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RESUMO: O objetivo do presente trabalho foi identificar a di-
versidade da micobiota parasitdria e o tempo decorrido até o inicio
do parasitismo de esclerddios de Sclerotinia sclerotiorum em solos da
fronteira oeste do Rio Grande do Sul (RS). Foram coletados solos
agricolas e ndo agricolas de cinco localidades na fronteira oeste do Rio
Grande do Sul. O isolamento dos fungos foi realizado por meio do
teste de iscas, sendo que as iscas foram os esclerédios do fitopatdgeno,
0s quais permaneceram enterrados no solo durante 15, 30 e 60 dias.
Os fungos foram identificados em nivel de género. Os géneros fin-
gicos encontrados parasitando esclerodios foram: Trichoderma, Peni-
cillium, Aspergillus, Fusarium, Pythium (Cromista), Clonostachys rosea
(Gliocladium), Chaetomium, Curvularia, Phytophthora (Cromista),
Rbizopus, Lichtheimia (Absidia), Mucor, Acremonium, Periconia e Isa-
ria. Observou-se que os esclerodios foram parasitados pelos fungos
até 15 dias depois de serem enterrados, e deste periodo em diante
apenas a frequéncia de ocorréncia dos fungos mudou. Concluiu-se
que os géneros fungicos fsaria, Periconia, Acremonium, Lichtheimia
(Absidia), Phytophthora, Curvularia e Chaetomium sio encontrados
em solos agricolas e nao agricolas na fronteira oeste do RS, e nio
foram citados anteriormente em outros trabalhos. Existe diversidade
de fungos parasitdrios de esclerddios de S. sclerotiorum nos solos da
fronteira oeste do RS, os quais podem ser utilizados em experimentos
para compor um programa de controle biolégico desse fitopatdgeno.
Os esclerédios sdo parasitados pelos fungos durante até 15 dias, apds
os mesmos serem enterrados no solo.

PALAVRAS-CHAVE: cstrutura de resisténcia; mofo branco;

controle bioldgico.

ABSTRACT: The aim of this study was to identify the diversity
of the parasitic mycoflora and to identify the necessary time until
the beginning of the parasitism of sclerotia of Sclerotinia sclerotiorum
in soils of the western frontier of the state of Rio Grande do Sul
(RS), Brazil. Agricultural and non agricultural soils of five locations
in the western fronder of Rio Grande do Sul were collected. The
fungi isolation was performed by testing baits, and baits were the
sclerotia of the phytopathogen, which remained buried in the soil
for 15, 30 and 60 days. The fungi were identified at the genus
level. The following fungal genera were found parasitizing sclerotia:
Trichoderma, Penicillium, Aspergillus, Fusarium, Pythium (Cromista)
Clonostachys  rosea  (Gliocladium), — Chaetomium, — Curvularia,
Phyrophthora (Cromista), Rhizopus, Lichtheimia (Absidia), Mucor,
Acremonium, Periconia and Laria. It was observed that the sclerotia
were parasitized by fungi until 15 days after they had been buried.
And after this period, only the frequency of occurrence of fungi has
changed. It was concluded that the fungal genera [saria, Periconia,
Acremonium, Lichtheimia (Absidia), Phytophthora, Curvularia and
Chaetomium are found both in agricultural and non-agricultural soils
on the western frontier of RS, but they were not previously cited
in other works. There is diversity of parasitic fungi of sclerotia of S.
sclerotiorum in the soils of the western frontier of the RS, which can
be used in experiments to compose biological control programs for
this pathogen. The sclerotia are parasitized by fungi undl 15 days
after being buried underground.
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INTRODUCAO

O Sclerotinia sclerotiorum pertence a um grupo de fungos
de solo fitopatogénicos que causa tombamento de pré e
pés-emergéncia, além de podridio no colo ou na parte aé-
rea das plantas. Esse patégeno, conhecido como causador
do mofo branco, pode gerar doengas em diferentes espécies
vegetais, como plantas ornamentais, horticolas, culturas co-
merciais, frutiferas e florestais (BEDENDO, 1995).

A forma de sobrevivéncia do fungo S. sclerotiorum ocor-
re, principalmente, por meio de estruturas de resisténcia
denominadas esclerédios, que permitem que o fitopatdge-
no sobreviva durante longos periodos no solo na auséncia
da planta hospedeira (ZamsoLm ez al., 1999). Os escler6-
dios sdo agregados de massa de hifas de consisténcia firme,
devido ao envoltério melanizado que se forma na periferia
desta estrutura (MoRTON, 1998; FERRAZ et al., 2003). Essas
estruturas de resisténcia armazenam lipidios, carboidratos e
proteinas até que as condigoes do solo estejam suficiente-
mente favordveis para que haja a germinacio carpogénica ou
micelogénica (KRuGNER; BaccHi, 1995; Morron, 1998).

Os esclerédios podem se tornar invidveis de acordo
com as condi¢cdes ambientais, como a alta umidade, que re-
duz sua longevidade de vdrios meses para algumas semanas
(AMORIM, 1995; MoRTON, 1998; BUENO ez 4l., 2007), € pela
agio de parasitas, que podem ser: bactérias (DuNcan ez 4l.,
2005; ZENG et al., 2012), nematoides (FERRAZ ez al., 2011),
actinomicetos (ZENG et al., 2012) e fungos (ONDREJ ez 4l.,
20105 ZENG et al., 2012). Os fungos que constam como pa-
rasitas de esclerédios de S. sclerotiorum sao: Coniothyrium mi-
nitans Campbell (Huang; Erickson, 2008; WHipps ez al.,
2008; ZENG et al., 2012), espécies de Gliocladium (PHILLIPs,
2008; FERRAZ et al., 2011), Aspergillus spp. (FERRAZ et al.,
2002; GORGEN et al., 2008), Penicillium spp. (FERRAZ et al.,
2002; GORGEN et al., 2008); Mucor sp. (MERRIMAN, 1970);
Verticillium spp. (FERRAZ er al., 2002), Trichoderma spp.
(ETHUR et al., 2005; FERRAZ et al., 2002; GORGEN et al.,
2008; ONDREJ, 2010; ZENG et al., 2012), Ulocladium atrum
(F1GUEIREDO et al., 2010), Fusarium spp. (MERRIMAN, 1976;
FerrAZ ef al., 2002; GORGEN et al., 2008; FErrAZ et al.,
2011), Rhizoctonia sp. (FERRAZ et al., 2011); Cladosporium
spp. (FERRAZ ez al., 2011), Rhizopus spp. (GORGEN ez al.,
2008), Epicoccum purpurascens (Huang; Erickson, 2008),
Talaromyces flavus (Huang; Erickson, 2008), Trichothecium
roseun (Huang; ERicksoN, 2008) e Sporidesmium sclerotivo-
rum (DEL Ri0 et al., 2002). A descoberta de parasitas das es-
truturas de resisténcia desse fitopatégeno é importante para
conhecer sua ecologia e buscar medidas para o seu manejo.

De acordo com o exposto, o objetivo do trabalho foi
identificar a diversidade da micobiota parasitdria e o tempo
decorrido até o inicio do parasitismo de esclerddios de S.
sclerotiorum em solos da fronteira oeste do RS.

MATERIAL E METODOS

Coleta do solo

Foram realizadas coletas de solo na regiio da frontei-
ra oeste do Rio Grande do Sul, nas localidades de: Itaqui,
Uruguaiana, Sio Borja, Macambard e Alegrete. Em cada
ponto de coleta de solo foram tomadas as coordenadas geo-
gréficas e a altitude do local, com o auxilio de um Global
Position System (GPS) (Quadro 1). Os 5 kg de solo foram
coletados na profundidade de 15 cm em cinco subamostras
na drea, em lavouras de grandes culturas, como arroz e soja,
e em locais nio agricolas (locais com vegetagio nativa), ou
seja, dois pontos de coleta por municipio. Os solos coleta-
dos foram guarnecidos em sacos pldsticos e transportados até
o laboratério de Fitopatologia e Microbiologia do Solo, do
Campus Itaqui/UNIPAMPA. Os solos foram coletados em
intervalos de trés meses, ou seja, os solos agriculturdvel e nao
agriculturdvel de cada municipio foram coletados para que
fossem realizados todos os procedimentos de laboratério,
inclusive andlise quimica e fisica (Tabela 1), para somente
depois serem realizadas as coletas de outra localidade.

Isolamento de fungos parasitas de
esclerdodios de S. sclerotiorum

Para o isolamento dos fungos parasitas dos esclerédios utili-
zou-se o teste de iscas (GHINT; KimaT1, 1989; ETHUR, 2005).
Esclerédios de S. sclerotiorum produzidos em meio BDA (ba-
tata, dextrose e dgar) foram dispostos da seguinte maneira:
dez em cada trouxa feita com gaze hidréfila (13 fios por cm?;
7,5 x 7,5 cm, com quatro dobras), fechada com barbante.
Trés trouxas contendo os esclerédios foram enterradas a
8 cm de profundidade, em 1 kg de solo colocado em béquer
com capacidade para 2 L. O solo foi umedecido com 5 mL
de dgua destilada e esterilizada e os béqueres foram fechados
com papel aluminio e papel filme. Os béqueres foram manti-
dos em temperatura ambiente (com variacio de 12 a 28°C),
sem incidéncia direta da luz solar.

Foram realizadas trés avaliacoes: 15, 30 e 60 dias apds
a instalagdo do experimento, que constou da retirada de
uma trouxa de gaze de cada béquer em cada uma das trés
épocas. Os dez esclerddios foram retirados da trouxa e
imersos, por cerca de 1 minuto, em dlcool (70%), 1 mi-
nuto em hipoclorito de sédio (0,5%), trés vezes imersos
por 1 minuto em 4gua destilada e esterilizada e, posterior-
mente, deixados para secar por cerca de 10 minutos sobre
papel-filtro esterilizado em cAmara de fluxo laminar. Cada
esclerdédio foi colocado sobre meio de cultura BDA, em
placas de Petri com didmetro de 9 cm. As placas foram
mantidas em cAmara climatizada, & temperatura de 22°C,
com fotoperiodo de 12 horas.
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Os fungos encontrados nos esclerédios foram identifi-
cados diretamente em meio de cultura em torno do escle-
rédio, ou foram repicados para placas de Petri com meio
BDA e deixados em cAmara climatizada & temperatura de
22°C, com fotoperiodo de 12 horas. A identificagio dos
fungos ocorreu em nivel de género, e foi realizada por meio
da observagio por microscopios estereoscopico e dtico e
pela comparagao das estruturas fungicas vegetativas e re-
produtivas, nos pardmetros estabelecidos pela taxonomia
convencional, com descricbes encontradas na literatura
especializada (Bisser, 1991; BarnerT; HUNTER, 1999;
BAPTISTA €t al., 2004; WATANABE, 2010).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado,
em esquema fatorial [(5 solos de diferentes localidades) x (solo
agricola e ndo agricola) x (avaliagio em 15, 30 e 60 dias)], com
4 repeti¢oes constituidas por 10 esclerédios cada.

Analise estatistica

Os resultados dos experimentos foram submetidos 4 anélise
de variancia pelo teste F e ao teste de Scott-Knott para a
comparacio de médias. Utilizou-se a transformagao dos da-
dos para arco seno da raiz quadrada de y/100, nas varidveis
apresentadas em percentagem. As andlises foram realizadas
com o auxilio do programa estatistico ASSISTAT.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Foi encontrada a diversidade de 15 géneros fungicos para-
sitando esclerédios de S. sclerotiorum nos 11 solos coletados
na fronteira oeste do RS (Tabela 2). Esse dado ¢ de extrema
importincia quando procura-se estudar a ecologia e coletar
informagdes para organizar um programa de controle biol6-
gico do patégeno, uma vez que aproximadamente 90% do
ciclo de vida do S. sclerotiorum ocorre na forma de escle-
rédios no solo (Apams; Avers, 1979). Portanto, os géneros
fungicos encontrados, mesmo considerando a especificidade
de cada isolado e das espécies que nao foram objetivo de es-
tudo nesse trabalho, podem ser considerados para estudos
e pesquisas como potenciais agentes de controle biolégico.
Segundo Apams; Avers (1979), os micro-organismos que
podem destruir naturalmente os esclerédios no solo tém po-
tencial como agentes de controle biolégico.

O solo que apresentou maior niimero de géneros fin-
gicos foi o nao agricola de Alegrete (53% dos géneros en-
contrados), e os que apresentaram menor nimero foram os
nao agricolas de Itaqui € Macambard (ambos com 20% dos
géneros encontrados).

Pode-se observar que o género Trichoderma foi encon-
trado com alta frequéncia de isolados nos solos coletados
(Tabela 1), apresentando 91% de ocorréncia, seguido por

Tabela 1. Localizacdo, local de coleta, coordenadas e composicdo quimica e fisica dos solos coletados na fronteira oeste do Rio

Grande do Sul.

5 Coordenadas Composicdo quimica e fisica
Localidade — 5 .
Latitude (S) Ph P K Ca Mg H + Al M.O. Argila
local de coleta )
Longitude (W) mg dm3 cmol_dm % gkg'
Itaqui — 29°09°'52,4”S
Al 59 208 15 7.6 2.8 3,1 2.3 18
agricola 56°029°25,2"W
Itaqui - 29°06°37,7”
- , 49 13,5 112 21,0 5,8 5,5 3,6 27
nao agricola 56°31°50,7”
M 3 — 29°09°27,32”
agambara 2°9°21.3 5,1 37 28 25 0.7 35 1,7 17
agricola 56°08'27,37”
Magambara - 29°9'37,49”
- , 4,7 4,5 32 1,5 0,4 3,9 2,1 16
nao agricola 56°9'57,95”
Sao Borja - 29°37°12,4”
54 50,2 124 18,5 6,7 3,1 2,7 29
agricola 55°30'09,99”
Sao Borja - 29337°12,31”
~ ; 4,3 12,6 152 5,9 1,6 10,9 1,4 30
nao agricola 55°30’33,79”
S 29040'26”
Uruguaiana 9°40°26 56 171 84 20,6 6.9 39 2.1 27
agricola 59054°09”
Uruguaiana - 29°40°27”
_ , 57 30,1 156 20,9 6,35 2,5 2,4 62
nao agricola 59°54’11”
Al te - 29°45’40,5”
SIS e 58 37 136 16,0 7.1 28 1,9 20
agricola 55051’15,3
Alegrete - 29°45’51,6”
_ , . 6,3 6,8 76 23,4 9,2 2,0 2,8 21
nao agricola 55°51°00,8
Al = 29°42°10,3”
eorete-  29°42'10,3 4,9 37 12 0,1 0.2 17 0.2 9
deserto Sdo Joao 55°025’53,3”
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Fusarium, Penicillium, Aspergillus e Pythium (Cromista) nas
proporgoes de 82, 73, 45 e 45% dos solos, respectivamente.

Dentre os trabalhos que identificam fungos parasi-
tdrios de esclerddios de S. sclerotiorum, podem-se destacar
FERRAZ et al. (2002), que encontraram os fungos Penicillium
spp., Fusarium spp., Trichoderma spp., Verticillium spp. e
Gliocladium spp.; MaDsEN; NEERGAARD (1999), que ob-
servaram Pythium oligandrum como parasita e como agente
de controle biolégico do patégeno; MERRIMAN (1976), que
isolou Trichoderma, Fusarium e Mucor em experimento com

fumigacio do solo; e MELO ez al. (2006), que constataram
que a linhagem de Aspergillus terreus esporulou profusamente
sobre os esclerddios, rompendo essas estruturas, penetrando
e se estabelecendo em seu tecido medular.

Trichoderma spp. foi isolado em maior quantidade de
esclerédios, na propor¢io de 35 a 99% a mais do que os
outros géneros fingicos (Tabela 2). Esse género fungico
foi encontrado parasitando esclerédios de S. sclerotiorum
por vérios autores em diferentes trabalhos relacionados ao
controle bioldgico do patégeno (MERRIMAN, 1976; ADAMs;

Tabela 2. Presenca e média geral de frequéncia de ocorréncia dos fungos (%) parasitarios de esclerddios de Sclerotinia sclerotiorum
em solos agricolas e ndo agricolas de cinco localidades na fronteira oeste do Rio Grande do Sul.

Solos
Géneros fungicos Itaqui Macambara Uruguaiana Sé&o Borja Alegrete MGFOF* (%)
A NA A NA A NA A NA NA D

Trichoderma + + + + + + + + + - 41,1a**
Penicillium + - - - + + + + + + + 175¢
Aspergillus + - - - + 2 + = = + - 48d
Fusarium + + + = + + = + + + + 26,7b
Pythium (Cromista) + = = = + = = = 129c
Clonostachys rosea (Gliocladium) = = + + = = = = = + = 149 c
Chaetomium - - - - = o - - - 0.4d
Curvularia - - - - > o - + - 3,1d
Phytophthora (Cromista) = - - - + - = = = = - 0.8d
Rhizopus - - - = = = - - + + - 0,4 d
Lichtheimia (Absidia) - - o - = = = - - - - 04d
Mucor = + > = = = S > = = = 3,3d
Acremonium = = = = = = = = = = 1,0d
Periconia = = = = = = = + = = = 0,4d
Isaria - - - - S S = - + - - 0,4d

A: Agricola; NA: Nao Agricola; D: Deserto Sdo Jodo; + : presente, - : ausente.
*MGFOF: Média Geral de Frequéncia de Ocorréncia dos Fungos. Média da percentagem de ocorréncia dos fungos nas trés avaliagbes (15, 30 e
60 dias) nos solos agricolas e ndo agricolas e nas cinco localidades. Os fungos encontrados no solo do Deserto Sdo Jodo ndo foram utilizados na

andlise estatistica. CV: 95,8%.

**Médias sequidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Tabela 3. Géneros flungicos que apresentaram alta frequéncia de ocorréncia de isolados no parasitismo dos esclerddios de
Sclerotinia sclerotiorum, nos solos agricolas e ndo agricolas em localidades da fronteira oeste do Rio Grande do Sul.

Fungos parasitarios de esclerddios de Sclerotinia sclerotiorum

) Fusarium spp. Trichoderma spp.
Localidade® Solo Avaliacoes (%) Avaliacoes (%)
15 dias 30 dias 60 dias 15 dias 30 dias 60 dias
1 A 13.8 bB** 43.3 aA 16.4 cB 68.5 aA 53.6 aA 35.6 aB
NA 49.6 aA 46.4 aA 36.0 aA 66.8 aA 55.0 aA 52.1 aA
2 A 4.6 cA 4.6 cA 0.0cA 24.4bB 22.4bB 56.1 aA
NA 0.0 cA 0.0 cA 0.0 cA 55.0 aA 35.6 aA 44.7 aA
3 A 48.5 aA 449 aA 40.4 aA 26.9 bA 32.1 A 38.7 aA
NA 149 bB 33.7 bA 35.4 bA 50.9 aA 44.7 aA 51.9 aA
4 A 0.0 cA 0.0cA 0.0 cA 53.6 aA 44.5 aA 41.8 aA
NA 29.4 bA 9.2 cB 11.2cB 29.2 bA 41.6 aA 29.2 bA
5 A 46.5 aA 34.5bB 25.7 bB 38.1 bA 17.8bB 46.1 aA
NA 56.6 aA 41.8 aA 26.2 bB 6.6 CA 13.7 cA 9.2 cA
CV (%) 49,1 29,04

*1: Itaqui; 2: Magambara; 3: Uruguaiana; 4: S3o Borja; 5: Alegrete.

**Médias sequidas de letras minusculas iguais nas colunas e letras mailsculas iguais nas linhas nao diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a

5% de probabilidade.
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AvYERs, 1979; FErRrRAZ et al, 2002; ETHUR et al, 2005;
ONDREJ et al., 2010).

O fungo Trichoderma nao foi encontrado no solo com
processo de arenizagio, denominado deserto Sao Jodo, de
Alegrete. O referido solo apresenta composi¢ao quimica e fi-
sica diferenciada dos demais (Tabela 1), com a menor quan-
tidade de matéria organica dentre os 11 solos utilizados no
trabalho, o que dificulta a sobrevivéncia de fungos que vivem
saprofiticamente, como 7richoderma.

Dos fungos isolados dos esclerédios, cerca de 40% fo-
ram encontrados apenas em um solo (Tabela 2), demons-
trando que sdo especificos para as condigoes apresentadas no
referido solo. Essa informagao ¢ importante, principalmente
quando procuram-se fungos para serem utilizados em testes
como agentes de controle biolégico, porque a busca é por
micro-organismos que apresentem a capacidade de se desen-
volver em diversos solos e condigcoes ambientais. Existe a ne-
cessidade de realizar estudos mais especificos sobre a relacao
das caracteristicas quimicas e fisicas do solo (Tabela 1), as-
sim como sobre a sobrevivéncia dos fungos habitantes desse
ambiente. Inclusive, essas andlises seriam importantes para
a compreensio das inter-relagdes e da organizacio das co-
munidades e populagdes microbianas nos agroecossistemas
e, especificamente, nos patossistemas.

Os fungos dos géneros [saria, Periconia, Acremonium,
Lichtheimia  (Absidia),  Phytophthora,

Chaetomium nio foram citados na literatura cientifica como

Curvularia e

sendo parasitas de esclerddios de S. sclerotiorum, portanto,
esses fungos podem fazer parte da lista de possiveis antago-
nistas e serem indicados para testes contra o fitopatégeno.
Contudo, existem outros fungos parasitas de esclerédios
que ndo foram encontrados nos solos pesquisados, como:
Epicoccum purpurascens, Talaromyces flavus e Trichothecium
roseum (Huang; ErRicksoN, 2008), entre outros.

Houve interagao entre os fatores, as diferentes localida-
des, o solo agricola e o nio agricola e o tempo de avaliagao
para a percentagem de isolados dos géneros fungicos retira-
dos de esclerédios de S. sclerotiorum (Tabela 3).

Aos 15 dias pode-se encontrar Trichoderma spp.
parasitando esclerédios, porém, quando se trata de fre-
quéncia de ocorréncia de esclerédios parasitados pelo
fungo, ¢ possivel inferir que aos 15 e 60 dias 90% es-
tariam infectados, e aos 30 dias, 80% dessas estruturas

conteriam o fungo (Tabela 3). Para o fungo Fusarium spp.

também ocorreram variagoes semelhantes as citadas para
Trichoderma, embora o mesmo nao tenha ocorrido em to-
dos os solos (Tabela 3).

Portanto, pode-se inferir que os esclerédios sio parasi-
tados pelos fungos até 15 dias depois de serem enterrados, e
que desta época em diante altera-se apenas a frequéncia de
ocorréncia dos fungos (Tabela 3). Nao foi o objetivo desta
pesquisa avaliar a diversidade de fungos parasitdrios quan-
to a profundidade dos esclerddios no solo e alteragées do
solo, tais como temperatura. Em trabalho desenvolvido por
FErRrAZ et al. (2002) foram encontrados diferentes géneros
fungicos parasitando esclerédios de S. sclerotiorum, de acor-
do com o tempo de solariza¢io do solo e a presenca de pa-
lhada de milho.

Os solos agricolas e nao agricolas apresentaram diferen-
cas significativas entre si, entre as localidades e as épocas de
avaliagdo (Tabela 3), porém, as diferengas nio sio constan-
tes, divergindo para cada fungo encontrado nos esclerédios.
Assim, nao se pode afirmar qual dos solos, agricola ou nao
agricola, apresenta maior diversidade de fungos e incidéncia
do parasitismo nos esclerédios.

Observaram-se nematoides parasitando esclerédios que
estavam em solo agricola de Alegrete aos 60 dias. Os nema-
toides foram visualizados em microscdpios estereoscopico e
ético e, de acordo com seu aparelho bucal, classificados como
micéfagos. Nematoides micéfagos do género Aphelenchoides
sp. foram encontrados parasitando esclerédios de S. sclerotio-
rum em solo de cerrado (FERRAZ et al., 2011).

CONCLUSOES

Os géneros flngicos Isaria, Periconia, Acremonium,

Lichtheimia  (Absidia),  Phytophthora,

Chaetomium sio encontrados em solos agricolas e nio agri-

Curvularia e

colas na fronteira oeste do RS, e nio foram citados ante-
riormente em outros trabalhos. Existe diversidade de fungos
parasitdrios de esclerddios de S. sclerotiorum nos solos da
fronteira oeste do RS, que podem ser utilizados em experi-
mentos para compor programas de controle bioldgico desse
fitopatdgeno.

Os esclerédios sao parasitados pelos fungos até 15 dias

ap6s serem enterrados no solo.
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