizado para a verificacao
de antagonismo de Trichoderma spp. contra S. sclerotiorum, a taxa de inibicdo
guantificada pelo software ImageJ e as médias submetidas ao teste de Tukey 5%.
Neste teste 0s seis que inibiram mais de 70% foram: 1, 13, 27, 44, 20 e 7; e com mais
de 80% de inibicdo, os isolados 4 e 46. O teste também foi utilizado para quantificacao
da formacao de esclerddios sob exposicdo dos antagonistas. Os isolados 4 e 13 foram
0s Unicos que impediram a formacédo de esclerddios em placa, j& com os isolados 6,
7,9 e 16 houve a formacao de 1,5 esclerodio/placa. O isolado 4 se destacou em todos
os testes, seguido dos isolados 13, 27 e 44, mostrando potencial de parasitismo dos
esclerédios, inibicdo de crescimento do patdgeno e formacéo de esclerédios.

Palavras-chave: Sclerotinia sclerotiorum; controle biologico; isolamento e selecao de
antagonistas; micoparasitismo; Trichoderma spp.






ABSTRACT

Sclerotinia sclerotiorum is a pathogen that requires thorough management to minimize
reduction in the production. The high cost of chemical fungicides and their effects on
the enviroment and humans demands investigations for purposing new disease
management options. One alternative is the reduction of inoculum potential by the
action of antagonists that parasitize sclerotia and apothecia. In this study, Trichoderma
spp. that occur naturally on the structures of S. sclerotiorum were isolated and selected
as a strategy for the development of possible biocontrol agents. Considering that
natural suppressiveness is broken by the use of chemical pesticides we selected the
organic areas, which are free from these products. One thousand sclerotia of S.
sclerotiorum were collected at the bean crop field and buried in organic bean
(Phaseolus vulgaris) pivot areas, forest, Brazilian berries (Plinia cauliflora) and
bamboo groves. After one month, they were recovered and transferred on Potato
Dextrose Agar (BDA) medium in the laboratory. Forty Trichoderma isolates were
obtained from the colonization of these sclerotia, then purified and preserved. To
qguantify the spore production in culture medium, the isolates were multiplied on Petri
dishes, and the suspension obtained from the washing was evaluated by counting in a
Neubauer chamber. The minimum value stipulated for the exclusion of the isolate was
6x107 CFU/mL, in a full plate. Only 2 isolates had a lower concentration and were
discarded from the study. To evaluate the potential of parasitism of the isolates, a
suspension of 1x107 spores/mL was applied in sclerotia in soil contained in a Gerbox
box, using 36 isolates, previously selected due to the production of spores/mL. The
sclerotia were plated on Neon-S selective medium, signaling their viability. Eighteen
isolates inhibited mycelial germination of sclerotia by more than 80%, and 16 showed
complete inhibition. The test was repeated with the 18 isolates, and seven that showed
control greater than 80% were selected, namely: 4, 9, 12, 13, 27, 36 and 44. The first
five were obtained from the bean pivot area, isolate 36 from the forest area and isolate
44 from the Brazilian berries’ orchard area. Isolates 4, 9 and 27 were identified as
Trichoderma yunnanense, isolate 12 as Trichoderma atrobrunneum, isolate 13 as
Trichoderma pubescens, isolate 44 as Trichoderma hamatum and isolate 36 remains
under analysis. The in vitro paired culture test was used to evaluate the antagonism of
Trichoderma spp. against S. sclerotiorum, the inhibition rate was quantified by ImageJ
software, and the means subjected to the 5% Tukey test. In this test, the six isolates
that inhibited more than 70% were: 1, 13, 27, 44, 20 and 7; and with more than 80%
inhibition, isolates 4 and 46. The test was also used to quantify the formation of
sclerotia under exposure to the antagonists. Isolates 4 and 13 were the only ones that
prevented the formation of sclerotia in Petri dishes, while isolates 6, 7, 9 and 16 formed
1.5 sclerotia/dishes. Isolate 4 stood out in all tests, followed by isolates 13, 27 and 44,
showing potential for parasitism of sclerotia, inhibition of pathogen growth and
formation of sclerotia.

Keywords: Sclerotinia sclerotiorum; biological control; isolation and selection of
antagonists; mycoparasitism; Trichoderma spp.
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1 INTRODUCAO

O Brasil € o segundo maior produtor mundial de feijdo comum (Phaseolus
vulgaris), sendo que na safra 20/21 produziu 2893,8 mil toneladas, com produtividade
meédia de 990 kg/ha (Faostat, 2023). Dentre as doencas responsaveis por reducao na
produtividade, o mofo-branco, causado pelo fungo ascomiceto Sclerotinia
sclerotiorum, é o mais prejudicial. Em condic¢des climaticas favoraveis ao patégeno,
ou seja, alta umidade e temperaturas amenas, as perdas podem chegar a 100% da
producdo (Barbosa; Gonzaga, 2012).

Sclerotinia sclerotiorum atinge mais de 400 espécies de plantas, situadas em 278
géneros e 75 familias, além do feijoeiro também séo hospedeiros o algodao, a soja e
o girassol (Bolton et al., 2006). Trata-se de uma doenc¢a monociclica, e um patégeno
necrotrofico, que degrada o tecido vegetal para se nutrir do mesmo, logo quando os
sintomas e sinais surgem, 0s danos nas plantas ja estao ocorrendo (Agrios, 2005). O
ciclo se inicia na fase de sobrevivéncia do inGculo, que garante a viabilidade do agente
patogénico diante a situacfes adversas, como auséncia do hospedeiro e/ou condicdes
climaticas desfavoraveis (Amorim, 1995). Os esclerédios sdo as estruturas de
resisténcia que garantem a sobrevivéncia e longevidade de S. sclerotiorum,
proporcionando expressivo potencial de in6culo em areas com a doenca (Schwartz;
Steadman, 1978).

O mofo-branco € uma doenca considerada de dificil controle e quando esta
presente na area, é consideravelmente impossivel erradica-lo. Para maneja-lo, é
necessario conhecimento e estudo de seu ciclo de vida e relacées com o ambiente,
além da rota metabdlica da formacao das estruturas de sobrevivéncia. Os fatores que
a classificam como de dificil controle sdo: auséncia de cultivares resistentes, formacao
de estruturas de resisténcia, sobrevivéncia no solo por varios anos, ampla gama de
hospedeiros, expressivo numero de ascésporos produzidos por apotécio,
disseminagédo longa e rapida, sobrevivéncia em sementes, e desafio de atingir o local
de infec¢do por meio de controle quimico (Leite, 2005).

Com este cenario, o controle mais efetivo da doenga baseia-se na ado¢do de um
programa de manejo integrado, que inclui todas as técnicas disponiveis para manter

a populacao do patdgeno abaixo do nivel de dano econémico, minimizando os efeitos
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deletérios ao meio ambiente. Esse manejo engloba medidas culturais, genéticas,
biologicas, fisicas e quimicas (Kreyci; Menten, 2013).

A medida de controle mais utilizada € a aplicacdo de fungicidas quimicos, porém,
em condicdes de alta infestacdo o controle fica abaixo do satisfatério (Vieira et al.,
2001). Ademais, o alto custo desses insumos e seus efeitos deletérios ao ambiente e
ao homem exigem a busca por novas opc¢des de manejo da doenca (Bettiol et al.,
2022). A possibilidade do desenvolvimento de resisténcia de S. sclerotiorum aos
fungicidas comumente utilizados, trouxe uma crescente preocupag¢ao sobre o tema,
expandindo as pesquisas em métodos alternativos de controle, como o biolégico
(O’sulluvan et al., 2021).

Para o manejo da doenca uma relevante préatica € a reducao do potencial de
indculo pela acdo de antagonistas que parasitam esclerédios e apotécios, estruturas
de resisténcia do fungo que garantem a sua sobrevivéncia (Partridge et al., 2006).
Essa interacdo é mais evidente em solos supressivos onde um potencial antagbnico
foi construido na presenca da populacéo de patégenos (Bettiol et al., 2022).

O estabelecimento e sucesso do controle bioldégico estdo diretamente
relacionados ao equilibrio bioldgico do local de atuacédo. Com isso, 0 manejo realizado
na area deve integrar o controle biolégico com outras praticas culturais, que
preservem a vida no solo, mantendo microrganismos benéficos e enriguecendo o
ambiente com inimigos naturais. Além disso, € fundamental utilizar outras estratégias,
como o melhoramento genético das plantas e a rotacdo de culturas, para criar um
sistema agricola mais resiliente e sustentavel (Bettiol, 1991). Os produtos bioloégicos
sdo capazes de parasitar os esclerédios dormentes, comprometendo sua
sobrevivéncia e reduzindo o inoculo inicial do patégeno. Essa agdo diminui a
severidade da doenca e, consequentemente, aumenta o rendimento das culturas (De
Faria et al., 2022).

O mercado global de biopesticidas estd em ascensdo, com numeros crescentes e
previsdes animadoras indicando uma tendéncia de maior ado¢ao do controle biologico
pelos produtores. Esse crescimento tem atraido grandes industrias para o setor
(Markest&Markets, 2019). O grande crescimento previsto para esse mercado
dependera da disponibilidade de novos produtos bioprotetores. Consequentemente, é
necessario isolar e selecionar novos microrganismos com potencial para controlar

eficientemente doencas, pragas e nematoides de plantas (Kohl et al., 2011).
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Os biofungicidas incluem produtos a base de fungos, como o Trichoderma, e
bactérias, como Bacillus. O género Trichoderma tem sido amplamente estudado por
anos. O primeiro produto comercial & base desse fungo foi langado em 1987, iniciando
uma série de outros que viria em sequéncia, sendo utilizados em diversas culturas,
desde gréos, hortalicas, frutas e até flores (Bettiol et al., 2014).

A popularidade do biocontrole tem incentivado agéncias de pesquisa e
desenvolvimento, bem como industrias, a inovar e atender a crescente demanda dos
agricultores por técnicas de producdo mais sustentaveis. Para isso, € necessario
superar os desafios existentes para a maior adocdo da tecnologia. Esses desafios
incluem a diversificacdo dos agentes e alvos bioldgicos registrados, a pesquisa sobre
0s bioagentes e 0s possiveis impactos ambientais, e o aprimoramento do processo
produtivo, abrangendo formulagbes, controle de qualidade e produgdo em escala.
Além disso, é fundamental garantir a compatibilidade dos agentes com produtos
qguimicos, conduzindo a um manejo integrado, e oferecer treinamento técnico
adequado aos agricultores (Bettiol et al., 2019).

A diversificacdo dos agentes e alvos bioldgicos registrados demanda pesquisa e
selecéo de novos microrganismos. A fase de isolamento e selecdo do antagonista € a
base do sucesso de um programa de controle biolégico. Para cada patossistema
existe um local mais apropriado para isso, com maiores chances de sucesso quando
realizada no mesmo local onde ser& aplicado (Kohl et al., 2011).

O isolamento e a selecdo de antagonistas que ocorrem naturalmente sobre as
estruturas de fitopatdgenos é uma estratégia para o desenvolvimento de agentes de
biocontrole. Assim, considerando que a supressividade natural pode ser
comprometida pelo uso de agrotoxicos, a escolha de areas livres destes produtos é
importante para a selecdo dos antagonistas. Desta forma, a agricultura organica,
definida como um sistema de manejo sustentavel com foco na agrobiodiversidade,
sustentabilidade e preservacdo ambiental, sem uso de fertilizantes de alta
solubilidade, agrotoxicos, organismos transgénicos e outros, pode ser uma fonte

natural e diversa de antagonistas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A cultura do feijao

A cultura do feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.) € cultivada em diversos
sistemas de producdo e em todas as regides brasileiras, tanto por pequenos como
grandes produtores. O feijdo apresentou um grande avanco em produtividade nos
ultimos 10 anos, resultado de cultivares mais produtivas, novos insumos e avancos
no manejo da cultura. Essa intensificacdo do cultivo, foi acompanhada pelas
dificuldades no manejo fitossanitario, ja& que esta sujeito ao ataque de diversos
patdgenos importantes, com um agravante especial para areas irrigadas por pivod
central (Lobo Junior et al., 2019).

Segundo Filgueira (2008), as cultivares de feijdo podem ser divididas em
indeterminadas e determinadas, conforme o habito de crescimento da planta. As
cultivares indeterminadas ou volUveis possuem um meristema apical vegetativo que
possibilita crescimento continuo das plantas (Athanazio, 1993). A formacdo das
inflorescéncias ocorre nas gemas axilares de folhas e ramos, essas cultivares tém a
capacidade de se enrolarem em suportes ou tutores, e atingem mais de 2,0 m de
altura. As de crescimento determinado, também chamadas de anés ou rasteiras, tém
seus apices encerrados por inflorescéncias, originadas da haste principal e dos ramos
laterais. O periodo de floracéo é curto, cerca de 14 dias, com ciclo entre 60 e 80 dias
de duracao e a altura das plantas dessas variedades é de até 60 cm (Athanazio, 1993).

As principais doengas que acometem o feijoeiro sdo o mofo-branco (Sclerotinia
sclerotiorum), e as doencas radiculares causadas por espécies de Fusarium sp. e
Rhizoctonia solani, que podem ser manejadas com o0s agentes de biocontrole (Lobo
Junior et al., 2019).

A emprego do controle quimico para mofo-branco normalmente se inicia a partir
do estagio de floracdo, com o objetivo de proteger as primeiras pétalas e penetrar ao
maximo na copa da planta, atingindo os potenciais locais de infeccdo (Paulitz et al.,
2015). Ja para os produtos biolégicos os quais tem como alvo o controle dos
esclerodios e apotécios, as aplicagbes ocorrem, portanto, no estagio vegetativo,
enquanto ha possibilidade de atingirem o solo e na entressafra sob a palhada da
cultura anterior (Mazaro et al., 2022; Meyer et al., 2019), além da aplicagdo no sulco

de plantio e no tratamento de sementes.
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Ja o controle quimico normalmente se inicia a partir do estagio de floracdo, com o
objetivo de proteger as primeiras pétalas e penetrar ao maximo na copa da planta,

atingindo os potenciais locais de infecgéo (Paulitz et al., 2015).

2.2 Sclerotinia sclerotiorum no feijoeiro

Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary é um fungo fitopatogénico necrotrofico,
pertencente ao reino Fungi, filo Ascomycota, classe Leotiomycetes, ordem Helotiales,
familia Sclerotiniaceae, género Sclerotinia. E o causador da doenca mofo-branco que
atinge mais de 400 espécies de plantas, situadas em 278 géneros e 75 familias, dentre
elas estéo: o feijoeiro, a soja, algodao e girassol (Bolton et al., 2006).

No Brasil, a doenca teve seu primeiro relato no estado de S&do Paulo em 1921,
em plantas da batata (Solanum tuberosum L.), e em 1923, foi diagnosticado S.
sclerotiorum em tabaco (Nicotiana tabacum L.) (Sacca, 1922). Nas décadas de 1940
e 1950, o fungo havia se espalhado pelo Sul e Sudeste, como patégeno secundario
na cultura do feijoeiro. A partir da safra de 1976, a importancia da doenca comecou
aumentar, atingindo também plantas de soja. O manejo baseado em monocultura,
sucessdo com plantas hospedeiras, sementes infectadas e condicbes ambientais
favoraveis contribuiu para que a doenca se tornasse um dos principais desafios no
Parana (Menten, 1995).

O filo Ascomycota constitui o maior grupo de fungos, caracterizado
principalmente pela formacéo, apos a meiose, de esporos sexuais dentro do asco,
uma estrutura com formato de saco (Krugner, 1995). O micélio de S. sclerotiorum é
septado, hialino, bastante ramificado e forma uma massa cotonosa nos tecidos
atacados (Abawi; Grogan, 1979). Inicialmente as hifas vegetativas formam-se
afastadas umas das outras, e a medida que os nutrientes disponiveis reduzem, ocorre
a atracao e fusdo de hifas, dando inicio a formacao de esclerddios (Le Torneau, 1979).
Esta formacéao pode se dar no interior dos tecidos afetados, ou no exterior, quando ha
alta umidade, podendo também se formar dentro ou sobre as flores e sementes
(Bolton et al., 2006).

Os esclerddios séo estruturas de formato irregular, coloracdo preta e textura
dura, com tamanhos variando de 2 a 20mm de comprimento e de 2 a 10 mm de
didmetro. Suas formas e dimensdes se diferenciam conforme o hospedeiro no qual

séao formados. Na cultura do feijdo, os esclerédios costumam ser globosos, variando
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de 2 a 10mm de diametro (Bolton et al., 2006). Essa estrutura € responsavel pela
sobrevivéncia a longo prazo do fungo, e € composta por trés camadas distintas: uma
parede grossa e rica em melanina, uma parede fina (cortex) e a medula branca
(micélio dormente do fungo) (Le Torneau, 1979). Lehner et al. (2016) concluiram que
cada aumento de 10% na incidéncia do fungo resulta na perda de 172kg por hectare
na producédo de soja, no aumento de um quilograma de esclerddios por hectare.

Em condig&o de campo, os esclerddios podem permanecer vidveis por até oito
anos em clima temperado, e por cerca de um ano em condi¢des tropicais e
subtropicais (Adamns, 1979; Brustolin et al., 2016). Alguns fatores afetam sua
sobrevivéncia, como a profundidade que estdo enterrados. Esclerédios mais préoximo
a superficie estdo mais sujeitos a intempéries, e altas temperaturas do solo e alta
umidade reduzem significativamente esse periodo de sobrevivéncia. (Smolinska;
Kowalska, 2018).

Os esclerddios podem germinar de duas formas, tanto miceliogénica, ou seja,
qguando ha a producédo de micélio a partir do esclerddio, ou ainda carpogénica, pela
producdo do apotécio, sendo que a germinacdo € um fator determinante para o
sucesso da infeccao inicial do fungo (Lobo Junior, 1999). O tipo de germinacéao é
influenciado pelas condigcdes ambientais e as concentracdes de nutrientes disponiveis
no esclerddio. Segundo Venette (1998), restricdes nutricionais podem desencadear a
germinacao carpogénica, e com nutricdo adequada, a germinacéo miceliogénica. Para
Abawai e Grogan (1979), os fatores que sdo mais relevantes para a germinagao
carpogénica sao: a temperatura, a luz e o teor de agua no solo. De forma geral, os
esclerodios demandam de um periodo de dorméncia no solo para germinar
carpogenicamente, porém alguns isolados oriundos dos tropicos ndo requerem tal
periodo.

Quando ocorre a germinacdo miceliogénica, as hifas infecciosas podem
colonizar os tecidos tenros das culturas, e demandam de matéria organica como fonte
de nutricdo do fungo até efetivar a infeccdo. Nao é a forma mais frequente de infeccao
priméaria (Bolton et al., 2006). A germinagéo carpogénica inicia com a formagéo de
ramificagbes em forma de tubo, chamadas de estipes, estrutura delicada com
comprimento que varia de 4 a 8mm, sob boa iluminacéo, e até 20mm, em pouca
luminosidade. A presenca de luz, gera a expansédo da ponta do estipe formando o
apotécio, estrutura de coloracdo bege ou branca, com formato de taca. As

extremidades do apotécio sdo chamadas de himénios, e é onde sdo formados os
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esporos sexuais, 0s ascosporos, que sdo ejetados no ar e dispersados pela area
produtiva (Bolton et al., 2006).

Cada apotécio produz centenas de ascos em forma cilindrica, onde ocorre a
recombinacdo sexual, e cada asco produz oito ou multiplos de oito, ascOsporos
alinhados. O apotécio pode produzir cerca de dois milhdes de ascosporos, e quando
as condi¢cdes ambientais sédo favoraveis, séo liberados cerca de 1.600 ascOsporos por
hora, sendo que o periodo de liberagdo pode variar entre 38 e 168 horas, declinando
quando a umidade relativa do ar reduz para 65%. Para este tipo de germinagcdo ha a
necessidade de agua disponivel no solo superior a 50% e temperaturas amenas de
15°C a 18°C, em um periodo de 10 a 14 dias (Steadman, 1983; Peltier et al., 2012).

A maior parte dos ascOsporos sao depositados no solo, e 0s que atingem a
parte aérea das plantas, podem infectar um raio de 50 a 100 metros de sua origem
(Abawi; Grogan, 1979). Os ascosporos sdo envoltos por uma substancia
mucilaginosa, que agrega o0s esporos e auxilia na adeséo dos tecidos do hospedeiro
(Clarkson et al., 2003). Segundo as condi¢des ambientais, podem sobreviver de 12 a
14 dias na superficie das folhas (Venette, 1998), e retomam o desenvolvimento
guando as condicbes ideais para germinacdo se estabelecerem: temperatura
ambiente de 15°C a 25°C e periodo de molhamento foliar de duas quatro horas. Neste
momento € quando formam o micélio e penetram na cuticula, causando as lesdes nas
hastes e peciolos da planta (Willbur et al., 2019). Para infectarem as plantas, os
ascosporos necessitam de uma fonte de nutriente exdégena e um filme de agua, apesar
de germinarem em tecidos saudaveis, colonizam preferencialmente as flores
senescentes (Saito, 1977).

Essa caracteristica do patégeno traduz o momento mais vulneravel do feijoeiro
ao patogeno: as fases de florescimento e formacao das vagens, pois € quando 0s
ascosporos dispdem de uma fonte exdégena de energia para germinarem (Vieira,
1994). Nesse estagio o microclima € mais favoravel, devido ao fechamento da cultura,
0 que também contribui para plantas doentes terem contato com plantas sadias,

aumentando os indices da doenca (Garcia, 2008).
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2.2.1 Ciclo de vida

Para o manejo desse patdgeno é crucial levar em consideracdo o ciclo na
doenca na cultura e as caracteristicas bioldégicas do patdgeno. Trata-se de uma
doenca monociclica, e um patdgeno necrotrofico, que degrada o tecido vegetal para
se nutrir do mesmo, logo quando os sintomas e sinais surgem, 0os danos nas plantas
ja estdo ocorrendo (Agrios, 2005). Uma série de eventos sucessivos e ordenados séo
responsaveis pelo desenvolvimento de doencas infecciosas, séo eles: sobrevivéncia,
disseminacdo, infeccéo, colonizacao e reproducéo do patogeno (Amorim, 1995).

O ciclo se inicia na fase de sobrevivéncia do inodculo, que garante a viabilidade
do agente patogénico diante a situacdes adversas, como auséncia do hospedeiro e/ou
condicdes climaticas desfavoraveis (Amorim, 1995). Os esclerddios sdo as estruturas
de resisténcia que caucionam a sobrevivéncia e longevidade de S. sclerotiorum,
proporcionando expressivo potencial de in6culo em areas com a doenca (Schwartz;
Steadman, 1978).

Um importante veiculo de disseminacdo sdo as sementes contaminadas, pois
podem carregar o patdgeno em sua superficie ou interior, ou mesmo possuirem
esclerddios associados a elas. O fungo pode colonizar o tegumento e o cotilédone da
semente, destruindo a maioria delas; contudo, algumas menos atingidas,
permanecem com o0 embrido vidvel e passando pela classificagdo, séo
comercializadas (Boland; Hall, 1988). Os escler6dios também podem ser
disseminados pela agua da irrigacdo e das chuvas, por meio de implementos ou
maguinas agricolas, e até por fezes de animais que ingeriram alimento contaminado
com o esclerddio, ja que ele ndo € inativado pelo sistema digestivo (Kora et al., 2003).

A infecc@o ocorre principalmente pelas pétalas que senescem presas a planta,
comumente sobre axilas. No inicio do processo de infeccdo da planta, o primeiro
desafio do patdgeno é ultrapassar a barreira criada pela parede celular vegetal. E dois
fatores sdo fundamentais para o sucesso da infeccéo, a secrecao de acido oxalico
(AO) e enzimas hidroliticas, que elicitam a morte celular programada da planta durante
a infeccdo. A degradacdo da parede celular é favorecida pelo AO que € capaz de
acidificar o pH apoplastico propiciando a acdo das enzimas hidroliticas, como
celulases, hemicelulases, pectinases e proteases, que degradam a parede celular, e

facilitam a penetracao e colonizacéo do patogeno (Bolton et al., 2006).
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O AO interfere na funcdo das células-guarda, resultando numa abertura
estomatica anormal e inibindo o fechamento dos estdmatos durante a infeccao
(Guimaréaes; Stotz, 2004); € capaz de suprimir a “explosao” oxidativa das plantas, que
€ uma das primeiras respostas de defesa da planta contra microrganismos invasores;
também pode causar obstru¢do vascular gracas aos seus cristais (Cessna et al.,
2000). A capacidade do AO em alterar a integridade da parede celular da planta por
quelar ions de Ca?*, permite que enzimas hidrolisem componentes da parede celular
(Bateman; Beer, 1965). A importancia do AO no sucesso patogénico é sublinhada pelo
fato de que cepas de S. sclerotiorum mutantes deficientes na producédo de AO néo
sdo patogénicos, mesmo o fungo possuindo seu arsenal de enzimas hidroliticas
(Godoy et al., 1990).

Ao atuar como ativador na morte celular programada da planta, o AO beneficia
o desenvolvimento do patdgeno. Apesar de ser um dos aparatos mais importantes na
protecdo das plantas em impedir o desenvolvimento dos patdégenos, a resposta
hipersensitiva é eficaz contra os patdgenos biotroficos, mas nao protege a planta dos
necrotréficos, ja que estes se alimentam de células mortas. Neste caso, a morte
celular beneficia a colonizacdo e desenvolvimento do fungo no tecido vegetal
hospedeiro (Van Kan, 2006). Apds a parede celular da planta ser degradada, torna-se
enfraquecida, e facilita a penetracéo e colonizacdo do fungo. Este é um dos fatores
que torna o patégeno pouco seletivo a diferentes hospedeiros (Almeida; Seixas,
2010).

Apoés a infeccdo, o fungo pode atingir diferentes partes da planta: peciolos,
folhas e internddios, além de infectar as plantas que tiverem contato com a planta
doente. Os sintomas da doenca se assemelham nas diferentes culturas e iniciam,
normalmente, na insercao do peciolo na haste da planta a 15 cm do solo (Tu, 1989).

Nas folhas, as primeiras lesbes surgem com aspecto encharcado, e podem
tomar todo o 6rgéo, deixando-o progressivamente amarelado, marrom e finalmente,
seco e quebradico. Sob condigbes favoraveis, os sintomas nas vagens e haste
principal, iniciam com manchas avermelhadas, e consisténcia mole, rapidamente
progridem e sé@o recobertos por uma massa de micélio com aspecto cotonoso, que em
poucos dias, formam o esclerédio, com coloracdo escura (Almeida et al., 2005). Os

frutos, tubérculos e raizes também podem ser atacados, apodrecendo e formando
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micélios e esclerodios. As plantas atacadas senescem, com aspecto de estarem se

liquefazendo e transmitem a doenca, para as plantas vizinhas (Bolton et al., 2006).
As epidemias do mofo branco, geralmente sdo desencadeadas gracas a

condigbes meteoroldgicas favoraveis e pelo microclima condicionado ao dossel da

planta, que torna o ambiente mais fresco e umido (Harikrihsnan; Del Rio, 2006).

2.3 Manejo de Sclerotinia sclerotiorum

2.3.1 Controle cultural

O controle cultural atua principalmente na fase de sobrevivéncia do patégeno,
abrangendo préticas que diminuam o potencial de in6culo e/ou a taxa de avanco da
doenca (Reis; Forcelini, 1995). Quando o patégeno ainda ndo esta presente na area,
deve-se adotar estratégias de exclusédo, como: escolha rigorosa da qualidade sanitaria
da semente, controle e sanitizagdo de maquinas e implementos agricolas
provenientes de outras areas, controle de movimentacdo de pessoas, € inspecdo na
cultura (Menten, 1995).

O beneficiamento de sementes é muito importante, para evitar que se
transporte para a area de plantio semente com esclerédios ou contaminadas com o
fungo. Como se trata se de uma doenca monociclica, onde o inéculo inicial é
responsavel pela quantidade de doenca, é crucial 0 monitoramento das sementes
para ndo contribuir com a instalacdo ou adicdo do patégeno na area. Somado ao
comportamento atipico do patégeno, por também disseminar a doenca a partir do
contato planta a planta, o beneficiamento torna-se ainda mais relevante, podendo ser
protagonista na reducéo do indculo inicial (Napoleao, 2001).

No controle cultural, a rotacédo de culturas € um dos métodos mais empregados
para manejo de varias doencas. Nao devem ser realizados plantio sucessivos de soja
e feij&o, j& que ambas as culturas sdo susceptiveis a S. sclerotiorum. E recomendado
se fazer rotagdo com gramineas, uma vez que ndo séo hospedeiras do fungo. Para
o mofo branco, devido a sua versatilidade ecolégica e sobrevivéncia no solo por varios
anos, a rotacao de culturas envolve outros fatores para ser eficiente, como a acéo no
incremento tanto qualitativo como quantitativo na microflora do solo, favorecendo os

microrganismos antagonicos ao patdgeno (Costa; Rava, 2003).
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Estudos revelam que as plantas recrutam os microrganismos do solo para sua
protecdo apos o atague de patdgenos e exsudam compostos para alimentar essa
comunidade na rizosfera. A supressividade de um solo pode ser favorecida,
contribuindo assim para o controle de doencas (Mendes et al.,, 2011). Solos
supressivos sdo capazes de impedir o desenvolvimento de patégenos, ao contrario
dos solos conducentes, que favorecem a propagacdo dos patdgenos (Raaijmakers;
Mazzola, 2016).

As praticas agricolas precisam sustentar e incrementar a diversidade no solo,
promovendo o crescimento e multiplicacdo de microrganismos antagonistas. As
propriedades fisicas e quimicas do solo podem interferir na supressividade, seja
prejudicando diretamente o patégeno ou favorecendo a atividade microbiana
enddgena. Algumas das atividades podem ser implantadas para a inducdo da
supressividade no solo, incluindo: rotacdo de culturas, incorporacdo de matéria
organica, adocao de métodos de cultivo que melhorem a estrutura do solo, correcéo
do pH do solo para um nivel que estimule os antagonistas e desfavoreca os patégenos
e o plantio das culturas nas épocas adequadas para favorecer tanto os antagonistas
quanto o hospedeiro. E importante associar essas praticas ao uso racional dos
produtos quimicos, pois os fungicidas podem causar diversas alteracbes na
comunidade de organismos do solo (Bettiol et al., 2009).

A matéria organica do solo também é muito importante por suportar maior
atividade microbiana, melhorar sua estrutura, propiciar maior aeragao e retencéo de
umidade, além de ser fonte de micronutrientes e horménios para as plantas. A alta
diversidade biolégica no solo aumenta a capacidade de suprimir os patégenos, com
diversos organismos envolvidos na supressividade, como os fungos, micorrizas,
bactérias, collembolas e minhocas. A relevancia esta no complexo formado por eles,
e ndo na ocorréncia isolada, pois dessa forma, varios mecanismos de acao funcionam
concomitantemente (Bettiol; Ghini, 2005).

Duas escolhas relevantes para o manejo da doenca sdo: o habito de
crescimento das plantas e o espacamento entre as fileiras de plantio. A arquitetura de
plantas com crescimento determinado e dossel mais arejado desfavorece a producgao
de apotécios quando comparado as plantas de habito indeterminado, que sdo mais

enfolhadas e prostadas (Steadman,1979). Sendo assim, as cultivares mais indicadas
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sdo aquelas com porte ereto, feijao tipo | e tipo Il, com habito de crescimento
determinado, por permitem maior entrada de luz e circulacéo de ar.

O espacamento entre plantas também é crucial; maior abertura no dossel cria
melhor circulag@o de ar e penetragdo da luz, que reduz os periodos de orvalhos, e,
assim, as chances de infeccdo (Park, 1993). E importante seguir a recomendac&o
ideal de populacdo de plantas, para também evitar a criacdo de um microclima
favoravel ao patégeno.

Outro aspecto importante do manejo € a época de plantio. Nos estadios mais
criticos da cultura e favoraveis a doenca, com florescimento e formacéo de vagens,
deve-se evitar periodos chuvosos. Outra op¢do é programar o plantio para que o
florescimento ocorra em um periodo de temperaturas crescentes. Em areas irrigadas,
0 manejo deve ser assertivo, evitando excessos que favoregam o patégeno (Esker et
al., 2011).

A palhada formada no plantio direto impede o contato da planta com o solo
contaminado, e se torna um obstaculo para que a estipe alcance a superficie e forme
0s apotécios. Também é responséavel pelo maior acimulo de matéria orgéanica, que
propicia o desenvolvimento da vida no solo e, consequentemente, de potenciais
antagonistas ao patégeno. Com isso, a intensidade da doengca em areas com plantio

direto € menor do que em areas com solo descoberto (Paula Junior et al., 2010).

2.3.2 Controle genético

A utilizacdo de plantas geneticamente resistentes € o método de controle de
doencas mais desejavel, pois ndo aumenta o custo de producdo e reduz os efeitos
deletérios ao meio ambiente, pauta cada vez mais relevante para os consumidores. A
selecdo de variedades de feijao comum resistentes ao mofo branco tem sido
amplamente estudada, por ser considerada a medida de controle mais efetiva (Silva,
2021).

Os dois mecanismos envolvidos na resisténcia do mofo branco sdo: a
resisténcia fisioldgica e os mecanismos de “escape” da planta. Na literatura, sdo
mencionadas cultivares comerciais com resisténcia fisiologica, que se trata da
capacidade de inibir a infeccdo e colonizacdo do patégeno na planta hospedeira,

gracas a resisténcia genética (Soule et al., 2011; Vasconcellos et al., 2017). Por outro



31

lado, a resisténcia por “escape” refere-se a caracteristicas morfolégicas da planta,
como a estrutura ereta, dossel aberto e maturidade precoce (Schwarts et al., 1987).

Um dos grandes desafios para o melhoramento genético no controle deste
patbgeno é que a caracteristica que condiciona a resisténcia é poligénica, ou seja,
sao diversos genes de pequeno efeito que interagem entre si, com 0 genoma e com
0 ambiente, para impedir o desenvolvimento da doenca (Lima, 2014; Vasconsellos et
al., 2017).

Outras dificuldades estdo atreladas aos métodos de avaliagBes utilizados,
interacdo ambiental, diferenca de agressividade dos isolados de S. sclerotiorum,
necessidade de irrigacdo e inoculacao artificial para a avaliacdo e identificacdo de
gendtipos a campo, parte da planta inoculada, idade da planta durante a avaliagéo,
tipo de in6culo e tempo entre a inoculagdo e a avaliacdo. Esses fatores geram
controvérsias sobre o nivel de resisténcia de algumas linhagens (Gongalves; Santos,
2010).

E de suma importancia a caracterizacdo dos isolados de S. sclerotiorum no
melhoramento genético do feijdo comum para investigar e interacdo entre 0s
genatipos de feijao e o patdgeno, bem como a necessidade de considerar a influéncia
de fatores ambientais e metodolégicos na expressao de resisténcia das plantas. As
cultivares devem ser produtivas, resistente a doencas e apresentar grdos de alta
qualidade, além de se adaptar a diferentes condicbes ambientais (Zocal et al., 2023).
Zocal et al. (2023) estudaram 109 gendtipos de feijao comum coletados em diferentes
regides do Brasil, e 3 deles se destacaram por possuirem resisténcia fisiolégica ao
fungo S. sclerotiorum, sendo indicados para programas de melhoramento genético

como fontes de resisténcia ao mofo branco.

2.3.3 Controle quimico

Uma das medidas mais utilizadas para o manejo de S. sclerotiorum é o controle
guimico. Quando empregado no momento e ha maneira correta, e associado a outras
técnicas como a rotacdo de culturas ndo suscetiveis a doenga, pode trazer resultados
positivos, prevenindo que a doencga se instale e cause grandes perdas na produgao
(O’sulluvan et al., 2021).
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O momento da aplicacédo é crucial para um bom resultado no controle de S.
sclerotiorum. A decisé@o deve ser tomada precocemente, pois, ap0s 0s sintomas se
tornarem visiveis, a eficacia dos fungicidas diminuem. Eles devem ser utilizados de
maneira preventiva e ndo como curativos, principalmente em regiées com historico da
doenca (Peltier et al., 2012).

Apesar de ser o método mais eficaz, os fungicidas ndo protegem
completamente as plantas de feijdo contra o mofo-branco, além de apresentarem
outras probleméticas relacionadas ao seu uso constante. O principal entrave é a
chance do desenvolvimento de resisténcia do patégeno e de organismos nao-alvos
aos fungicidas utilizados, considerando que a maioria deles dependem de um unico
modo de acdo. Além disso, existe riscos de contaminagdo ambiental e a saude
humana (Derbyshire; Denton-giles, 2016). Algumas das estratégias para prevenir a
resisténcia séo: utilizar a dose recomendada pelo fabricante, rotacionar produtos com
diferentes mecanismos de acao, evitar o uso continuo do mesmo fungicida e limitar o
namero de aplicacfes (Kreyci; Menten, 2013).

Além da aplicacéo foliar, também é recomendado o tratamento de sementes
com fungicidas. Trata-se de uma tecnologia de baixo investimento e facil execucéo,
com efeitos notaveis na protecdo contra doencas nas fases pré e pré-emergéncia.
Este método possibilita economia no estabelecimento da lavoura e apresenta baixo

risco ambiental (Carvalho et al., 2011).

2.3.4 Controle bioldgico

Os conceitos de controle biolégico de doencas de plantas possuem diferentes
abordagens, algumas complementares, e outras mais especificas. Cook e Baker
(1983) definem o controle biolégico como a a¢cdo de um ou mais organismos, exceto
o homem, que naturalmente ou através da manipulacdo do ambiente, reduz o
potencial de indculo do patdgeno ou suas atividades, sejam elas crescimento, infeccéo
ou reproducéo no ambiente ou no hospedeiro.

O estabelecimento e sucesso do controle biolégico estdo diretamente
relacionados ao equilibrio bioldgico do local de atuacdo. Com isso, o manejo realizado
na area deve associar o controle biolégico com outras praticas culturais que

contribuam para o equilibrio e manutencdo da vida no solo, mantendo os
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microrganismos benéficos e enriquecendo o ambiente com inimigos naturais. Além
disso, ferramentas como o melhoramento genético das plantas e a rotacédo de culturas
séo fundamentais. Criar um ambiente favoravel ao desenvolvimento e permanéncia
dos microrganismos antagonista aos patdégenos garante as plantas maiores chances
de sucesso no seu desenvolvimento (Bettiol, 1991).

Os agentes de controle bioldgico também sdo conhecidos pela capacidade de
potencializar o desenvolvimento e a produtividade das plantas hospedeiras, gracas a
sintese de fito-hormdnios e melhoria na absor¢ao de nutrientes, atuando, por exemplo,
na solubilizacdo do fosfato e na fixacao o nitrogénio (Souza et al., 2015).

O micoparasitismo é amplamente explorado por reduzir a viabilidade das
estruturas dos patégenos, como o0s esclerddios de S. sclerotiorum. Fungos
micoparasitas como Trichoderma spp. e Coniothyrium minitans séo frequentemente
estudados para o controle de S. sclerotiorum (Smolinska; Kowalska, 2018;
Tsapikounis et al., 2019). McQuilken e Chalton (2009) demonstraram que C. minitans,
aplicados no campo, solo e folhas, diminuiu a sobrevivéncia e a germinagao
carpogénica dos esclerddios em canola. Jones et al. (2014) observaram efeito similar
com aplicacédo no solo. A mesma acao € observada para os isolados de Trichoderma
harzianum, T. asperellum, T. atroviride e T. virens (Geraldine et al., 2013). Tsapikounis
et al. (2019) observaram alteracdes morfoldgicas em esclerddios parasitados por C.
minitans, Trichoderma sp., e Gliocladium sp., que apresentaram textura mole e
deteriorados, além de conterem estruturas dos agentes de controle, como picnidios e
clamiddsporos.

A producédo de metabdlitos secundarios antifiungicos constitui outro importante
modo de acédo de fungos e bactérias, podendo ser difusiveis e/ou volateis. Embora os
agentes bacterianos ndo sejam parasitas como os fungos, atingem S. sclerotiorum por
meio dos metabdlitos (Savchuk; Fernando, 2004). Algumas das espécies bacterianas
mais estudadas pertencem aos géneros Bacillus e Streptomyces. Espécies de Bacillus
podem produzir compostos difusiveis como fenais, lipopeptideos e acidos graxos,
além de compostos organicos volateis, capazes de inibir o crescimento fungico e a
viabilidade de esclerédios de S. sclerotiorum (Alvarez et al., 2012).

Streptomyces spp. também impedem o crescimento de S. sclerot