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INDUCAO BIOLOGICA DE RESISTENCIA E CONTROLE DE Sclerotinia
sclerotiorum (Lib.) NA CULTURA DA SOJA

RESUMO GERAL
O mofo branco (Sclerotinia sclerotiorum) ¢ uma das principais doengas da soja, sendo
favorecida por condi¢des de alta umidade e temperaturas moderadas, o que pode resultar
em severas reducgodes de produtividade. O patdogeno sobrevive no solo por longos periodos
na forma de esclerodios, tornando seu controle desafiador. Nesse sentido, Bacillus subtilis
e Trichoderma harzianum tém se mostrado como uma alternativa promissora ao controle
quimico, sendo uma abordagem mais sustentavel ¢ menos agressiva ao meio ambiente.
Contudo, grande parte das informagoes a respeito da atividade antagonica desses agentes
disponiveis na literatura diz a respeito a utilizacao de culturas puras no biocontrole, o que
pode justificar diferentes respostas antagonicas em razao da utilizacdo de formulados
comerciais por apresentarem metabdlitos prontamente disponiveis. Dado esse contexto,
objetivou-se avaliar as caracteristicas antagénicas de isolados de 7. harzianum e B.
subtilis contra S. sclerotiorum, comparando sua eficacia com formulagdes comerciais in
vitro. Além disso, buscou-se investigar as diferencas na eficacia entre produtos
microbioldgicos e culturas puras de antagonistas no metabolismo fotossintético e na
inducdo de resisténcia ao mofo branco em soja in vivo. No primeiro capitulo, foram
conduzidos trés ensaios in vitro para avaliar o efeito antagonico de cinco tratamentos
(testemunha, B. subtilis, T. harzianum, Raiz Performance® e BioGreen®). O primeiro
ensaio analisou a eficicia de compostos volateis no crescimento micelial e na
esclerogénese ao longo do tempo em dois isolados de S. sclerotiorum (DC18 e PS16). No
segundo, avaliou-se a acdo do confronto direto nos mesmos pardmetros para ambos
isolados fitopatogénicos. O terceiro ensaio abordou o antagonismo na germinagao
carpogénica e na sobrevivéncia de esclerddios do isolado DCI18 de S. sclerotiorum. Os
isolados do fitopatdgeno demonstraram diferentes sensibilidades aos tratamentos nos
intervalos avaliados, com isso, DC18 mostrou menor sensibilidade a 7. harzianum no
confronto direto, com significancia a partir de 60 horas apds a incubagdo, enquanto que
produtos comerciais exibiram maior efeito antagdnico no ensaio de compostos volateis
havendo inibicao acima de 58% para ambos os isolados do patogeno. Em ambos ensaios,
BioGreen® e T. harzianum reduziram o nimero e a massa de esclerédios tanto para o
isolado DC 18 quanto para PS16. Por outro lado, produtos comerciais estimularam a
germinagdo carpogénica com meédias germinativas superiores a 33% e diferenciagdo de
estipes em apotécios superior a 24,38% indicando alteracdes na fisiologia do patdogeno
mediante a condicdo do biocontrole in vitro. No segundo capitulo, foi conduzido um
ensaio in vivo utilizando duas cultivares de soja (MSOY 6410 e DM64i63). Os sete
tratamentos avaliados no experimento foram compostos por quatro agentes bioldgicos
(Bacillus subtilis, Trichoderma harzianum, Raiz Performance® e BioGreen®™), um indutor
quimico (Acibenzolar-S-Metilico — Bion®) e duas testemunhas, sendo uma inoculada
com o patdgeno Sclerotinia sclerotiorum e outra nao inoculada. Decorridos 7 dias apos a
aplicagdo, procedeu-se a inoculacdo com o patdogeno pelo método do peciolo, com
avaliagdes das trocas gasosas e a efici€éncia quantica potencial fotoquimica aos 3 e 5 dias
apos a inoculagdo (DAI), enquanto que aos 7 DAI avaliou-se o indice de clorofila, indices
de patometria e atividade de enzimas antioxidantes. Plantas sob tratamento bioldgico
reduziram o tamanho da lesdo embora na area abaixo da curva tenham apresentando



desempenho inferior ao indutor quimico. A aplicagdo do indutor quimico promoveu o
aumento na taxa fotossintética aos 3 DAI, contudo, o efeito ndo se manteve aos 7 DAI,
sendo que o tratamento com B. subtilis e BioGreen® promoveram ajustes metabélicos nos
componentes associados ao aparato fotossintético. Em termos de proteina total, plantas
tratadas com Raiz Performance® apresentaram resultados semelhantes a testemunha nio
inoculada. O metabolismo antioxidante foi influenciado sistemicamente pela aplicacio
de produtos bioldgicos, com redu¢do na atividade da superdxido dismutase, havendo
diferentes respostas das cultivares na atividade da peroxidase. Os resultados destes
estudos validaram parcialmente a hipdtese visto que, produtos microbiolégicos (Raiz
Performance® e BioGreen®) destacaram-se na redug¢dio do crescimento micelial in vitro,
embora o desempenho varie entre os isolados de Sclerotinia sclerotiorum. Em relagdo a
inducao de resisténcia, nao houve diferengas claras entre isolados e formulados na
reducao de lesOes ¢ area abaixo da curva, mas o metabolismo fotossintético foi favorecido
por B. subtilis e BioGreen®. Além disso, os produtos e isolados microbioldgicos
modularam o metabolismo antioxidante de forma sistémica, restringindo o progresso da
doenca e fortalecendo a resisténcia da soja ao mofo branco.

Palavras-chave: biocontrole, miceliogénese, germinagdo carpogénica, indugdo de
resisténcia, componente antioxidante.
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BIOLOGICAL INDUCTION OF RESISTANCE AND CONTROL OF Sclerotinia
sclerotiorum (L1B.) IN SOYBEAN CROP

GENERAL ABSTRACT
White mold (Sclerotinia sclerotiorum) is one of the main diseases of soybean, favored by
conditions of high humidity and moderate temperatures, which can result in severe
reductions in productivity. The pathogen survives in the soil for long periods in the form
of sclerotia, making its control challenging. In this sense, Bacillus subtilis and
Trichoderma harzianum have shown themselves to be promising alternatives to chemical
control, being a more sustainable and less aggressive approach to the environment.
However, much of the information about the antagonistic activity of these agents
available in the literature concerns the use of pure cultures in biocontrol, which may
justify different antagonistic responses due to the use of commercial formulations because
they present readily available metabolites. Given this context, the objective of this study
was to evaluate the antagonistic characteristics of 7. harzianum and B. subtilis isolates
against S. sclerotiorum, comparing their efficacy with commercial formulations in vitro.
Furthermore, we sought to investigate the differences in efficacy between microbiological
products and pure cultures of antagonists on photosynthetic metabolism and induction of
resistance to white mold in soybean in vivo. In the first chapter, three in vitro assays were
conducted to evaluate the antagonistic effect of five treatments (control, B. subtilis, T.
harzianum, Raiz Performance® and BioGreen®). The first assay analyzed the efficacy of
volatile compounds on mycelial growth and sclerogenesis over time in two isolates of S.
sclerotiorum (DC18 and PS16). In the second, the action of direct confrontation was
evaluated on the same parameters for both phytopathogenic isolates. The third assay
addressed the antagonism in carpogenic germination and sclerotia survival of the DC18
isolate of S. sclerotiorum. The phytopathogen isolates demonstrated different sensitivities
to treatments at the evaluated intervals. Thus, DC18 showed lower sensitivity to T.
harzianum in direct confrontation, with significance starting 60 hours after incubation,
while commercial products exhibited greater antagonistic effect in the volatile
compounds assay, with inhibition above 58% for both pathogen isolates. In both assays,
BioGreen® and T harzianum reduced the number and mass of sclerotia for both isolates
DC 18 and PS16. On the other hand, commercial products stimulated carpogenic
germination with germination averages above 33% and differentiation of stipes into
apothecia above 24.38%, indicating changes in the physiology of the pathogen under the
in vitro biocontrol condition. In the second chapter, an in vivo assay was conducted using
two soybean cultivars (MSOY 6410 and DM64163). The seven treatments evaluated in
the experiment consisted of four biological agents (Bacillus subtilis, Trichoderma
harzianum, Raiz Performance® and BioGreen®), one chemical inducer (Acibenzolar-S-
Methyl — Bion®) and two controls, one inoculated with the pathogen Sclerotinia
sclerotiorum and the other non-inoculated. Seven days after application, inoculation with
the pathogen was performed using the petiole method, with evaluations of gas exchange
and photochemical potential quantum efficiency at 3 and 5 days after inoculation (DAI),
while at 7 DAI the chlorophyll index, pathometry indices and antioxidant enzyme activity
were evaluated. Plants under biological treatment reduced lesion size although in the area
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below the curve they presented inferior performance to the chemical inducer. The
application of the chemical inducer promoted an increase in the photosynthetic rate at 3
DALI; however, the effect was not maintained at 7 DAI, and the treatment with B. subtilis
and BioGreen® promoted metabolic adjustments in the components associated with the
photosynthetic apparatus. In terms of total protein, plants treated with Raiz Performance®
presented results similar to the non-inoculated control. The antioxidant metabolism was
systemically influenced by the application of biological products, with a reduction in the
activity of superoxide dismutase, with different responses of the cultivars in the activity
of peroxidase. The results of these studies partially validated the hypothesis since
microbiological products (Raiz Performance® and BioGreen®) stood out in the reduction
of mycelial growth in vitro, although the performance varied among the isolates of
Sclerotinia sclerotiorum. Regarding resistance induction, there were no clear differences
between isolates and formulas in lesion reduction and area under the curve, but
photosynthetic metabolism was favored by B. subtilis and BioGreen®. In addition, the
microbiological isolates and products modulated antioxidant metabolism in a systemic
manner, restricting disease progression and strengthening soybean resistance to white
mold.

Keywords: biocontrol, myceliogenesis, carpogenic germination, resistance induction,
antioxidant component.
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1. INTRODUCAO GERAL

O crescimento populacional e a necessidade de aumentar a producdo de
alimentos de forma sustentavel t€m imposto desafios cada vez maiores a agricultura. Esse
cenario exige maior eficiéncia na producdo agricola, ao mesmo tempo que intensifica a
necessidade de estratégias fitossanitarias eficazes para mitigar perdas causadas por
doengas.

A cultura da soja (Glycine max (L.) Merril) representa grande importancia
para a economia global, colocando o Brasil como um dos maiores produtores e
exportadores mundiais (USDA, 2024). A expansdo das areas cultivadas, aliada a
mudangas climaticas, como variagdes na temperatura, aumento da umidade e alteracdes
no regime de chuvas, tem tornado as lavouras de soja mais suscetiveis a fitopatdgenos.
Essas condi¢des podem favorecer o desenvolvimento e a dissemina¢ao de doengas,
resultando em perdas expressivas na produtividade (MWANGTI et al., 2023; SINGH et al.,
2023; GAI E WANG, 2024)

A Organizacdo para a Alimentagdo e Agricultura das Nagdes Unidas (FAO,
2023) estimou que as doengas de plantas custam a economia global cerca de US$ 220
bilhdes por ano, com até 40% da produgdo agricola perdida devido a depreciagdo
ocasionada por fitopatdgenos.

Dentre os fitopatogenos de maior impacto na agricultura, Sclerotinia
sclerotiorum (Lib.) de Bary destaca-se pela sua ampla distribui¢do global e elevado
potencial destrutivo. Sua capacidade de persisténcia no solo e a ineficacia de muitos
métodos convencionais de controle tém motivado pesquisas para o desenvolvimento de
estratégias mais eficientes de manejo (SILVA et al., 2021; JAHAN et al., 2022;
FERREIRA, 2024). A doenga causada por esse patdgeno fungico ¢ conhecida por diversos
nomes, contudo, o termo mofo branco ¢ mais frequentemente usado para se referir a
doenca causada por S. sclerotiorum (HOSSAIN et al., 2023).

O fungo pertence a familia Sclerotiniaceae e ¢ caracterizado pela formagao
de um micélio algodonoso esbranquicado. No final de seu ciclo de vida, produz estruturas
melanizadas chamadas esclerodios, que atuam como estruturas de sobrevivéncia no solo
(ZHU etal., 2024a; DUO et al., 2025). Se tratando da natureza germinativa, os esclerodios
apresentam uma capacidade bimodal, podendo germinar carpogenicamente ou
miceliogenicamente, sendo ambas as formas consideradas altamente infectivas (SHANG

et al., 2024; ZAMANI-NOOR et al., 2024).
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A patogenicidade de S. sclerotiorum esta diretamente associada a secregdo de
acido oxalico, que acidifica os tecidos da planta, comprometendo sua integridade
estrutural e fisiologica. Esse mecanismo facilita a infec¢@o ao inibir respostas de defesa e
promover a morte celular do hospedeiro (CHAUDHARY et al., 2024; DANIEL et al.,
2024).

O mofo branco pode causar perdas de produtividade de até 70% o que torna
essencial o desenvolvimento de estratégias eficazes de manejo da doenca. A dificuldade
no controle deve-se a necessidade de aplicagdo localizada de fungicidas, a germinagao
carpogénica que induz a variabilidade genética e dissemina o patégeno para longas
distancias e a capacidade do patdégeno de formar esclerddios, estruturas de resisténcia que
garantem sua sobrevivéncia no solo por longos periodos (ALBERT et al., 2022; ANTWI-
BOASIAKO et al., 2022).

Dado esse contexto, diversos autores atestaram o impacto econdmico do mofo
branco em lavouras de soja e de outras culturas no Brasil ¢ no mundo, onde a infec¢do
pode levar a perdas de até¢ 70% na produtividade, enfatizando a necessidade de estratégias
de manejo da doenca (ALBERT et al., 2022; ANTWI-BOASIAKO et al., 2022).

Em virtude da baixa eficiéncia de controle mediante o uso de fungicidas
quimicos, a ampla gama de hospedeiros e a falta de resisténcia efetiva, fazem com que
novas técnicas de manejo e gerenciamento da doenca sejam aplicadas. Nesse contexto, o
biocontrole ¢ definido como a inibi¢do direta ou indireta de uma doenca, ou do agente
patogénico, por outro organismo, sendo esse ultimo considerado um agente de controle
biologico (BCA) (BAKER e COOK, 1973). Defini¢cdes mais amplas acrescentam a ideia
da inibi¢do por metabolitos especializados com atividade sinalizadora, antibiotica ou
atrativa que que remetem ao controle bioldgico (ROBERTS e TAYLOR, 2016).

Se tratando de agentes quimicos capazes de induzir sinais de defesa nas
plantas, o acibenzolar-S-metil (ASM) representa uma das moléculas mais comumente
estudadas em ensaios de resisténcia de plantas a doengas (PICANCO et al., 2022;
HENIPMAN, et al., 2024). Por agir como um anélogo ao acido salicilico, o ASM gera
um sinal sistémico na tradugdo de genes que conferem aumento na produgdo de proteinas
PR, enzimas antioxidantes, fitoalexina e ligninas, ativando assim, multiplas vias de
resisténcia na planta (DANNER et al., 2008; RESENDE et al., 2002).

Essa abordagem ¢ considerada uma alternativa ecologicamente correta e
complementar as praticas de manejo atuais, que sdo fortemente dependentes de aplicacdes

quimicas (ZHU et al., 2024b). Embora os métodos quimicos proporcionem prote¢ao
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imediata as plantas, muitas vezes o uso indiscriminado e a capacidade de sobrevivéncia
do patogeno acaba por conduzir a selecao de individuos resistentes em uma populagdo de
patogenos e a toxicidade em organismos vivos nao alvos (BAKER et al., 2020; YIN et
al., 2023). Assim, diversos estudos estdo sendo realizados sobre o uso de microrganismos
como agentes de controle bioldgico.

O biocontrole de fitopatogenos ocorre por meio de multiplos mecanismos,
incluindo competi¢ao por nutrientes e espaco, producdo de metabdlitos antimicrobianos
e indugdo de resisténcia na planta. Esses processos variam entre os diferentes agentes de
biocontrole, mas desempenham um papel essencial na inibi¢ao de fitopatogenos (AWAL
et al., 2024; HAQ et al., 2024)

Alguns microrganismos sdo amplamente utilizados no biocontrole de doengas
de plantas devido ao antagonismo, resisténcia ambiental e facilidade de formulagao,
qualidades essenciais para o manejo sustentdvel de patogenos agricolas. Entre eles,
destacam-se a bactéria gram-positiva Bacillus subtilis € o fungo filamentoso Trichoderma
harzianum, que apresentam alta adaptacao a estresses ambientais, como seca, radiagdo e
baixa disponibilidade de nutrientes. Essas caracteristicas favorecem sua aplicagdao no
controle biologico, seja pela introducao direta dos microrganismos na planta ou solo, seja
pela agdo dos metabdlitos que produzem, os quais contribuem para o condicionamento
das plantas contra infec¢des patogénicas (AYAZ et al., 2024; ABDELRHIM et al., 2024).

Em termos de agentes de biocontrole, a espécie bacteriana mais bem estudada
€ Bacillus subtilis. Devido as suas caracteristicas, como a capacidade de promover a
resisténcia sistémica e de produzir lipopeptideos e enzimas hidroliticas, essa bactéria foi
introduzida no mercado como um agente de controle de fitopatdgenos, estando presente
em diversas formulagdes comerciais (MAPA, 2024).

Evidéncias acumuladas confirmaram que as espécies de Bacillus podem
produzir uma ampla gama de substancias antagonicas com considerdvel diversidade
estrutural, sendo muitas substancias de natureza antibacteriana e antiflingica, como
fengicina, surfactina e iturina sendo capazes de inibir a atividade de diversos
fitopatdogenos em plantas. Recentemente, Liu et al. (2023) relataram que metabolitos
produzidos por Bacillus amyloliquefaciens inibiram o crescimento micelial de Fusarium
incarnatum, bem como ocasionaram altera¢cdes morfologicas nas hifas do patogeno.

Por outro lado, as espécies de Trichoderma tém sido amplamente estudadas
como agente de biocontrole visto a expressdo de diversos mecanismos como a producao

de metabolitos difusiveis e volateis com atividade antagonica, podendo até mesmo,
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induzir a resisténcia e a promogao de crescimento em plantas (YAO et al., 2023). Assim,
esse fungo antagonista € capaz de colonizar os espagos intercelulares das plantas sendo
eficaz contra uma variedade de patégenos que infectam folhas e raizes (MATIAS et al.,
2024)

Alguns autores demonstraram que isolados do género Trichoderma liberam
proteases e outras enzimas liticas que degradam a parede celular de diversos patogenos,
gerando deformagdes na rede hifal ou até mesmo, sendo capazes de inviabilizar os
esclerodios de S. sclerotiorum por agao do micoparasitismo (MUKHERIJEE et al., 2022;
TOMAH et al., 2024).

A partir dessas alteragdes no hospedeiro, a resposta do hospedeiro na ISR
pode ocorrer de maneira ndo especifica, incluindo a ativacdo de genes que regulam as
defesas da planta, reagdes de hipersensibilidade, acimulo de proteinas associadas a
patogénese, produgcdo de compostos fenolicos, sintese de fitoalexinas, sinalizacdo
hormonal e acdo de componentes antioxidantes, sendo este Ultimo pouco explorado
(HONING et al., 2023; LIANG et al., 2023; KUMAR et al., 2024;). Tal observagao foi
relatada por Abbas et al. (2022) onde 7. atroviride foi capaz ativar genes especificos
responsaveis pela sintese de enzimas lipoxigenases em plantas, que desempenham um
papel fundamental nos mecanismos de defesa contra Rhizoctonia solani.

Além disso, a utilizagdo de Bacillus subtilis ou Trichoderma harzianum
podem auxiliar na mitigagdo dos efeitos do estresse bidtico causado por patdgenos,
contribuindo para a manutencao e o incremento da fotossintese (SANTOYO et al., 2024)
Esses microrganismos auxiliam o metabolismo vegetal mediante a produgdo de
metabolitos bioativos e fitormonios que induzem resisténcia sistémica e melhoram a
capacidade antioxidante da planta (CHATURVEDI et al., 2022). Além disso, a
colonizacdo pelas rizobactérias e fungos benéficos pode melhorar a absor¢do de
nutrientes, especialmente nitrogénio € magnésio, elementos essenciais para a sintese de
clorofila e para o funcionamento dos fotossistemas. Dessa forma, B. subtilis e T.
harzianum ndo apenas suprimem o crescimento do patdégeno, mas também promovem a
recuperacdo e a eficiéncia fisioldgica da planta, garantindo melhor desempenho
fotossintético e maior resiliéncia as condi¢des adversas impostas pela infeccao.

Durante a infec¢do por Sclerotinia sclerotiorum, ha um aumento significativo
na producao de espécies reativas de oxigénio. Essas moléculas, em condi¢des controladas,
podem sinalizar e ativar respostas de defesa na planta (ALI et al., 2023). No entanto, sob

ataque de hemibiotroficos, essa produgdo ¢ manipulada para prejudicar as células do
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hospedeiro e superar as barreiras defensivas naturais. Portanto, a estratégia ideal envolve
a supressdo e a eliminagdo dessas espécies reativas dos tecidos do hospedeiro, visando
conter a extensao da infeccao.

No entanto, grande parte dos trabalhos encontrados na literatura atesta a
eficacia de culturas puras de antagonistas, as quais foram empregadas diretamente no
biocontrole para supressao da atividade de fitopatdgenos. Assim, pouco se sabe sobre as
influéncias das formulagdes comerciais no potencial de biocontrole visto que, muitas
vezes, esses produtos sdo enriquecidos com diversos compostos organicos e
transportadores inorganicos (como diluentes, adjuvantes e/ou surfactantes), tanto em
estado solido quanto em caldo nutritivo (MARTINEZ et al., 2023).

Com isso, alguns autores afirmam ainda que, algumas formulagdes
comerciais poderiam apresentar uma maior quantidade de metabolitos microbianos, o que
poderia resultar em um potencial de biocontrole distinto quando comparado as agdes
diretas e isoladas dos microrganismos (NIRANJA et al., 2009; PELLAN et al., 2020;
JANJIR et al., 2021; TSOLAKIDOU et al., 2024).

Isolados distintos de Sclerotinia sclerotiorum podem apresentar variagdes
significativas em sua resposta a agentes de biocontrole. Essas diferengas sao resultado da
diversidade genética entre isolados de diferentes regides, influenciando caracteristicas
como viruléncia, producdo de enzimas degradadoras, formagdo de esclerddios e
suscetibilidade a metabdlitos bioativos de microrganismos antagonistas. Essa
variabilidade representa um desafio no desenvolvimento de estratégias eficazes de
manejo, uma vez que determinados isolados podem ser mais resistentes a certos agentes
biologicos (RATHER et al., 2022; AZEEM et al., 2022; MARAL-GUL e ELTEM, 2024).

Fatores como a composi¢do da parede celular do patégeno, seu metabolismo
secundario e sua capacidade de competi¢do por nutrientes no ambiente podem influenciar
diretamente a eficacia dos agentes bioldgicos de controle. Dessa forma, para que
programas de biocontrole sejam bem-sucedidos, € essencial ndo apenas selecionar
antagonistas eficazes, mas também compreender as caracteristicas especificas dos
isolados de S. sclerotiorum. Esse conhecimento reforga a importdncia de pesquisas
regionais para otimizar as estratégias de manejo e garantir sua aplicabilidade em
diferentes condigdes ambientais.

Dado esse contexto, este trabalho visa avaliar as caracteristicas antagonicas
de isolados de T harzianum e B. subtilis contra S. sclerotiorum, comparando sua eficacia

com formulagdes comerciais. Além disso, buscou-se investigar as diferengas na eficacia
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entre produtos microbiologicos e culturas puras de antagonistas no metabolismo

fotossintético e na indugdo de resisténcia ao mofo branco em soja.
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CAPITULO I: ANTAGONISMO DE Bacillus subtilis, Trichoderma harzianum E
FORMULACOES COMERCIAIS NO CONTROLE in vitro DE Sclerotinia
sclerotiorum (L1B.) DE BARY

RESUMO

A utilizagdo de microrganismos para o controle do fitopatogeno Sclerotinia sclerotiorum
tem aumentando nos ultimos anos. Contudo, ¢ possivel que as formulagdes comerciais
respondam de maneira distinta ao uso de culturas puras dos microrganismos de
biocontrole, podendo levar expressao de diferentes mecanismos antagénicos. Portanto, o
objetivo desse estudo foi avaliar as caracteristicas antagonicas de Trichoderma harzianum
e Bacillus subtilis em isolados de S. sclerotiorum (DC18 e PS16) e comparar a eficacia
dos isolados com as formulagdes comerciais disponiveis para o biocontrole. Com isso,
trés ensaios foram conduzidos in vitro para avaliar o efeito antagbnico de cinco
tratamentos (testemunha, B. subtilis, T. harzianum, Raiz Performance® e BioGreen®). O
primeiro ensaio avaliou a eficicia de compostos volateis no crescimento micelial e na
esclerogénese em dois isolados de S. sclerotiorum (DC18 e PS16). No segundo, avaliou-
se a a¢do de compostos difusiveis nos mesmos parametros e isolados. O terceiro ensaio
abordou o antagonismo na germinagdo carpogénica e na sobrevivéncia de esclerddios do
isolado DC18 de S. sclerotiorum. Com relacdo as avaliagdes, no ensaio de compostos
difusiveis e volateis foram avaliados o didmetro médio da colonia em intervalos de 12
horas ap6s a incubacao (HAI) prologando até o crescimento maximo obtido no tratamento
testemunha, taxa de inibi¢do (%), area abaixo da curva para o crescimento micelial, indice
de velocidade de crescimento micelial, tempo para formagao dos esclerddios, quantidade
e massa de esclerddios formados. No ensaio de germinacdo carpogénica foram
quantificados a germinagdo (%), numero de estipes e apotécios por esclerédio e a
diferenciagdo destes (%). Foi observado comportamento varidvel em ambos os isolados
do patogeno submetidos aos diferentes tratamentos. Se tratando de compostos difusiveis,
B. subtilis e Raiz Perfomance® reduziram o crescimento micelial do isolado DC18 nos
primeiros periodos de incubagdo. Por outro lado, o isolado PS16 demonstrou
sensibilidade aos tratamentos a partir de 36 HAI, havendo maior antagonismo ao
confrontar com 7. harzianum e BioGreen®. Se tratando de produtos comerciais, maior
resposta antagonica foi observada no ensaio de compostos volateis havendo inibi¢ao
superior a 58% para ambos os isolados do patogeno. Em adicdo, 7. harzianum e
BioGreen® inibiram o processo de esclerogénese nos ensaios difusiveis e volateis para
ambos os isolados do fitopatdgeno, resultando no menor nimero e massa de esclerodios
formados. A via carpogénica foi estimulada pela a¢do dos produtos comerciais, com
média germinativa de até 34% e diferenciag@o superior a 24,4%. Os resultados obtidos
evidenciam que isolados patogénicos de diferentes localidades respondem de maneira
distinta as interagdes antagonicas de microrganismos e produtos microbiologicos. Além
disso, por afetarem a esclerogénese do patogeno, T. harzianum e BioGreen® podem
atuarem como redutor de in6culo no ciclo primario da doenga a campo, possibilitando o
gerenciamento da doenca de maneira integrada. Por fim, produtos comerciais
demonstraram estimular parametros relacionados a germinagdo carpogénica, sugerindo
alteracdes na fisiologia do patdgeno sob condigdes in vitro.

Palavras-chave: biocontrole, miceliogénese, esclerogénese, germinagdo carpogénica.
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CHAPTER 1: ANTAGONISM OF Bacillus subtilis, Trichoderma harzianum AND
COMMERCIAL FORMULATIONS ON THE in vitro CONTROL OF Sclerotinia
sclerotiorum (L1B.) DE BARY

ABSTRACT

The use of microorganisms to control the phytopathogen Sclerotinia sclerotiorum has
increased in recent years. However, it is possible that commercial formulations respond
differently to the use of pure cultures of biocontrol microorganisms, which may lead to
the expression of different antagonistic mechanisms. Therefore, the objective of this study
was to evaluate the antagonistic characteristics of Trichoderma harzianum and Bacillus
subtilis in S. sclerotiorum isolates (DC18 and PS16) and to compare the efficacy of the
isolates with commercial formulations available for biocontrol. Therefore, three in vitro
assays were conducted to evaluate the antagonistic effect of five treatments (control, B.
subtilis, T. harzianum, Raiz Performance® and BioGreen®). The first assay evaluated the
efficacy of volatile compounds on mycelial growth and sclerogenesis in two S.
sclerotiorum isolates (DC18 and PS16). In the second, the action of diffusible compounds
was evaluated on the same parameters and isolates. The third assay addressed the
antagonism in carpogenic germination and survival of sclerotia of the DC18 isolate of S.
sclerotiorum. Regarding the evaluations, in the diffusible and volatile compounds assay,
the mean colony diameter was evaluated at 12-hour intervals after incubation (HAI)
extending until the maximum growth obtained in the control treatment, inhibition rate
(%), area under the curve for mycelial growth, mycelial growth velocity index, time for
sclerotia formation, quantity and mass of sclerotia formed. In the carpogenic germination
assay, germination (%), number of stipes and apothecia per sclerotia and their
differentiation (%) were quantified. Variable behavior was observed in both isolates of
the pathogen subjected to the different treatments. Regarding diffusible compounds, B.
subtilis and Raiz Perfomance® reduced the mycelial growth of isolate DC18 in the first
incubation periods. On the other hand, isolate PS16 demonstrated sensitivity to treatments
from 36 HAI, with greater antagonism when confronted with 7. harzianum and
BioGreen®. Regarding commercial products, a greater antagonistic response was
observed in the volatile compounds assay, with inhibition greater than 58% for both
isolates of the pathogen. In addition, 7. harzianum and BioGreen® inhibited the
sclerogenesis process in the diffusible and volatile assays for both isolates of the
phytopathogen, resulting in the lowest number and mass of sclerotia formed. The
carpogenic pathway was stimulated by the action of commercial products, with a
germination average of up to 34% and differentiation greater than 24,4%. The results
obtained show that pathogenic isolates from different locations respond differently to
antagonistic interactions between microorganisms and microbiological products.
Furthermore, by affecting the sclerogenesis of the pathogen, 7. harzianum and
BioGreen® can act as inoculum reducers in the primary cycle of the disease in the field,
enabling integrated disease management. Finally, commercial products have been shown
to stimulate parameters related to carpogenic germination, suggesting changes in the
physiology of the pathogen under in vitro conditions.

Keywords: biocontrol, myceliogenesis, sclerogenesis, carpogenic germination.
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1. INTRODUCAO

Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary ¢ um dos patdogenos mais
devastadores e economicamente importantes, conhecido por causar doengas em mais de
600 espécies hospedeiras (DERBYSHIRE et al., 2022; JAHAN et al., 2022; HOSSAIN
et al., 2023).

O fungo com habito de vida hemibiotréfico, ¢ caracterizado por formar
micélio algodonoso de coloragao branca, além de produzir nos estagios finais de infec¢ao,
quando nenhuma fonte nutricional estd disponivel, estruturas anamorficas melanizadas
denominadas esclerodios (ISLAM et al., 2021). Essas estruturas de resisténcia podem
germinar carpogenicamente produzindo ascdsporos, os quais sdo transportados pelo ar a
longas distancias ou germinar miceliogenicamente afetado 6rgaos vegetais préximos dos
esclerodios (OJAGHIAN et al., 2019; ALBERT et al., 2022;).

Muitas abordagens tém sido utilizadas para o controle desse fitopatdogeno,
incluindo praticas culturais, mecanicas e, mais comumente, o uso de fungicidas sintéticos
(O’SULLIVAN et al., 2021). Contudo, o uso extensivo e a exposi¢ao prolongada destas
moléculas quimicas no meio ambiente podem levar a poluicao ambiental, além de afetar
a satde de mamiferos e, ainda, levar ao aparecimento de cepas resistentes (WANG et al.,
2015; ZUBROD et al., 2019; YIN et al., 2023;). Portanto, existe a necessidade de busca
por métodos eficazes e ecoldgicos, destinados a minimizar o uso de fungicidas sintéticos
para o controle do fitopatdgeno.

Nesse sentido, a utilizagdo de microrganismos antagonicos tem sido testada
para inibir o crescimento e desenvolvimento de S. sclerotiorum. E de se observar que,
individuos do género Bacillus spp. € Trichoderma spp. apresentam maior interesse para a
comunidade cientifica, considerando-se a adaptabilidade dos isolados antagonicos aos
diferentes ambientes de cultivo e a capacidade de sintetizar uma vasta gama de
substancias com potencial antagdnico (NIHORIMBERE et al, 2024; SAM-OM et al.,
2024).

O fungo T. harzianum € um dos principais agentes empregados no biocontrole
com grande potencial para complementar as estratégias de controle atuais. Alguns estudos
tém demonstrado que a interagdo entre Trichoderma e fitopatdogenos € intrinsecamente
regulada pela secre¢do de metabdlicos secundarios, muitas vezes envolvendo mais de um
mecanismo antagénico (ASAD, 2022). B. subtilis ¢ uma bactéria gram-positiva,

amplamente estudada e utilizada como agente de biocontrole, devido a versatilidade em
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estabelecer relacdes endofiticas com o hospedeiro e biossintetizar lipopeptideos com
potencial antibiotico (ZHANG et al., 2024).

Ha de se considerar que a efetividade em controlar o fitopatégeno pode estar
diretamente correlacionada com a formulagao comercial (FARIAS et al., 2019; JANGIR
et al., 2021; MARTINEZ et al., 2023). Assim, ¢ possivel que a composi¢ao comercial
possa influenciar o sucesso no biocontrole, visto que conidios do fungo Trichoderma e
unidades formadoras de colonia de Bacillus como ingrediente ativo sao formulados e
acrescidos de diferentes compostos organicos e transportadores inorganicos (diluentes ou
surfactantes), seja em estado solido ou em caldo nutritivo, podendo apresentar
comportamento diferente quando comparado com as agdes diretas e isoladas dos
microrganismos.

A caracterizacdo do potencial antagonico de isolados de S. sclerotiorum
provenientes de diferentes regides € essencial para avaliar a eficacia do biocontrole, uma
vez que a variabilidade genética do patdégeno pode influenciar sua suscetibilidade aos
agentes biologicos.

Com isso, 0 objetivo desse estudo foi avaliar as caracteristicas antagonicas de
T harzianum e B. subtilis em dois isolados de S. sclerotiorum e comparar a eficacia com

as formulagdes comerciais disponiveis para o biocontrole.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. LOCAL DE CONDUCAO EXPERIMENTAL

Os ensaios experimentais foram realizados no Laboratdrio de Microbiologia
Agricola e Fitopatologia da Faculdade de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal da

Grande Dourados.

2.2. TRATAMENTOS UTILIZADOS

Os ensaios experimentais compartilharam dos mesmos tratamentos, sendo:
controle (auséncia do antagonista), isolado de B. subtilis, isolado de T. harzianum, Raiz

Performance® e BioGreen®.

2.3. PRE-SELECAO DOS ISOLADOS FITOPATOGENICOS

Esclerddios de Sclerotinia sclerotiorum armazenados na Micoteca

Microbiana do Laboratorio de Microbiologia Agricola e Fitopatologia da UFGD foram
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selecionados para a realizacdo de pré-testes visando avaliar a viabilidade e caracterizar
seu comportamento in vitro. Ao final, dois isolados distintos em termos de patogenicidade
e crescimento micelial foram selecionados para a realizagao do presente ensaio

QUADRO 1. Caracterizagao dos isolados de Sclerotinia sclerotiorum de acordo com as
culturas de onde foram coletados, os municipios e ano de coleta.

CULTURA MUNICIPIO DE

COD. ISOLADO DE COLETA COLETA ANO
DC18 Céartamo Dourados (MS) 2018
PS16 Soja Palotina (PR) 2016

*ano de coleta

Os esclerddios desinfestados foram dispostos no centro de placas de Petri
contendo meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA) e incubados em camara do tipo
BOD sob condi¢gdes controladas de temperatura (25 = 2 °C) e fotoperiodo de 12 horas,

sendo repicados até a obtencao de culturas puras do fungo.

2. 4. MULTIPLICACAO DOS ISOLADOS SELECIONADOS

Apos a obtengdo de culturas puras, os isolados fungicos foram multiplicados
em Erlenmeyers contendo discos de cenoura (NASSER et al., 1995). Para tal, 200 g de
cenouras foram cortadas em discos com espessura aproximada de 2 mm e acondicionadas
em frascos Erlenmeyer de 1000 mL sendo, posteriormente, autoclavados por 20 min a
120° C £ 1 atm.

Apos o resfriamento, fragmentos de meio BDA contendo as culturas puras
foram depositados sobre o material. Em seguida, o conjunto foi tamponado com algodao
esterilizado e incubado a 25° C (+ 2° C) sob escuro continuo, permanecendo nessas
condig¢des por um periodo aproximado de 45 dias.

Por fim, os esclerddios produzidos foram coletados em peneira de 40 mesh
(0,42 mm) sendo lavados em agua corrente, posteriormente, foram secos em temperatura

ambiente e armazenados em camara fria (5° C) at€ o momento da utilizag3o.

2.5.ISOLAMENTO DE Bacillus subtilis E Trichoderma harzianum DE PRODUTOS
COMERCIAS

Para a extracdo da bactéria B. subtilis CCT 7993 (Solubio Raiz Performance®)
foi adotada a metodologia adaptada de Bettiol et al. (2022). Foram confeccionadas
laminas para observagcdo das células e esporos bacterianos em microscopio sendo

empregada a técnica de coloragdo de Gram para confirmacao do sucesso no isolamento.
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Para isolamento de T harzianum 1B19/17 do produto comercial BioGreen®,
foi preparada cerca de 150 mL de calda, utilizando agua destilada estéril. A suspensdo foi
agitada durante um periodo de 2 minutos em mesa agitadora a 200 rpm. Logo apds, com
o uso de micropipeta esterilizada foram transferidos 100 pL da suspensdo para a
superficie de cinco placas de Petri contendo meio de cultura BDA, sendo lacrado com
filme plastico e colocado em camara incubadora tipo BOD a 25°C e fotoperiodo de 12
horas. Ap6s o crescimento micelial, foram montadas ldminas em microscopio Otico para

observagao dos conidios e conidiéforos da espécie.

2. 6. ENSAIO I: EFEITO DE METABOLITOS VOLATEIS NO CONTROLE in
vitro DE Sclerotinia sclerotiorum

O efeito de metabdlitos volateis, produzidos pelos isolados antagénicos ou
presentes nos produtos comerciais, no crescimento micelial de S. sclerotiorum in vitro,
foi avaliado por meio da técnica das placas duplas, proposta por Dennis ¢ Webster (1971).

Nesta técnica, placas de Petri contendo meio cultura BDA solidificado
receberam os diferentes agentes antagonicos ao centro. Se tratando de isolados, um disco
de micélio (3 mm, @) colonizado por Trichoderma ou 1 algada de coldnias bacterianas de
B. subtilis CCT 7993 foram dispostas nas placas. Ao se tratar de produtos comerciais,
esses foram contidos em minipocos (5 mm, @) ao centro das placas, os quais foram
preenchidos com 50 pL da calda comercial.

Da mesma forma, no centro de outra placa de Petri, foi colocado um disco de
micélio colonizado pelo patdogeno. As placas contendo antagonista e patdogeno foram
sobrepostas formando uma atmosfera compartilhada (Figura 1). Por fim, o conjunto foi
selado com filme de parafina plastica, de forma que as placas contendo o patdogeno
ficassem na posi¢do superior € 0 antagonista na posicao inferior. O tratamento controle
foi representado por placas contendo o patdgeno, mas na auséncia do antagonista na parte
inferior. As placas foram incubadas em camara do tipo BOD a 25° C com fotoperiodo de

12 horas.

Sclerotinia sclerotiorum

_ [ ) —

Distancia entre as |, Filme de parafina plastica e
culturas: 28,6 mm plastico transparente
—_— L ] —

-

Agente de controle bioldgico
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FIGURA 1. Diagrama do experimento de inibi¢do do crescimento micelial de Sclerotinia
sclerotiorum exposto aos compostos organicos volateis dos diferentes agentes
antagonicos. Fonte: Adaptado de Dennis e Webster (1971).

As avaliagdes foram realizadas em intervalos periddicos de 12 horas apos a
incubagdo até a estabilizagcdo do crescimento no tratamento controle. Foi mensurado o
diametro da coldnia fingica em eixos ortogonais usando duas medidas diametralmente
opostas (X e Y) com auxilio de um paquimetro digital. Além disso, o efeito antagonista

foi determinado através do calculo da taxa de inibi¢ao (TI) usando a seguinte formula:

1 (PCADCT)
=— "X
DCA

Em que,

TI: é a taxa de inibic¢ao;

DCA: didmetro micelial da colonia na auséncia dos antagonistas (controle)
DCT: didmetro micelial da colonia na presenga dos antagonistas.

Para a é4rea abaixo da curva de progresso para o crescimento micelial
(AACCM) essa foi calculada com base no proposto por Shaner e Finney (1977), a partir

do comprimento médio micelial por meio da equacdo descrita abaixo:

Vi +Yiq
AACCM = z n—1 (T) X(Too; -T))
i=1

Onde, Yi: valores de crescimento de colonia na época de avaliagdo 1 (i=1, n)
Yi + 1: valores de crescimento de colonia i + 1 Ti: época da avaliagdo i, que considerou
o intervalo entre as avaliagdes. Ti+1: época da avaliacdo i +1 n: nimero de observagdes.
Os valores obtidos do crescimento micelial foram utilizados para o calculo do
IVCM (indice de velocidade de crescimento micelial) conforme Oliveira (1991), sendo

determinado através da equagao:

>.(D-Da)
IVCM=——7"—
N

Onde, D: diametro atual da colonia; Da; diametro da colonia do dia anterior;
N; ntimero de dias ap0s a inoculagao.

Para verificagdo do efeito na esclerogénese, as unidades experimentais foram
monitoradas periodicamente até a estabilizacao da formacao dos esclerddios no controle.
Com isso, foi registrado o tempo necessario para formagdo dos esclerddios (h),

quantidade formada (unid.) e massa total (mg).
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2. 7. ENSAIO II: AVALIACAO DA CAPACIDADE ANTAGONICA NO
CONTROLE in vitro DE Sclerotinia sclerotiorum EM CULTURAS PAREADAS

O efeito inibitério de metabolitos antiflingicos produzidos pelos
microrganismos ou contidos nos produtos formulados foi avaliado conforme a
metodologia proposta por Rosa et al. (2010). Nesse procedimento, dois discos de micélio
de S. sclerotiorum com 3 mm de diametro foram dispostos a 2 cm de ambas as bordas da
Placas de Petri (98 mm, @) e ao centro da placa foram dispostos os agentes de
antagonismo (Figura 2).

Agente de controle bioldgico

v 4
Sclerotinia sclerotiorum

FIGURA 2. Diagrama do experimento de inibi¢do do crescimento micelial de Sclerotinia
sclerotiorum exposto aos compostos organicos volateis dos diferentes agentes
antagonicos. Fonte: Adaptado de Silva (2020).

Com relagdo aos tratamentos, estes foram similares ao ensaio anterior. Assim,
cada microrganismo/formulado constituiu um tratamento, sendo dispostos nas placas
descartaveis respeitando algumas particularidades. Primeiramente, para o isolado de B.
subtilis, duas algadas contendo crescimento bacteriano foram dispostas ao centro das
Placas de Petri. Para T. harzianum, um disco de micélio (3 mm, @) do isolado foi
centralizado nas placas. Por fim, produtos comerciais foram contidos em minipogos (5
mm ) preenchidos com 50 puL da calda comercial. Para esse ensaio, o controle constituiu
apenas do crescimento do fungo na auséncia dos agentes antagdnicos. As placas foram
incubadas em camara do tipo B.O.D a 25°C com fotoperiodo de 12 horas.

A medicao do crescimento micelial foi realizada em intervalos periddicos de
12 horas incubagao até a estilizagdo do crescimento no tratamento controle com o auxilio
de um paquimetro digital, sendo realizadas aferi¢des no crescimento micelial do patégeno
em eixos ortogonais estabelecidos em ambos os discos do patdogeno presente em cada

unidade experimental.
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O efeito antagdnico foi calculado com base na taxa de inibig@o de crescimento
micelial (PIC), area abaixo da curva do crescimento micelial (AACCM), indice de

velocidade de crescimento (IVCM) e produgao de esclerodios.

2. 8. ANALISE VISUAL DA ESTRUTURA MORFOLOGICA DO MICELIO.

Tendo em vista que as relagdes antagonicas observadas no isolado DC18 de
S. sclerotiorum serem mais evidentes, optou-se por avaliar os danos morfologicos
causados pelos tratamentos. Foram confeccionadas laminas utilizando micélio do
fitopatdgeno proximo da regido de confronto coradas com azul de lactofenol para sendo

observadas em microscépio optico (40x/0.65).

2.9. ENSAIO III: POTENCIAL ANTAGONICO DE PRODUTOS COMERCIAIS
OU MICRORGANISMOS ISOLADOS NA GERMINACAO CARPOGENICA E
SOBREVIVENCIA DE ESCLERODIOS DE Sclerotinia sclerotiorum

Esclerddios do isolado DC18 de S. sclerotiorum produzidos in vitro passaram
por um processo de desinfestacdo superficial em solucdo de alcool 70% por 1 minuto,
hipoclorito de s6dio a 1% por 5 minutos, seguido por lavagem em agua destilada e
esterilizada por mais 1 minuto, assim como as caixas de acrilico também passaram pelo
mesmo processo para garantir as condi¢des assépticas do ensaio.

Ap0s a secagem das caixas, meio agar-agua foi vertido e solidificado para o
plaqueamento dos esclerodios respeitando o padrao de 4x5, resultando num total de 20
esclerodios por unidade experimental.

Ap0s o plaqueamento, foi pipetado 50 pL da suspensdo aquosa dos mesmos
tratamentos anteriores utilizados nos ensaios anteriores, com a adoc¢do de algumas
particularidades relacionadas aos isolados microbianos e aos formulados comerciais. Para
os isolados microbianos, foram ajustadas suspensdes aquosas com concentragdes
similares as dos produtos comerciais, sendo que, no caso do isolado bacteriano de B.
subtilis CCT 7993, a suspensao foi ajustada para 1,08 x 108 UFC/mL, enquanto o isolado
fungico de T. harzianum 1B19/17 foi preparado com 2,1 x 10° conidios/mL. Em relagdo
aos formulados comerciais, foi aplicada uma calda de 50 uL em cada esclerédio. O

controle foi representado pela aplicacao de 50 uL de dgua destilada estéril.
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Apds a aplicagdo, o conjunto Gerbox foi lacrado com filme pléstico e
colocado em camara incubadora tipo BOD a 15°C e fotoperiodo de 12 horas. Assim, cada
gerbox foi considerada uma unidade experimental sendo monitoradas periodicamente até
0 aparecimento dos estipes.

Imediatamente apos a detec¢do das primeiras estipes, tiveram inicio as
avaliagdes semanais onde foram quantificados: (1) nimero de esclerédios germinados,
(2) nimero de estipes por unidade experimental, (3) nimero de apotécios por unidade
experimental. Ao final, foi calculada a porcentagem de esclerdédios germinados, tempo
médio para o aparecimento dos apotécios, quantidade de estipes e apotécios formados e

a porcentagem de diferenciagdo de estipes em apotécios.

2.10. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISE ESTATISTICA

Para os ensaios de compostos volateis e difusiveis, os dados relativos ao
crescimento micelial dos isolados foram analisados individualmente em cada tempo de
incubacdo. Assim, os valores obtidos ao longo do tempo foram transformados em VX +
1 e submetidos a analise de variancia, quando significativos pelo teste F (p < 0,05) as
médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5%.

Para o ensaio de germinacdo carpogénica, os dados de germinagdo (%) foram
transformados em arco seno VX + 1 /100, e os demais em VX + 1, sendo submetidos a
analise de variancia. A andalise de regressdo foi realizada para verificar possiveis
associacoes entre dias apos a incubagdo (DAI) vs tratamento. Em casos de auséncia de
interacdo significativa (p > 0,05), as médias foram comparadas pelo Teste de Tukey a 5%

de probabilidade com o auxilio do programa SISVAR (FERREIRA, 2003).

3. RESULTADOS

3. 1. ENSAIO I: EFEITO DE METABOLITOS VOLATEIS NO CONTROLE in
vitro DE Sclerotinia sclerotiorum

O crescimento micelial do fungo S. sclerotiorum foi afetado negativamente
pelo efeito de compostos volateis produzidos por microrganismos antagonistas e/ou
presentes em formulagdes comerciais. Os diferentes agentes antagonicos influenciaram o
desenvolvimento micelial para ambos os isolados fitopatogénicos ao longo dos periodos

de incubacao (Apéndice A).
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3.1. 1. ISOLADO DC18
No periodo de 12 HAI, pouca interferéncia foi observada no crescimento da

coldnia fingica do isolado fitopatogénico DC18, sendo que, somente o produto comercial
BioGreen® apresentou diferenca significativa em relagdo ao controle (10,35 mm), com
diametro de 7,08 mm (Fig. 03-a). Assim, observou-se maxima inibi¢do para 0 mesmo
tratamento nesse periodo (31,61%) (Fig. 03-b).

No periodo posterior, sendo 24 HAI, ndo foram observadas diferencas
significativas no crescimento micelial entre os tratamentos. Apesar disso, a inibigdo
apresentou destaque mediante a utilizacdo do BioGreen® havendo 26,2% de inibi¢do
sobre a testemunha (Fig. 03-b).

Nos periodos de 36 a 48 HAI, a exposicao indireta a B. subtilis CCT 7993
resultou na redu¢do do crescimento micelial de S. sclerotiorum DCI18 apresentando
crescimento médio de 27,64 mm e 37,40 mm, respectivamente (Fig. 03-a), o que refletiu
em maior porcentagem de inibicéo (Fig. 03-b).

No periodo de 48 HAI, os compostos volateis produzidos por 7. harzianum
apresentaram baixa efetividade em inibir o crescimento do isolado DC18 do fitopatdgeno.
Assim, o diametro médio de coldnia fungica observada foi 54,77 mm, ndo diferindo da
testemunha (53,09 mm). Por sua vez, tal resultado corrobora com o observado nas
porcentagens de inibi¢do desse isolado apresentando valores negativos (-3,16%) (Fig. 03-

b).
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FIGURA 3. Crescimento micelial (mm) (a) e inibi¢ao do crescimento micelial (b) do
fungo Sclerotinia sclerotiorum DC18 sob influéncia de compostos volateis de
Bacillus subtilis, Trichoderma harzianum ou produtos microbioldgicos.
Dourados-MS, UFGD, 2024. Linhas ou colunas seguidas pela mesma letra
minuscula em um mesmo periodo nao diferem entre si, conforme o teste de
Tukey para os tratamentos (p < 0,05). " indica ndo significancia.
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Com relagdo ao periodo final de incubagdo para o DC18 de S. sclerotiorum,
somente compostos volateis produzidos por B. subtilis CCT 7993 foram eficazes em
reduzir o crescimento micelial do isolado fitopatogénico no periodo de 60 e 72 HAI,
havendo didmetro médio de coldnia fungica em 54,71 mm e 69,94 mm, respectivamente.
Com isso, B. subtilis apresentou maior efetividade em inibir o crescimento micelial do
fitopatdgeno, contudo, ndo diferiu do observado para Raiz Performance® e BioGreen®
(Fig. 03-b).

Por fim, para a Gltima avaliagao realizada no periodo de 84 HAI, compostos
volateis produzidos pelos tratamentos deixaram de afetar o crescimento micelial de S.
sclerotiorum DC18, ndo havendo diferencas significativas entre os tratamentos (p > 0,05).

Analisando a morfologia dos micélios em placas confrontadas com os
compostos volateis produzidos pelos microrganismos antagonistas, foi possivel observar
anormalidades recorrentes na estrutura fisica do micélio. Foi observado que a exposicao
a compostos volateis produzidos por B. subtilis CCT 7993 resultou no aumento
volumétrico entre os septos (Fig. 04 - d), enrolamento excessivo e estrangulamento da
parede celular. Ainda, compostos volateis produzidos por T. harzianum 1B19/17
apresentaram as mesmas anomalias citadas, com excec¢do do enrolamento das hifas do

patdgeno (Fig. 04 - ef).
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FIGURA 4. Microscopia Optica para analise visual micelial do fungo Sclerotinia
sclerotiorum DCI18 sob influéncia do confronto direto e a compostos
volateis oriundos de diferentes isolados ou produtos microbiologicos em
60 horas apds a incubacdo. Dourados-MS, UFGD, 2024. NOTA: (a) -
Testemunha; (b) — confronto direto com Trichoderma harzianum 1B19/17;
(c) — confronto direto com Bacillus subtilis CCT 7993; (d) — confronto com
compostos volateis produzidos por Bacillus subtilis CCT 7993; (e-f) —
confronto com compostos volateis produzidos por Trichoderma
harzianum 1B19/17. Todas as imagens possuem inser¢des com amplia¢ao

de 40/0,65. Nota: AVC — aumento de volume celular; RH — ramifica¢des hifais; EH —
enrolamento hifal; ES — estrangulamento de septos.

A respeito do indice de velocidade de crescimento micelial de S. sclerotioum,
verificou-se que os compostos volateis dos tratamentos ndo foram efetivos em reduzir a
velocidade do crescimento do isolado DC18 de S. sclerotiorum. Portanto, diferencas
significativas ndo foram observadas. Além disso, apenas a cepa CCT 7993 de B. subtilis,

afetou a AACCM em relacdo a testemunha (quadro 02).
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QUADRO 02. indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) e &rea abaixo da
curva do crescimento micelial (AACCM) do isolado DC18 de S.
sclerotiorum submetido a exposicdo de compostos volateis oriundos de
isolados ou produtos microbioldgicos. Dourados-MS, UFGD, 2024.

Tratamentos IVCM? AACCM
Testemunha 62,50 a 31294 a
Bacillus subtilis CCT 7993 5389 a 24554 b
Trichoderma harzianum IB19/17 61,94 a 313,26 a
Raiz Performance® 56,93 a 283,20 ab
BioGreen® 53,57 a 277,85 ab
CV (%) 4,3 9,81

Meédias seguidas pela mesma letra na coluna, nao diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.
1Para fins de andlise estatistica, os dados obtidos foram transformados em raiz de x+1

Em relacdo a esclerogénese, observou-se que a exposi¢do ao 7. harzianum
IB19/17 e BioGreen® reduziu a quantidade média de esclerddios formados. Entretanto,
apenas T. harzianum 1B19/17 ® foi efetivo em possibilitar uma menor massa total dos

esclerodios formados (quadro 03).

QUADRO 03. Tempo de formacdo, quantidade e massa total de esclerddios do isolado
DC18 de S. sclerotiorum sob influéncia direta de diferentes isolados e
produtos microbioldgicos. Dourados-MS, UFGD, 2024.

. Massa

Tratamentos T%E;PO Qua(r&tr']()jade Total

(mg)

Testemunha 159,87 a 32,20 a 428,40 a
Bacillus subtilis CCT 7993 187,33 a 23,50 a 303,20 ab
Trichoderma harzianum IB19/17 138,90 a 580 b 144,20 b
Raiz Performance® 144,49 a 17,40 ab 317,80 ab
BioGreen® 91,20 a 540 b 161,80 ab

CV (%) 50,65 27,73 41,75

Tempo médio, expresso em horas, para formacdo de uma populagdo de 50% do total de esclerddios
formados;

Médias seguidas pela mesma letra na coluna, nao diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.
Para fins de analise estatistica, os dados obtidos foram transformados em Raiz de x + 1

3.1.2. ISOLADO PS16

Em relacdo ao comportamento do PS16, a exposi¢cdo aos compostos volateis
do BioGreen® reduziu significativamente o crescimento micelial, apresentando valor
médio de 12,04 mm no periodo de 12 HAI (Fig. 05-a). No periodo de 24 HAI, apenas a
utilizagdo do Raiz Performance® foi significativamente menor ao controle, com
crescimento médio de 17,90mm. Contudo, ndo foram detectadas diferengas significativas
na taxa de inibicdo para ambos os periodos (Fig. 05-b).
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No periodo de 36 a 48 HAI, o confronto indireto com BioGreen® e Raiz
Performance® resultou em diminui¢do do crescimento micelial, com didmetro médio de
colonia de 26,95 mm e 31,05 mm para o periodo de 36 HAI, respectivamente, ¢ 33,46
mm e 34,27 mm, respectivamente, para o periodo de 48 HAI, diferindo estatisticamente
da testemunha, porém nao entre si (Fig. 05-a). O que por sua vez, manteve as mais altas
taxas de inibi¢do no mesmo intervalo em estudo (Fig. 05-b).

No periodo de 60 a 72 HAI, o isolado PS16 de S. sclerotiorum apresentou
maior sensibilidade aos compostos volateis dos produtos comerciais (Fig. 05-a). Assim,
BioGreen® e Raiz Performance® apresentaram a maior diminuicdo do crescimento
fangico para ambos os periodos, sendo 35,19 mm e 41,68 mm, respectivamente, em 60
HAI e 35,25 e 45,15 mm em 72 HAI, sendo ambos os resultados estatisticamente
semelhantes.

Seguindo os resultados anteriores, a mesma razdo foi observada para a
inibicdo do crescimento micelial. Assim, BioGreen® e Raiz Performance® apresentaram
valores de inibicao entre 57,76% e 49,97%, respectivamente, para o periodo de 60 HAI,
e 58,53% e 46,88%, respectivamente, em 72 HAI (Fig. 05-b).
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FIGURA 5. Crescimento micelial (mm) (a) e inibi¢ao do crescimento micelial (b) do
fungo S. sclerotiorum PS16 sob influéncia de compostos volateis de B.
subtilis, T. harzianum ou produtos microbioldgicos. Dourados-MS, UFGD,
2024. Linhas ou colunas seguidas pela mesma letra mintiscula em um mesmo
periodo nao diferem entre si, conforme o teste de Tukey para os tratamentos
(p <0,05). ™ indica néo significancia.
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O indice de velocidade de crescimento do isolado PS16 de S. sclerotiorum
apresentou reducdo significativa quando expostos a compostos volateis dos produtos
comerciais. Logo, BioGreen® e Raiz Performance® apresentaram as menores velocidades
de crescimento micelial. Reflexo desses parametros foram observados para AACCM

refletindo em menores valores (quadro 04).

QUADRO 04. indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) e érea abaixo da
curva do crescimento micelial (AACCM) do isolado PS16 de S.
sclerotiorum submetido a exposicdo de compostos volateis oriundos de
isolados ou produtos microbioldgicos. Dourados-MS, UFGD, 2024.

Tratamentos IVCM? AACCM
Testemunha 50,79 a 282,69 a

Bacillus subtilis CCT 7993 42,12 a 224,37 ab
Trichoderma harzianum IB19/17 4419 a 244,14 a
Raiz Performance® 29,95 b 152,65 bc
BioGreen® 2753 Db 148,19 ¢

CV (%) 7,53 18,13

Médias seguidas pela mesma letra na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.
Para fins de andlise estatistica, os dados obtidos foram transformados em raiz de x+1

Para o isolado PS16 de S. sclerotiorum, nao foram observadas diferengas
significativas para a esclerogénese e demais parametros mediante a exposicdo dos

compostos volateis originarios de isolados ou produtos microbiologicos.

3. 2. ENSAIO II: AVALIACAO DA CAPACIDADE ANTAGONICA NO
CONTROLE in vitro DE Sclerotinia sclerotiorum EM CULTURAS PAREADAS.

O crescimento micelial do fungo S. sclerotiorum foi afetado negativamente
pelo confronto direto com os microrganismos antagonistas e os produtos comerciais. Os
agentes antagdnicos influenciaram no micelial de ambos os isolados fitopatogénicos
quando confrontados diretamente em culturas pareadas ao longo dos periodos de

incubagdo (Apéndice A).

3.2.1.ISOLADO DC18
No periodo inicial de 12 a 24 horas ap6s a incubacao (HAI), o confronto

direto com T harzianum 1B19/17 e BioGreen® nio afetou o desenvolvimento micelial de
S. sclerotiorum DCI18, apresentando crescimento médio de 11,18 mm e 6,69 mm,
respectivamente para o intervalo de 12 HAIL e 19,95 mm e 12,86 mm, respectivamente

para o periodo de 24 HAI (Fig. 06-a).
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Por outro lado, observou-se que as confrontagdes diretas com B. subtilis CCT
7993 e Raiz Performance® apresentaram os menores crescimentos da colonia fiingica para
ambos os periodos, apresentando diametro médio de 2,70 mm e 1,08 mm em 12 HAI e,
7,26 mm e 5,90 mm para o periodo de 24 HAI, respectivamente (Fig 06-a).

Em relacdo as taxas de inibicao para o DC18 de S. sclerotiorum, observou-se
que no periodo de 12 HAI, houve a inibi¢do de 88,51%, 71,16% e 28,62% em relagdo a
testemunha quando feito o pareamento de culturas com Raiz Performance®, B. subtilis
CCT 7993 e BioGreen®, respectivamente. Nesse mesmo periodo, as porcentagens de
inibicdo para T. harzianum IB19/17 apresentaram valores negativos (-19,21%), indicando
a baixa eficiéncia de inibi¢do desse isolado quando confrontado com o DCI18 de S.
sclerotiorum (Fig. 06-b).

Nos intervalos subsequentes, o menor crescimento micelial foi observado ao
confrontar diretamente com Raiz Performance® e B. subtilis CCT 7993 com valores de
crescimento médio de 16,56 mm e 20,71 mm, respectivamente, para o intervalo de 36
horas apods a incubacgao e, 26,92 mm e 30,35 mm para o intervalo de 48 horas apos a
incubacdo, a qual diferiram significativamente da testemunha (30,74 mm e 40,04 mm,
respectivamente) (Fig. 06-a).

Em relacio a inibi¢do, Raiz Performance® e B. subtilis CCT 7993
apresentaram maior inibigdo do patdogeno DC18 no periodo de 36 e 48 horas apos a
incubacdo (Fig. 06-b). Em ambos os tempos avaliados, observou-se resultados
estatisticamente semelhantes.

O periodo final avaliativo para DC18 compreendeu entre 60 a 84 HAI. Assim,
todos os tratamentos apresentaram crescimento micelial inferior a testemunha (53,80 mm
e 59,57 mm, respectivamente), contudo, ndo diferiram entre si (Fig. 06-a), o que refletiu

na inibicao do crescimento micelial para o periodo citado (Fig. 06-b).
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FIGURA 06. Crescimento micelial (mm) (a) e inibicdo do crescimento micelial (b) do
fungo S. sclerotiorum DCI18 sob influéncia direta de B. subtilis, T
harzianum ou produtos microbioldgicos. Dourados-MS, UFGD, 2024.
Linhas ou colunas seguidas pela mesma letra miniscula em um mesmo
periodo ndo diferem entre si, conforme o teste de Tukey para os tratamentos
(p <0,05). ™ indica ndo significancia.
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Analisando a aparéncia morfologica do micélio na zona de confronto direta
com microrganismos antagonistas, foi possivel observar anormalidades morfolégicas. O
confronto com T harzianum 1B19/17 resultou no aumento do volume celular das hifas
havendo espessamento hifal e, em menor grau, foi observado o estrangulamento entre os
septos das hifas do patoégeno (Fig. 04 — b). Em lado oposto, o confronto com a bactéria
antagonista resultou em encurtamento das hifas e, por vezes, ramificagdes excessivas
(Fig. 04— c).

Por fim, para o ultimo periodo de incubagdo do DC18 compreendido em 84
HAI, todos os tratamentos demonstraram efetividade em diminuir o crescimento da
coldnia fungica final, havendo diferenca significativa em relagdo a testemunha (63,59
mm) (Fig. 06-a).

A inibi¢do do crescimento micelial apresentou variagdao entre 21,84%,
15,89% e 14,24% para T. harzianum 1B19/17, BioGreen® e B. subtilis CCT 7993,
respectivamente. Contudo, para os dois ultimos tratamentos citados, ndo foram
observadas diferencgas (p < 0,05).

A respeito da velocidade do crescimento micelial de S. sclerotiorum DC18
submetido a cultura pareada com agentes antagonicos, verificou-se que o confronto direto
com Raiz Performance® e B. subtilis CCT 7993 apresentaram os menores valores do
indice e para a area sob a curva de crescimento micelial (quadro 05).

QUADRO 05. indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) e area abaixo da
curva do crescimento micelial (AACCM) de S. sclerotiorum DC18

submetido ao confronto direto a diferentes isolados ou produtos
microbiologicos. Dourados-MS, UFGD, 2024.

Tratamentos IVCM? AACCM
Testemunha 50,28 a 23447 a

Bacillus subtilis CCT 7993 32,69 bc 181,36 b
Trichoderma harzianum IB19/17 4561 a 197,97 ab
Raiz Performance® 29,87 ¢ 167,97 b
BioGreen® 40,02 ab 199,44 ab

CV (%) 6,76 10,01

Meédias seguidas pela mesma letra na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.
IPara fins de analise estatistica, os dados obtidos foram transformados em Raiz de x+1

Em relagdo a esclerogénese, o confronto direto com 7. harzianum 1B19/17
antecipou a formacdo de uma populacdo parcial de esclerddios do isolado DC18. Além
disso, o isolado antagonista e o BioGreen® reduziram a quantidade e a massa total de
esclerodios formados (quadro 06). Para os demais tratamentos, ndo houve diferencas

estatisticas entre si.
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QUADRO 06. Tempo de formacdo, quantidade e massa total de esclerddios de
diferentes isolados de S. sclerotiorum DC18 sob influéncia direta de
diferentes isolados e produtos microbioldgicos. Dourados-MS, UFGD,

2024,
., Quantidade Massa Total

Tratamentos Tempo (H) (un) (mg)
Testemunha 161,00 ab 25,60 a 399,40 a
Bacillus subtilis CCT 7993 161,00 ab 21,40 a 266,80 a
Trichoderma harzianum IB19/17 86,40 b 1,20 b 12,00 b
Raiz Performance® 151,80 ab 24,20 a 342,20 a
BioGreen® 188,80 a 420 b 40,80 b
CV (%) 31,23 14,83 14,95

Tempo medio, expresso em horas, para formacdo de uma populacdo de 50% do total de esclerddios
formados; médias seguidas pela mesma letra na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de
probabilidade. Para fins de anélise estatistica, os dados obtidos foram transformados em Raiz de x + 1

3.2.2.ISOLADO PS16
O isolado PS16 nao apresentou diferengas significativas entre os tratamentos

durante os periodos de 12 e 24 HAI (Fig. 07-a), havendo o mesmo comportamento no que

diz respeito a taxa inibitéria sobre o PS16 para o periodo citado (Fig. 07-b).
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FIGURA 07. Crescimento micelial (mm) (a) e inibi¢do do crescimento micelial (b) do

fungo S. sclerotiorum PS16 sob influéncia direta de B. subtilis, T. harzianum
ou produtos microbiologicos. Dourados-MS, UFGD, 2024. Linhas ou colunas
seguidas pela mesma letra minuscula em um mesmo periodo ndo diferem
entre si, conforme o teste de Tukey para os tratamentos (p < 0,05). ™ indica
ndo significancia.



46

O efeito visual dos tratamentos comecou a se tornar evidente em 36 HAI ao
observar o comportamento do isolado PS16 de S. sclerotiorum, sendo possivel observar
as zonas de contato intimo entre antagonista e patogeno (Fig. 8). Com isso, o menor
crescimento micelial foi observado no confronto com 7. harzianum 1B19/17 e B. subtilis
CCT 7993, sendo estatisticamente equivalentes (Fig. 07-a). Nas avaliacdes de 48 HAI,

todos os tratamentos diferiram da testemunha, no entanto, ndo diferindo entre si.

B. subtilis

CCT 7993

Controle B. subtilis

cCT 7993 harzianum 1B1917

Raiz Performance

FIGURA 08. Crescimento micelial (PIC) dos isolados PS16 (a) e DC18 (b) de S.
sclerotiorum sob influéncia direta de diferentes isolados ou produtos
microbiologicos em 36 horas apds a incubagdo. Dourados-MS, UFGD,
2024.

O periodo final de incubagao compreendeu entre 60 a 72 horas. Assim, em 60

HAI, o menor crescimento micelial foi observado quando houve o pareamento com 7

harzianum 1B19/17, BioGreen® e B. subtilis CCT 7993, apresentando crescimento

micelial médio de 43,23 mm, 48,62 mm e 48,39 mm, respectivamente (Fig. 07-a).

A maior inibig¢do do fitopatdogeno PS16 observada para esse periodo foi de

32,12%, mediante a confrontacdo com 7. harzianum 1B19/17. Entretanto, tal observacao

ndo diferiu significativamente de B. subtilis CCT 7993 e BioGreen® com valores entre

23,99% e 23,64%, respectivamente (Fig. 07-b).

Para o periodo de 72 HAI do PS16, apenas o confronto com 7. harzianum

IB19/17 e BioGreen® apresentaram didmetro de coldnia inferior a testemunha (63,68

mm), com valores compreendidos entre 45,18 mm e 48,93 mm. Em adi¢@o, ndo houve

diferenca significava entre as taxas de inibicao conferidas pelos tratamentos no periodo

analisado.
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O isolado PS16 de S. sclerotiorum apresentou menor velocidade de
crescimento quando confrontado com T. harzianum 1B19/17 e B. subtilis CCT 7993
(quadro 07). Por sua vez, com excecdo do produto comercial Raiz Performance®, todos
0s demais tratamentos foram efetivos em reduzir o valor da AACPD em relacédo a

testemunha (229,16) mas foram estatisticamente semelhantes.

QUADRO 07. indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) e é&rea abaixo da
curva do crescimento micelial (AACCM) de S. sclerotiorum PS16
submetido ao confronto direto a diferentes isolados ou produtos
microbiologicos. Dourados-MS, UFGD, 2024.

Tratamentos IVCM? AACCM
Testemunha 41,35 a 229,16 a

Bacillus subtilis CCT 7993 34,03 b 181,22 b
Trichoderma harzianum IB19/17 3142 b 168,31 b
Raiz Performance® 36,65 ab 198,07 ab
BioGreen® 3529 ab 191,69 b

CV (%) 4,28 8,78

Médias seguidas pela mesma letra na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.
Para fins de anlise estatistica, 0s dados obtidos foram transformados em Raiz de x+1

Em relacdo a esclerogénese, 0s agentes antagonicos T. harzianum 1B19/17 e
BioGreen® foram efetivos em inibir completamente a formagdo dos esclerddios. Em
adicdo, para os demais tratamentos, ndo foram observadas diferengas significativas,
quando comparado com a testemunha (quadro 08).

QUADRO 08. Tempo de formacgdo, quantidade e massa total de esclerédios de
diferentes isolados de S. sclerotiorum PS16 sob influéncia direta de
diferentes isolados e produtos microbiolégicos. Dourados-MS, UFGD,

2024,
Tempo Quantidade Massa Total

Tratamentos (HY: (un) (mg)
Testemunha 138,14 a 23,40 a 268,20 a
Bacillus subtilis CCT 7993 190,80 a 17,20 a 22320 a
Trichoderma harzianum IB19/17 - - 0,00 b 0,00 b
Raiz Performance® 151,52 a 13,20 ab 189,40 a
BioGreen® - - 0,00 b 0,00 b
CV (%) 47,73 47,19 65,58

Tempo médio, expresso em horas, para formagdo de uma populacdo de 50% do total de esclerddios
formados; médias seguidas pela mesma letra na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de
probabilidade. Para fins de andlise estatistica, os dados obtidos foram transformados em Raiz de x + 1.
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3. 3. ENSAIO III: POTENCIAL ANTAGONICO DE PRODUTOS COMERCIAIS
OU MICRORGANISMOS ISOLADOS NA GERMINACAO CARPOGENICA E
SOBREVIVENCIA DE ESCLERODIOS DE Sclerotinia sclerotiorum.

A germinacao carpogénica e os parametros associados foram afetados pelo
contato direto com microrganismos antagonistas e/ou formula¢des comerciais. Contudo,
a analise de variancia revelou ndo haver interacdo significativa (p > 0,05) entre os
tratamentos nos diferentes tempos avaliados. Assim, as respostas observadas entre os
diferentes agentes antagonicos e os parametros testados para o isolado DC18 foram
comparadas isoladamente.

A primeira avaliacdo iniciou-se 62 dias apds a incubacgdo sendo realizada
semanalmente até o 111 DAI, onde se constatou a estabilizacdo da emissao de estipes e
apotécios no tratamento controle. Assim, em relacdo a germinacao carpogénica (%), Raiz

Performance®

resultou na maior média observada (33,87%), diferindo da testemunha
(27,25%). O tratamento com a suspensao ajustada de conidios de 7. harzianum 1B19/17
resultou na maior redu¢do da taxa de germinacao de esclerodios (16,50%) (Fig. 09-a).

O maior niimero médio de estipes formados por unidade experimental foi
observado no tratamento dos esclerddios com Raiz Performance® (23,8), diferindo
significativamente da testemunha (6,0) (Fig. 09-b).

Ao se tratar do numero médio de apotécios formados por unidade
experimental, esclerédios tratados com Raiz Perfomance® também apresentou maior
média de apotécios formados (17,40), ndo diferindo do BioGreen® (7,80).

Corroborando com o observado, a utilizacio de BioGreen® e Raiz
Performance® afetaram positivamente a diferenciagdo de estipes em apotécios. Assim,
com relagdo a formulagdo fingica, cerca de 39,01% dos estipes formados completaram o
desenvolvimento e diferenciaram em apotécios. Seguindo o mesmo padrdo, Raiz

Performance® apresentou média de 24,38% de diferenciagio. (Fig. 09-d).
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FIGURA 09. Porcentagem de germinacdo carpogénica do fungo S. sclerotiorum e

parametros associados do isolado DC18 sob influéncia de B. subtilis, T.
harzianum ou produtos microbioldgicos. Dourados-MS, UFGD, 2024.
Barras seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, conforme o teste de
Tukey (p < 0,05). ™ indica ndo significancia.

Por fim, para o tempo médio para o aparecimento dos apotécios, ndo foram

observadas diferencas significativas entre os tratamentos, conforme do teste de F da

ANOVA (p > 0,05) (Fig. 09-¢).
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4. DISCUSSAO

Acreditava-se inicialmente que as formulagdes comerciais poderiam
apresentar uma maior eficacia no processo de biocontrole in vitro em um amplo espectro
de isolados de um mesmo fitopatdgeno, devido a maior concentracdo de metabolitos
disponiveis e armazenados nos formulados com maior efetividade a um amplo espectro
de isolados de um mesmo fitopatdégeno. Contudo, observamos uma contradig¢do parcial a
hipotese, ja que isolados de diferentes regides apresentaram sensibilidade variavel as
formulagdes e culturas puras.

Assim, B. subtilis ¢ Raiz Performance® foram efetivos em inibir o
crescimento de S. sclerotiorum DC18 no inicio da incubag@o por metabolitos difusiveis
permanecendo o comportamento até o periodo de 84 horas apos a incubagdo. No entanto,
o biocontrole direto ndo foi igualmente eficaz para o isolado PS16, sendo efetivo apenas
a partir de 36 HAI. Em adicdo, este ultimo isolado apresentou maior sensibilidade aos
metabolitos volateis produzidos por esses tratamentos. Essas respostas entre isolados do
patégeno podem indicar variagdes na especificidade sugerindo maior sensibilidade dos
isolados de S. sclerotiorum aos compostos volateis e difusiveis de origem bacteriana.

Aliado a possivel sensibilidade distinta dos isolados fitopatogénicos, as fontes
de nutrientes disponiveis no meio de cultura também podem influenciar a secrecdo de
compostos com propriedade antifingica (CHANG et al., 2021). Meio de crescimento
microbiano com baixa qualidade nutricional pode influenciar negativamente a sintese de
biomoléculas, atrasando a liberacdo de metabolitos antifiingicos, visto que a produ¢do
ocorre na fase pds estabelecimento do antagonista conforme os resultados observados por
XIONG et al. (2022) e BAPTISTA et al. (2022).

Essas informagdes explicam a diferenca de desempenho entre a cepa e o
produto comercial. A presenca de 70% m/v de compostos organicos na formulag¢do do
Raiz Performance®, possivelmente, sustentou o desenvolvimento nutricional e a produgio
de moléculas antibioticas, inibindo efetivamente o crescimento, AACCM e a velocidade
da colonia fungica.

A capacidade do antagonista em alterar o ciclo de vida do fitopatdogeno foi
evidente ao final do periodo de incubacdo em ambos os ensaios envolvendo compostos
volateis e difusiveis. Nesse contexto, 7. harzianum demonstrou interferir

significativamente no ciclo de vida dos isolados do fitopatdgeno, inibindo a formacgao de
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estruturas de sobrevivéncia do fungo. Essa caracteristica destaca seu alto potencial de

aplicagdo, considerando sua capacidade de reduzir o indculo disponivel no campo.

Possivelmente, essa interferéncia no ciclo de vida ¢ reflexo do potencial de
micoparasitismo conferido por 7 harzianum (SILVA et al., 2022b). Ainda, mesmo que
haja a producdo de esclerddios, ¢ possivel que o contato com os metabolitos do
Trichoderma possa alterar a producdo do acido oxalico, componente crucial para a
patogenicidade de S. sclerotiorum, dificultando o estabelecimento de novas infecgdes
(WU etal., 2023).

Apesar de reduzirem a velocidade e a area sob a curva de crescimento

micelial, B. subtilis e Raiz Performance®

ndo afetaram os parametros de esclerogénese.
Isso indica que a acdo antagdnica ¢ fungistitica e ndo persistente, permitindo a
esclerogénese. Similaridade foi observada por Akgul e Belguzar (2024) onde o confronto
direto com B. cereus afetou somente o crescimento micelial, ndo tendo efeito na formagao
de esclerodios.

A auséncia de efeito significativo no IVMC e AACCM ao usar 7. harzianum
pode ser atribuida ao atraso no contato entre o antagonista e o patégeno, devido a alta
velocidade de crescimento micelial do isolado DC18 (quadro 2). Assim, patdgenos com
rapido crescimento micelial, como S. sclerotiorum, podem comprometer a eficiéncia do
biocontrole, conforme observado por Shang et al. (2024). Em contraste, o isolado PS16
apresentou sensibilidade ao contato direto com 7. harzianum, resultando em uma redugdo
significativa no IVMC e AACCM. Esses resultados indicam que diferentes isolados
fitopatogénicos possuem niveis variados de sensibilidade ao mesmo agente antagonico,
reforcando a ideia de comportamentos intraespecificos no controle biologico.

Foi observado um maior o desempenho dos metabolitos volateis do
BioGreen® em reduzir o crescimento micelial de ambos isolados, quando comparado com
T harzianum. Essa diferenga no desempenho entre o produto formulado e o
microrganismo isolado (7. harzianum) pode ser atribuida ao perfil quantitativo dos
metabolitos volateis emitidos pelo BioGreen® em comparagio ao microrganismo isolado.
Possivelmente, o produto comercial poderia conter uma maior presenca de compostos
quimicos com a¢do antimicrobiana, liberando uma maior quantidade de metabolitos
volateis nos primeiros periodos de incubagdo (12 a 36 HAI), inibindo mais efetivamente
o patogeno do que o isolado de 7. harzianum, que ainda estava em estagio de

estabelecimento.
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De maneira similar, os dados obtidos corroboram com Marques et al. (2022)
e Montalvédo et al. (2023) onde compostos volateis produzidos por Trichoderma néo
apresentaram inibicdo no crescimento de S. sclerotiorum, havendo maior efeito de
metabolitos difusiveis, com supressao de até 52% no crescimento do patogeno.

As alteracdes morfoldgicas observadas podem estar ligadas a secrecdo de
lipopeptideos ciclicos produzidos por B. subtilis, sendo capazes de alterar processos vitais
como o desenvolvimento da parede celular e a sintese da membrana celular (LIANG et
al., 2023; NARASIMMAN ¢ RAMACHANDRAN, 2023; YOUSFI et al., 2024).

O ergosterol, principal componente da membrana celular flngica
(RODRIGUES et al., 2018), ¢ alvo de metabolitos com propriedades anfifilicas
produzidos por B. subtilis, que ao se ancorarem na camada lipidica da membrana fingica
promovem alteragdes fisico-quimicas, resultando em deformagdes e segmentos pouco
desenvolvidos (Fig. 06 - ¢). Resultados semelhantes foram reportados por Yang et al.
(2020), que observaram a supressdo do crescimento micelial de S. sclerotiorum e
deformacdes na morfologia hifal em interacdo direta com B. amyloliquefaciens.

Por fim, foi observado que os produtos comerciais estimularam a germinacao
carpogénica, a emissdo de estipes e a diferenciacdo em apotécios em comparagdo aos
isolados microbianos (fig. 9). Isso sugere que os metabolitos presentes nas formulagdes
comerciais podem ter induzido respostas de sobrevivéncia do patégeno, induzindo a
expressao do fenotipica para adaptacdo e sobrevivéncia a condi¢do experimental in vitro.

Em contradi¢gdo aos resultados observados, outros autores observaram
efetividade dos metabolitos volateis de 7. azevedoi em inibir a germinacao carpogénica.
Em complemento, os autores relatam que a atmosfera compartilhada entre patdgeno e
antagonista induziu sinais especificos de comunicacdo na transcrigdo de genes de defesa
no patdgeno na tentativa de induzir a sobrevivéncia a agdo antagénica in vitro (SILVA et
al., 2022b).

A acdo inibitéria dos compostos difusiveis e volateis de microrganismos
antagonistas em S. sclerotiorum ja foi descrita em outros estudos. No entanto, este é o
primeiro estudo que teve como objetivo elucidar diferentes respostas de isolados
fitopatogénicos as formulagdes comerciais e seus respectivos microrganismos de origem.

Em perspectivas futuras, € necessario atestar se essas diferencas séo
observadas em condi¢fes in vivo, com um hospedeiro compativel na condicdo de
biocontrole, uma vez que, as condic¢des controladas de um experimento in vitro, como

temperatura, umidade e nutrientes, sdo mais homogéneas e previsiveis do que as
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condigdes do ambiente real onde as plantas séo cultivadas, podendo influenciar o
desempenho dos isolados microbioldgicos.

5. CONCLUSAO

Os resultados obtidos evidenciam que isolados patogénicos de diferentes
localidades respondem de maneira distinta as interagdes antagonicas de microrganismos
e produtos microbioldgicos.

B. subtilis e Raiz Performance® apresentaram maior efetividade em reduzir o
crescimento da colonia fungica, além de interferir na velocidade de crescimento e na area
abaixo da curva de progresso para o crescimento micelial de ambos os isolados de S.
sclerotiorum. Contudo, o0 mesmo comportamento ndo foi observado na esclerogénese.

T harzianum e BioGreen® apresentaram elevada efetividade em afetar a
esclerogénese, o que indica a possibilidade de atuarem como redutor de indculo no ciclo
primario da doenga.

Por fim, produtos comerciais estimularam os parametros associados a
germinagdo carpogénica, indicando alteragdes na fisiologia do patdogeno mediante a

condicao estimulada in vitro.
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CAPITULO 2: BIOCONTROLE COM F ORMULAC()ES E ISOLADOS DE
Bacillus subtilis e Trichoderma harzianum INFLUENCIAM NO METABOLISMO
FOTOSSINTETICO E DE DEFESA CONTRA Sclerotinia sclerotiorum

RESUMO

O mofo branco ¢ uma doenga potencialmente destrutiva que afeta a cultura da soja em
todo o mundo. Dentre as praticas de gerenciamento da doenca, o controle bioldgico ¢ uma
alternativa promissora, atuando por mecanismos antagonicos como a indugdo de
resisténcia no hospedeiro, competicdo por recursos, producdo de compostos
antimicrobianos e parasitismo direto sobre os patdogenos. Contudo, pouco se sabe sobre
as diferencas no potencial antagonico de culturas puras e formulados comerciais no
controle do mofo branco na cultura da soja. Portanto, este estudo teve como objetivo
investigar as diferencgas na eficacia entre produtos microbioldgicos e culturas puras de
antagonistas na indu¢do de resisténcia ao mofo branco em soja, além de elucidar os
mecanismos fisioldgicos que promovem essa resisténcia contra S. sclerotiorum. O
experimento foi conduzido em casa de vegetacao e, posteriormente, em sala climatizada,
em arranjo fatorial 2 x 7. Assim, duas cultivares de soja (MSOY 6410 ¢ DM64i63)
receberam aplicacdes sete tratamentos, sendo eles: Bion®, Raiz Performance®,
BioGreen®, suspensio ajustada de B. subtilis e suspensio ajustada de 7. harzianum no
estagio V3. Além disso, para comparacdo e caracterizagdo do processo de indugdo de
resisténcia, o ensaio constou de duas testemunhas ndo tratadas inoculadas ou ndo com o
fitopatogeno. Decorridos 7 dias apos a aplicagdo, procedeu-se a inoculacdo com o
patégeno pelo método do peciolo, com avaliacdes das trocas gasosas e a eficiéncia
quantica fotoquimica aos 3 e 5 dias apds a inoculagao (DAI), enquanto que aos 7 DAI
avaliou-se o indice de clorofila, indices de patometria e atividade de enzimas
antioxidantes. Os tratamentos biologicos reduziram o tamanho da lesdo e a area abaixo
da curva de progresso da doenga, embora com desempenho inferior ao Bion®. De maneira
geral, B. subtilis, ¢ BioGreen® promoveram ajustes metabolicos nos componentes
bioquimicos que garantiram o incremento no metabolismo fotossintético aos 5 DAL
Houve aumento no teor de proteinas totais em plantas sob tratamento biologico onde,
Raiz Performance® apresentou similaridade a testemunha ndo inoculada. O metabolismo
antioxidante foi influenciado sistemicamente pela aplicacdo de produtos e isolados
microbiologicos reduzindo a atividade da enzima superoxido dismutase e ainda,
cultivares responderam de maneira distinta a atividade da peroxidase sendo os efeitos
mais evidentes na cultivar MSOY 6410. Esses resultados destacam o potencial dos
produtos microbiologicos em modular respostas metabolicas e antioxidantes, garantindo
o crescimento vegetal e a sobrevivéncia do hospedeiro por promover resisténcia ao mofo
branco na soja.

Palavras-chave: Mofo branco, acibenzolar-s-metil, indugdo de resisténcia, componente
antioxidante.
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CHAPTER 2: BIOCONTROL WITH FORMULATIONS AND ISOLATES OF
Bacillus subtilis and Trichoderma harzianum INFLUENCE PHOTOSYNTHETIC
METABOLISM AND DEFENSE AGAINST S. sclerotiorum

ABSTRACT

White mold is a potentially destructive disease that affects soybean crops worldwide.
Among the disease management practices, biological control is a promising alternative,
acting through antagonistic mechanisms such as induction of resistance in the host,
competition for resources, production of antimicrobial compounds, and direct parasitism
on the pathogens. However, little is known about the differences in the antagonistic
potential of pure cultures and commercial formulations in controlling white mold in
soybean crops. Therefore, this study aimed to investigate the differences in efficacy
between microbiological products and pure cultures of antagonists in inducing resistance
to white mold in soybean, in addition to elucidating the physiological mechanisms that
promote this resistance against S. sclerotiorum. The experiment was conducted in a
greenhouse and, later, in an air-conditioned room, in a 2 x 7 factorial arrangement. Thus,
two soybean cultivars (MSOY 6410 and DM64163) received seven treatments, namely:
Bion®, Raiz Performance®, BioGreen®, adjusted suspension of B. subtilis and adjusted
suspension of 7. harzianum at stage V3. In addition, for comparison and characterization
of the resistance induction process, the assay consisted of two untreated controls
inoculated or not with the phytopathogen. Seven days after application, inoculation with
the pathogen was carried out by the petiole method, with evaluations of gas exchange and
photochemical quantum efficiency at 3 and 5 days after inoculation (DAI), while at 7
DAL, the chlorophyll index, pathometry indices and activity of antioxidant enzymes were
evaluated. Biological treatments reduced lesion size and the area under the disease
progress curve, although with lower performance than Bion®. In general, B. subtilis and
BioGreen® promoted metabolic adjustments in biochemical components that ensured an
increase in photosynthetic metabolism at 5 DAI. There was an increase in total protein
content in plants under biological treatment, where Raiz Performance® showed similarity
to the non-inoculated control. Antioxidant metabolism was systemically influenced by
the application of microbiological products and isolates, reducing the activity of the
superoxide dismutase enzyme. Furthermore, cultivars responded differently to peroxidase
activity, with the effects being most evident in cultivar MSOY 6410. These results
highlight the potential of microbiological products to modulate metabolic and antioxidant
responses, ensuring plant growth and host survival by promoting resistance to white mold
in soybean.

Keywords: White mold, acibenzolar-s-methyl, resistance induction, antioxidant
component.
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1. INTRODUCAO

A soja (Glycine max [L.] Merril) é uma importante cultura para a economia
global, especialmente em paises em desenvolvimento, devido ao seu alto teor de proteina
e a versatilidade de seus subprodutos (RAMLAL et al., 2022; RAMLAL et al., 2024),
colocando o Brasil como o maior produtor e exportador mundial de soja in natura
(USDA, 2024).

A Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB) projeta que a area
brasileira de semeadura de soja na safra 2024/25 sera de 47,33 milhdes de hectares, com
um crescimento de 2,8% em relacdo a safra anterior, impulsionado pela expansdo das
fronteiras agricolas (CONAB, 2024). Entretanto, a produtividade da soja enfrenta
desafios, sendo um dos principais o fungo Sclerotinia sclerotiorum, responsavel por
perdas de até 70% em regides com condi¢cdes climdticas favoraveis ao seu
desenvolvimento (WILLBUR et al., 2019; BANDARA et al., 2020; YANG et al., 2022)

Esse patdégeno hemibiotréfico ocasiona a doenga conhecida como mofo
branco e afeta a integridade morfofisiologica de orgdos vegetais, tanto acima quanto
abaixo do solo (ZHU et al., 2024). Nos estagios iniciais de infec¢ao, a producdo de acido
oxalico pelo patdgeno suprime as defesas do hospedeiro, alterando o estado redox do das
células infectadas por acidificar os tecidos infectados, alterando o pH das células e
desregulando as fungdes estomaticas, o que leva a morte celular programada semelhante
a apoptose (DANIEL et al., 2024; ZHU et al., 2024; DUO et al., 2025). Com o avango da
infeccdo, o acido oxalico anula a atividade das enzimas antioxidantes, levando ao
acumulo das espécies reativas de oxigénio (02! e H20,), afetando assim, a integridade
estrutural das células do hospedeiro (HOSSAIN et al., 2023). Com isso, retardar essa
explosao oxidativa pode ser uma via para induzir resisténcia no hospedeiro.

Embora existam diversos produtos quimicos destinados ao controle da doenga
(MAPA, 2024), seu desempenho tem sido insatisfatorio devido a fatores como dose,
frequéncia de aplicagdo, localizagdo da aplicagdo, intensidade do indculo e toxicidade
ambiental (MEYER et al., 2022; BARRO et al., 2019; WU et al., 2023). Além disso,
existe a possibilidade de o uso indiscriminado dessas moléculas estimular a selegdo de
populagdes resistentes do patogeno (ISLAM et al., 2024). Assim, o uso de agentes de
biocontrole (BCA) surge como uma alternativa sustentavel e complementar de manejo da

doenca.
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As respostas imunes durante a interagdo planta-patégeno-BCA sdo altamente
complexas e diferem entre espécies hospedeiras pois estdo intimamente ligadas com o
modo de infecgdo e o estilo de vida do patogeno (MCDONALD ¢ STUKENBROCK,
2016). Assim, as plantas podem se proteger contra o ataque de patogenos através de
alteracdo na estrutura fisica da parede celular impedindo a entrada e/ou dificultando a
colonizagao dos tecidos do hospedeiro. Além disso, respostas quimicas contra a infec¢ao
podem ser observadas no processo de indugdo de resisténcia tais como a producao de
fitoalexinas, glucanases, compostos fenolicos e inducdo da atividade das enzimas
antioxidantes (RISEH e VAZVANI, 2024).

Diversos microrganismos demonstraram propriedades antagdnicas em
relacdo a S. sclerotiorum. A rizobactéria B. subtilis, por exemplo, reduziu o progresso da
doenca em soja, diminuindo a producdo de 4cido oxalico pelo patégeno e estimulando o
crescimento da planta por meio da produ¢do de fitohormonios e enzimas proteoliticas
(AYAZ et al., 2024). Outro exemplo é o fungo 7. harzianum que atua no biocontrole
competindo por nutrientes, secretando substancias que induzem a resisténcia e a
expressdo de genes envolvidos nas vias de sinaliza¢do de jasmonato e etileno (HASSAN
etal., 2023; KAPPEL et al., 2024; PHILIP et al., 2024).

Pesquisas recentes indicam que espécies resistentes a patdgenos
hemibiotréficos apresentam uma redugdo na atividade fotossintética como parte de uma
estratégia para redirecionar recursos metabolicos as vias relacionadas ao sistema de
defesa celular, o que permite mitigar os danos provocados pela explosdo oxidativa
desencadeada durante a infeccdo (OLIVEIRA et al.,, 2023). Assim, o uso de
microrganismos benéficos ou de seus metabdlitos emerge como uma alternativa
promissora para sustentar o aparato fotossintético da planta durante os periodos de
estresse causado pela infec¢do, promovendo, assim, a inducdo de resisténcia a doencas
(ROSSI et al., 2021; GOMEZ-GODINEZ et al., 2023).

A eficacia no controle do fitopatoégeno depende da formulacao comercial, ja
que a combinagdo de Trichoderma e Bacillus com compostos organicos € inorganicos
pode influenciar o sucesso do antagonismo, apresentando comportamentos diferentes as
acoes isoladas dos microrganismos (JANGIR et al., 2021; MARTINEZ et al., 2023).
Contudo, poucos sdo os trabalhos que avaliam o efeito associado de BCA nas alteracdes
fisioldgicas e enzimdticas em plantas de soja infectadas com S. sclerotiorum.

Dessa forma, surgiu o seguinte questionamento: Existem diferencas entre o

potencial antagonico de culturas puras e produtos bioldgicos na indugdo de alteragdes
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metabolicas em plantas de soja infectadas com o patdogeno, que promovem a resisténcia
e, consequentemente, impedem a progressao da doenca?

O presente estudo teve como objetivo avaliar as diferencas na eficacia entre
produtos microbioldgicos e culturas puras de antagonistas na indugdo de resisténcia ao
mofo branco em soja, bem como investigar os mecanismos fisioldgicos subjacentes a

resisténcia contra S. sclerotiorum.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. LOCAL DE CONDUCAO EXPERIMENTAL

O ensaio experimental foi desenvolvido em casa de vegetagdo e,
posteriormente, em sala climatizada anexa ao Laboratorio de Microbiologia Agricola e
Fitopatologia da Faculdade de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal da Grande
Dourados. O clima predominante da regido segundo a classificacdo de Kdeppen (1948) ¢
do tipo Cfa (clima temperado umido), com precipitagdo média anual de 1.410 mm (FIETZ
et al., 2017). Para o acompanhamento da temperatura ¢ umidade relativa do ambiente de
cultivo, foi realizada a mensuragdo utilizando termo-higrometro, sendo o resultado

expresso na figura O1.
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FIGURA 1. Temperatura e umidade relativa do ar durante o periodo de conducio
experimental. Separagdo temporal em verde representa o periodo anterior a
inoculacdo e, em vermelho, indica o periodo a partir da inoculagdio com o
fitopatogeno. NOTA: intensidade luminosa na sala de crescimento aferida foi de
1225 x10 Lux.
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2. 2. CULTIVARES, PREPARO DOS VASOS E SEMEADURA

Para verificar o efeito dos tratamentos no processo de indugdo de resisténcia,
duas cultivares de soja com comportamentos distintos a S. sclerotiorum foram
selecionadas previamente. Assim, uma cultivar considerada suscetivel (DM 64163) e
outra, classificada como moderadamente resistente (MONSOY 6410 IPRO) foram
selecionadas e as caracteristicas relativas a variabilidade em tipo de crescimento e grupos

de maturidade estdo apresentadas no quadro 1.

QUADRO 1. Caracterizagdo agrondmica das cultivares utilizadas no presente

ensaio.
. Habito de Grupo de Altura média
Cultivar . "
crescimento?! maturacao (cm)
MSOY 6410 IPRO Indeterminado 6.4 86
DM 64i63 Indeterminado 6.5 N&o informado

O ensaio experimental foi conduzido em vasos de polietileno com capacidade
de 0,0049 m?, preenchidos com Latossolo Vermelho Distroférrico peneirado em uma
malha de 4,0 mm. Para isso, foi realizada a coleta de solo na camada de 0 a 20 cm de
profundidade em uma érea previamente corrigida na Fazenda Experimental das Ciéncias
Agrérias (FAECA/UFGD). Apos a coleta, o solo foi submetido a andlise fisico-quimica e

os resultados estdo apresentados no quadro 2.

QUADRO 2. Caracterizagao quimica do Latossolo Vermelho Distroférrico utilizado no
experimento, coletado na camada de 0-20 cm.

pH P K S Ca Mg Al  H+Al CTC SB V(%)

CaClz (mg dm™) (cmole dm™)
13,9 346 - 4,63 1,63 0 4,62 11,76 7,14 60,71
. . . C.Or
5.0 Areia Silte Argila MO 5
(gKg™) (g dm?)
196 617 187 29,39 17,05

As sementes de soja foram inoculadas com B. japonicum (100 mL p. ¢/50 kg
de sementes) e deixadas em repouso por 30 minutos. Apds a aderéncia do inoculante, os
materiais foram semeados nos vasos de polietileno. A semeadura foi realizada em covas
rasas na parte central dos vasos, com aproximadamente 2,5 cm de profundidade, sendo
semeadas 10 sementes por vaso.

Apds a semeadura, os vasos foram irrigados diariamente para garantir o

estabelecimento inicial das plantulas. Em sete dias apds a emergéncia, procedeu-se a
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remocao das plantas invasoras e o desbaste, resultando em duas plantas por vaso, sendo

mantidas em casa de vegetacao até o momento da aplicagdo dos tratamentos.

2. 3. SELECAO DO ISOLADO FITOPATOGENICO E OBTENCAO DA
CULTURA PURA

Esclerodios de Sclerotinia sclerotiorum armazenados na Micoteca
Microbiana do Laboratorio de Microbiologia Agricola e Fitopatologia da UFGD foram
selecionados para a realizagdo de pré-testes de patogenicidade, visando avaliar sua
viabilidade e caracterizar seu comportamento in vitro. Ao final, um isolado obtido de
plantas de Cartamo infectadas com o patégeno foi selecionado para a realizacao do

presente ensaio.

Para obtencdo da cultura pura do patdégeno, esclerodios desinfestados foram
dispostos no centro de placas de Petri contendo meio de cultura batata-dextrose-agar
(BDA) e incubados em camara do tipo BOD sob condi¢des controladas de temperatura
(25 £ 2 °C) e fotoperiodo de 12 horas, sendo repicados até o isolamento da colonia

fingica.
2. 4. AJUSTE DE SUSPENSOES E APLICACAO DOS TRATAMENTOS

As plantas de soja ao apresentarem a emissao da segunda folha trifoliolada
completamente desenvolvida (V3), procedeu-se a aplicacdo dos tratamentos de acordo
com as recomendagdes apresentadas pelas empresas detentoras (Quadro 03). Além disso,
o ensaio apresentou duas testemunhas ndo tratadas, constando de plantas de soja
inoculadas ou ndo com o patdégeno em ambas as cultivares.

QUADRO 3. Produtos fitossanitarios e doses empregadas na conducdo do ensaio.

Produto ~ Ingrediente Concentraca Dose Forma
Comercial Formulagdo ativo (i. a.) odoi.a comercial _de ~
T ' aplicacéo
Granulado .
Bion® dispersivel  ACibenzolarghn e 25gha Foliar
-S-metilico
(WG)
2 x 10°
. P6 molhavel T conidios .
BioGreen® harzianum PR 1,0 Kg/ha Foliar
(WP) viaveis/g
IB19/17
produto
2 x 10°
T. harzianum Suspenséo h T conidios i
IB19/17 ajustada e vigveislg - Foliar

produto
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Raiz Suspenséo - 8
B. subtilis 1,0x 10 Sulco de
Perf0r®mance Con(cggt)rada CCT7993 UEC/mL 6 L/ha plantio
B. subtilis Suspensao B. subtilis 1,0 x 108 i Sulco de
CCT7993 ajusta CCT7993 UFC/mL plantio

Para a extragdo da bactéria B. subtilis CCT 7993 do produto comercial Raiz
Performance® foi adotada a metodologia proposta por Bettiol et al. (2022). Para
isolamento de T. harzianum 1B19/17 do produto comercial BioGreen®, foi preparada
cerca de 150 mL de calda, utilizando agua destilada estéril. Logo apds, com o uso de uma
micropipeta esterilizada foram transferidos 100 puL da suspensdo para a superficie de
cinco placas de Petri contendo meio de cultura BDA. O conjunto foi lacrado com filme
plastico e colocado em camara incubadora tipo BOD a 25°C e fotoperiodo de 12 horas.
Logo apos, foram ajustadas suspensdes de células mediante a contagem direta das
células/conidios com auxilio da camara de Neubauer em microscopio Optico, cujo as
concentragdes finais foram aproximadas a dose do produto comercial de origem.

Para a pulverizacdo foliar, foi utilizado o pulverizador costal pressurizado
com CO; a pressao constante de 0,28 MPa, acoplado a uma barra de aplicacao de dois
metros, composta de quatro pontas tipo leque (Jacto AXI-110-02) regulado para vazao de
200 L ha'.

Em referéncia ao procedimento de aplicagdo dos produtos de origem
bacteriana, visando maior contato de area rizosférica, a inoculagdo foi feita mediante a
inser¢dao de um canaliculo com 10,0 cm de profundidade e 0,5 cm de diametro, = 1,5 cm
distante do coleto das plantas, adicionando a dose de 1,0 mL do inoculante utilizando
micropipeta analitica. Em descricdo ao tratamento controle, este consistiu apenas da
aplicacdo via foliar de d4gua sem qualquer adigdo de produtos ou isolados
microbioldgicos. Logo apds as aplicagdes, os vasos foram mantidos em casa de vegetagao

até o momento de inoculagdo com o S. sclerotiorum.

2.5.INOCULACAO E INCUBACAO

Decorrido o periodo de sete dias ap6s a aplicagao dos tratamentos, 0s vasos
foram transportados para sala climatizada onde, foram acomodados em blocos
casualizados para realiza¢do do procedimento de inoculacdo.

Para o procedimento, meio BDA contendo cultura pura do patégeno em

crescimento com cinco dias de idade foi perfurado com ponteiras de micropipeta (200
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uL) previamente esterilizada. A inoculacdo foi realizada mediante ao corte no peciolo do
primeiro trifolio emitido, tendo-se deixado aproximadamente 3 cm de peciolo pra
insercao da ponteira (DEL RIO et al., 2001). O procedimento foi realizado em ambas as

plantas contidas nos vasos de cultivo (Fig. 02).

FIGURA 2. Inoculagdo do fitopatégeno utilizando o método da ponteira. Nota: a) retirada
peciolo do primeiro trifélio emitido utilizando lamina bisturi descartavel; b)
corte dos discos de micélio utilizando a base da ponteira sem filtro 200 pL;
¢) inoculagdo do patdgeno; d) Plantas incubadas em camara umida apds a
inoculagao.

Ap0s a inser¢do da ponteira no fragmento de peciolo remanescente, as
plantas inoculadas foram cobertas com um saco plastico transparente (60 cm x 60 cm),

preso ao vaso com um barbante, formando assim uma camara umida, sendo retirada 24

horas apds a inoculagao.

2. 6. VARIAVEIS AVALIADAS
2.6.1. PATOMETRIA

Decorrido o periodo inicial de incubacao, a partir dos sintomas evidentes
de lesdo formada pelo patégeno, o que ocorreu aos 3 DAL, iniciaram-se as avaliagdes da
doenca até o periodo de 7 dias ap6s a inoculacdo. Assim, foram observados o tempo para
formacgao da lesdo (dias) e comprimento da lesao final formada (mm) com auxilio de um
paquimetro digital.

De posse dos dados métricos da lesdo, a severidade doenga foi ajustada com
base na escala diagramatica adaptada de Venturoso (2012). A escala varia de 0 a 7, em

que: 0= auséncia de sintomas; 1= lesdo com comprimento de até 0,5 mm; 2= lesdo entre
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0,5 ¢ 2,0 mm; 3= lesdo entre 2,1 e 5,0 mm; 4= lesdo entre 5,1 a 10,0 mm; 5= lesdo entre
10,1 e 20 mm; 6= lesdo superior a 20,1 mm; 7= planta morta.

Com base nos valores de severidade, foi calculado o indice da doenca,
utilizando a equagao descrita abaixo:

> (grau de escala x frequéncia)

ID(%)= - .
(%) n°® de unidades x grau maximo de escala

Para a area abaixo da curva de progresso para o crescimento micelial
(AACCM) essa foi calculada com base no proposto por Shaner e Finney (1977), a partir
do comprimento médio micelial por meio da equacao descrita abaixo:

Yi + Vi
AACCM = n—1 — X(Tiyy -T;)
i=1

Onde, Yi: valores de crescimento de colonia na época de avaliacdo 1 (i=1, n)

Yi + 1: valores de crescimento de colonia i + 1 Ti: época da avaliagdo i, que considerou

o intervalo entre as avaliagdes. Ti+1: época da avaliacdo i +1 n: nimero de observagoes.

2. 6. 2. PARAMETROS FISIOLOGICOS

Aos 3 e 5 dias ap6s a inoculagdo (DAI) foram avaliadas as trocas gasosas,
enquanto que aos 5 e aos 7 DAI avaliou-se a eficiéncia quantica potencial fotoquimica no
fotossistema II e o indice de clorofila, respectivamente. As leituras foram realizadas no
ultimo trifélio completamente emitido, evitando a nervura central do foliolo, entre as 7 e
11 horas do periodo matutino.

Com auxilio do analisador de gés infravermelho (IRGA, LCIPro - SD
ADC) foram avaliadas a taxa fotossintética (4 - umol m™ s™), condutancia estomatica (gs
- mol m? s, concentracio intercelular de CO> (Ci -umol mol™) e calculada a eficiéncia
intrinseca de carboxilacdo da Rubisco (4/C;) e a eficiéncia no uso da dgua (4/E). O indice
de clorofila foi mensurado utilizando o clorofilometro portatil Konica Minolta, SPAD-
502.

A eficiéncia quantica potencial fotoquimica no fotossistema II (Fv/F) foi
medida utilizando fluorimetro portatil OS-30p (Opti Sciences Chlorophyll Fluorometer,
Hudson, USA). A leitura foi realizada no foliolo central do ultimo trifélio completamente
expandido sendo submetido previamente a um periodo de 30 minutos de adaptacdo ao

escuro, utilizando papel aluminio, que de acordo com Maxwell e Johnson (2000) faz com
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que os centros de reacdo do complexo antena sofram oxidagdo completa do sistema

fotossintético de transporte de elétrons

2. 6. 3. ATIVIDADE DAS ENZIMAS ANTIOXIDANTES

Apos o fim das avaliagdes de patometria, o que ocorreu aos 7 DAI, as folhas
e caules das plantas foram colhidas separadamente e congeladas em nitrogénio liquido.
Assim, individualmente, uma quantidade de 1 g de cada amostra foi pesada e macerada
em solucdo de 6 mL contendo 0,3 g de polivinilpirrolidona (PVP) diluida em 100 mL de
tampao fosfato de potéssio (0,2 M). Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 4000
rpm por 10 minutos e o sobrenadante foi usado como um extrato enzimatico para
determinar a atividade da superdxido dismutase (SOD, pg MF!) e da peroxidase (POD,
umol mg ! proteina min™'), de acordo com Broetto (2014). Para a quantificagdo de

proteinas totais, adotou-se a metodologia proposta por Bradford (1976).

2.7. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISE ESTATISTICA

O delineamento utilizado foi o de blocos casualizados, em arranjo fatorial 2x7
(2 cultivares e 7 tratamentos), com cinco repetigdes, sendo que cada unidade experimental
foi constituida de um vaso com duas plantas de soja.

Os dados fisioldgicos obtidos aos 3 e 5 DAI foram analisados separadamente,
ndo comparando estatisticamente os periodos de avaliagdo, sendo submetidos a analise
de variancia (ANOVA) e quando constatado efeito significativo pelo teste F (p < 0,05),
as médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de Scott-Knott e as cultivares
pelo teste de t de Bonferroni, ambos p < 0,05, utilizando o software SISVAR (FERREIRA,
2019). Por fim, foi realizada analise de correlacdo linear de Pearson (r) (p < 0,05) dos

parametros avaliados em estudo utilizando o software PAST 3.21.

3. RESULTADOS

3. 1. POTENCIAL DE BIOCONTROLE DE FORMULAC()ES COMERCIAIS E
ISOLADOS MICROBIOLOGICOS CONTRA S. sclerotiorum EM DIFERENTES
CULTIVARES DE SOJA.

No que se refere aos parametros associados a patometria, nao foi constatada

interagdo significativa entre formulagdes e/ou isolados nas cultivares em estudo. Contudo,
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o efeito das formulagdes e/ou isolados microbianos foi significativo conforme o teste de
F (p <0,05).

Quanto ao comprimento da lesdo final (mm), os diferentes formulados
comerciais ou isolados microbianos apresentaram o mesmo desempenho em reduzir o
tamanho da lesdo final, sendo significativamente semelhantes entre si. Em acréscimo, o
maior tamanho médio de lesdo foi observado nas plantas controle-inoculado (10,34 mm),
enquanto que, o menor tamanho observado foi nas plantas tratadas com o indutor quimico
(4,26 mm) (Fig. 3-a), representando reducdo de 41,2% no tamanho final da lesdo formada,
embora sem diferir dos produtos bioldgicos para este parametro.

No que se refere a AACPD para o comprimento de lesdo, a cultivar DM64163
demonstrou maior suscetibilidade a doenca em relagdo a MSOY 6410 (Fig. 3-b). Além
disso, todos os tratamentos foram eficientes em reduzir a area abaixo da curva, sendo que
o tratamento com Bion® apresentou destaque, diferindo dos demais. Em contraponto, a
aplicagdo dos diferentes tratamentos ndo foi eficiente em reduzir o indice da doenga (%),
severidade final e o periodo incubagdo, sendo assim, para os parametros citados, nao

foram observadas diferencas significativas (p > 0,05) (Fig. 3-cde).
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FIGURA 3. Comprimento de lesdo (mm) (a), area abaixo da curva de progresso relativo
ao crescimento de lesdo (AACPD) (b), indice da doenca (ID (%) (c), severidade
final (d) e periodo de incubagdo (dias) (e) em plantas de soja infectadas com S.
sclerotiorum e tratadas com formulados microbioldgicos e culturas puras de
isolados antagonicos. Letras maitsculas iguais ndo diferem entre si pelo teste de

Scott-Knott e letras minasculas comparam as médias pelo teste t de Bonferroni (p
<0,05).

As plantas infectadas com S. sclerotiorum apresentaram sintomas tipicos da
infec¢do com murcha evidente aos 7 DAI, apresentando de lesdes necroticas longitudinais
no caule (Fig. 4-ab). No entanto, plantas tratadas ndo apresentaram sinais evidentes de
murcha (Fig. 4-c), com comprimento de lesdo necrotica foi significativamente menor em
comparagao as plantas infectadas ndo tratadas, havendo ainda, delimitacdo da lesdo com

alteracdo da coloracdo tipica para arroxeada (Fig. 4-d).
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a)

c)

FIGURA 4. Efeito de tratamentos com formulados microbioldgicos e culturas puras de
isolados antagonicos em plantas de soja infectadas com S. sclerotiorum aos 7
DAL Nota: Aspecto visual e lesdo formada em plantas de soja ndo tratadas e
infectadas com S. sclerotiorum (a, b) e tratadas com Raiz Performance® (c, d).

3. 2. EFEITOS DE FORMULACOES COMERCIAIS E ISOLADOS
MICROBIOLOGICOS NO METABOLISMO FOTOSSINTETICO DE
DIFERENTES CULTIVARES DE SOJA APOS INOCULACAO COM .

sclerotiorum.

A taxa de assimilacdo de CO: (A4) foi influenciada pela interacdo entre as
cultivares e os tratamentos aplicados aos 3 DAI e isoladamente pelos tratamentos aos 5
DAI (p < 0,05) (Apéndice C). Aos 3 DAI, para a cultivar DM 64163 foi observada
acréscimo significativo na 4 nas plantas tratadas com Bion® (15,49 umol m? s,
diferindo dos demais tratamentos para essa cultivar. Por outro lado, ndo foram observadas
diferencas significativas mediante a aplica¢do dos tratamentos na cultivar MSOY 6410
(Fig. 5-a).

Aos 5 DAI, observou-se efeito isolado dos tratamentos, no qual as plantas
tratadas com B. subtilis e BioGreen® apresentaram maiores valores de 4 (6,87 € 5,72 umol
m 57!, respectivamente), sendo semelhantes estatisticamente entre si, porém diferindo

dos demais tratamentos (Fig. 5-c).
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FIGURA 5. Taxa de assimilagao de CO2— 4 (a c), eficiéncia intrinseca de carboxilagdo
da Rubisco - 4/Ci (b, d) aos 3 e 5 DAI, respectivamente, e eficiéncia instantdnea do uso
da agua — EUA aos tré€s dias apo6s a inoculacdo em plantas de soja infectadas com S.
sclerotiorum e tratadas com formulados microbiologicos e culturas puras de isolados
antagdnicos. Letras maitisculas comparam os tratamentos em uma mesma cultivar (Scott-
Knott, p < 0,05) e letras minusculas comparam as cultivares em cada tratamento (t de
Bonferroni, p < 0,05).

Corroborando ao observado em relacdo aos pardmetros anteriores, a
eficiéncia intrinseca de carboxilagdo da Rubisco (A4/Ci) apresentou maior valor com a

utilizacio do Bion®, aos 3 DAI, associado a cultivar DM 64i63, havendo

consequentemente maior eficiéncia intrinseca de carboxilagao da Rubisco (0,008 pumol
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CO, m? sh), diferindo significativamente dos demais tratamentos. Em adicfo, ao analisar
o comportamento entre cultivares, observa-se uma maior eficiéncia de carboxilagdo na
cultivar DM 64i63 em relacdo a MSOY 6410 mediante a utilizacdo do Bion®. Por outro
lado, a utilizagdo do Raiz Performance® elevou a 4/Ci na cultivar MSOY 6410 (0,005
umol CO2 m™ s!) em comparacio a DM 64i63 (0,002 umol CO> m? s!) (Fig. 5-b).

Aos 5 DAL, a A/C; foi afetada de maneira isolada pelos tratamentos, no qual
Bion® e B. subtilis apresentaram comportamento similar (0,006 e 0,008 umol CO> m? s”
!, respectivamente), ndo diferindo da testemunha nio inoculada (0,007 umol CO2 m™2 s™)
(Fig. 5-d).

Quanto a eficiéncia no uso da agua (EUA), somente foi observada
significAncia aos 3 DAI com maior valor as plantas tratadas com Bion® em associagio a
cultivar DM 64i63 (12,26 umol CO> m2 s~ !/mmol H,O m % s™!). Em corroboragio ao
observado, o comportamento entre cultivares apenas apresentou diferenca significativa
ao utilizar o Bion®. A cultivar MSOY 6410 apresentou £EUA média de 3,72 pmol CO, m 2

s Y/mmol H O m 2 s™!

, uma reducao de 30,3% em relacdo a anterior (Fig. 5-e).

Os valores da concentragdo interna de CO» variaram em funcao da interacao
entre os fatores em estudo apenas aos 5 DAI. Com isso, as plantas de soja da cultivar
MONSOY 6410 IPRO apresentaram maior C; somente quando associado ao BioGreen®
(1746,25 umol CO, m™ s, diferindo dos demais tratamentos. Por outro lado, o efeito
dos tratamentos foi mais pronunciado na cultivar DM 64163 IPRO, apresentando aumento
na concentracdo interna em combinagio ao uso de B. subtilis, BioGreen®, T. harzianum

(955,50; 924,37 e 883,00 umol CO, m™ s™!, respectivamente), na qual apresentaram

similaridade estatistica diferindo dos demais tratamentos (Fig. 6-a).
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FIGURA 6. Concentragdo interna de CO; - C; (a), condutancia estomatica (gs) (b) e
transpiracdo — £ (c) aos 5 DAI em plantas de soja infectadas com S. sclerotiorum
e tratadas com formulados microbioldgicos e culturas puras de isolados
antagonicos. Letras maitsculas comparam os tratamentos em uma mesma cultivar
(Scott-Knott, p < 0,05) e letras minasculas comparam as cultivares em cada
tratamento (t de Bonferroni, p < 0,05).

A condutincia estomatica (gs) foi influenciada pela intera¢do significativa
entre os fatores de estudo apenas aos 5 DAI Assim, observa-se resposta variavel em
ambas as cultivares mediante a aplicagdo de formulados microbianos ou isolados
antagdnicos. Em relacdo a cultivar MSOY 6410, foi verificado redu¢do na gs mediante a
utilizacdo de Bion®, Raiz Perfomance®, B. subtilis e T. harzianum (0,143; 0,093; 0,127 ¢
0,135 mol H,O m? s, respectivamente). Contudo, a mesma semelhanga ndo foi
observada na cultivar DM 64i63, onde Bion®, BioGreen®, T. harzianum® (0,130; 0,125 e
0,087 mol H2O m 5!, respectivamente) apresentaram similaridade estatistica em reduzir
a gy (Fig. 6-c), sendo semelhantes ao controle inoculado (0,112 mol H.O m? s).
Analisando o comportamento entre cultivares, MSOY 6410 apresentou maior reducio no

gsquando tratada com Raiz Perfomance® e B. subtilis®. De maneira contraria, DM 64i63
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apresentou maior sensibilidade a inoculagdo com o patéogeno e quando tratada com
BioGreen® e T harzianum, reduzindo o valor de g (Fig. 6-b).

Em relacdo a transpira¢dao, somente foi verificada significancia aos 5 DAI.
Em complemento, nesse mesmo periodo, verificou-se interagdo significativa entre as
diferentes cultivares e os tratamentos aplicados (p < 0,05). A utilizacdo de Raiz

® B. subtilis, T. harzianum resultou em redugio acentuada na transpiragio

Performance
(1,24; 1,52 e 1,44 mmol H>O m™ s}, respectivamente) quando associados a MSOY 6410,
diferindo da testemunha (1,80 mmol H>O m™ s™') mas nfio entre si. Por outro lado, foi
observada na reducdo da transpiracdo na cultivar DM 64163 mediante a utilizagdo de
Bion®, BioGreen®, T. harzianum (1,53; 1,37 € 0,99 mmol H,O m™ s}, respectivamente).
Contudo, a agdo do patogeno associado a cultivar DM 64163 também resultou em menor
transpiragdo (1,27 mmol H>O m? s') diferenciando significativamente entre a
testemunha (1,75 mmol H>O) (Fig. 6-c).

A eficiéncia quantica potencial do FSII (Fy/Fn) foi influenciada pela interagao
entre os fatores de estudo aos 5 DAI (p <0,05). Assim, todos os tratamentos apresentaram
valores significativamente inferiores ao observado na testemunha (0,774) para cultivar

® resultou em

MSOY 6410. Por outro lado, apenas o tratamento com Raiz Perfomance
inferioridade na F\/Fi na cultivar DM 64163 (0,614). Comparando o desempenho entre
cultivares, o controle inoculado resultou na menor Fy/Fy, na cultivar MSOY 6410 (0,687).
Por outro lado, a mesma cultivar respondeu positivamente a aplicacdo de Raiz

Performance®, elevando o valor quantico para 0,700 (Fig. 7-a).
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FIGURA 7. Eficiéncia quantica fotoquimica potencial do fotossistema II - Fv/Fi (a) aos
5 dias apos a inoculagdo e indice de clorofila - SPAD (b) aos 7 dias apds a
inoculacdo em plantas de soja infectadas com S. sclerotiorum e tratadas com
formulados microbiologicos e culturas puras de isolados antagonicos. Letras
maiusculas comparam os tratamentos em uma mesma cultivar (Scott-Knott, p <
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0,05) e letras mintsculas comparam as cultivares em cada tratamento (t de
Bonferroni, p < 0,05).

O indice de clorofila (SPAD) foi influenciado pelo efeito isolado dos
tratamentos, com maiores valores (35,49; 37,40 e 35,12) nas plantas com Bion®, Raiz
Performance® e BioGreen®, respectivamente, diferindo da testemunha ndo inoculada

(34,15) mas nao entre si (Fig. 7-b).

3. 3. EFEITOS DE FORMULACOES COMERCIAIS E ISOLADOS
MICROBIOLOGICOS NOS COMPONENTES ANTIOXIDANTES E PROTEICO
DE DIFERENTES CULTIVARES DE SOJA APOS INOCULACAO COM 8.

sclerotiorum.

Em relagdo ao contetudo de proteinas totais e superdxido dismutase, verificou-
se efeito isolado dos tratamentos, tanto nas folhas quanto no caule das plantas de soja.
Com isso, observou-se que a inoculagdo com o patogeno resultou na reducao da alocagdo
de proteina em ambas as partes dos Orgdos vegetativos. Contudo, os diferentes
tratamentos aplicados resultaram em aumento no contetido proteico, sendo que, plantas
tratadas com Raiz Performance® apresentaram teores de proteinas semelhantes a

testemunha ndo inoculada (Fig. 8-ab).
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FIGURA 8. Proteinas totais nas folhas (a) e caules (b); atividade da superéxido dismutase
(SOD) nas folhas (c) e caules (d) em plantas de soja infectadas com S. sclerotiorum
e tratadas com formulados microbiologicos e culturas puras de isolados
antagdnicos. Letras maiusculas ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p >

0,05).

Verificou-se que a inoculagdo com o patdogeno resultou na maior atividade da
SOD nas folhas e caules, no entanto, quando foram realizados os tratamentos biologicos
este aumento nao foi detectado (Fig. 8-cd). Por fim, no que diz respeito a atividade da
peroxidase (POX) verificou-se interagdo significativa entre as cultivares e os tratamentos
aplicados. Para a cultivar MSOY 6410 observa-se aumento significativo na POX em
ambas partes vegetativas das plantas inoculadas nao tratadas, sendo que os tratamentos
foram efetivos em reduzir a atividade da enzima, com similaridade a testemunha nao
inoculada. Contudo, nao foi observada diferenca significativa entre os tratamentos na

cultivar DM 64163 (Fig. 9-ab).
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FIGURA 9. Atividade peroxidase (POX) nas folhas (a) e caules (b) em plantas de soja
infectadas com S. sclerotiorum e tratadas com formulados microbioldgicos e
culturas puras de isolados antagOnicos. Letras mailsculas comparam os
tratamentos em uma mesma cultivar (Scott-Knott, p < 0,05) e letras mintsculas
comparam as cultivares em cada tratamento (Bonferroni, p < 0,05).

Em adicdo, ao analisar o comportamento entre cultivares, observa-se que, na
condicdo da inoculagdo isolada do patogeno, a cultivar MSOY 6410 demonstrou uma
maior atividade da POX. Contudo, com a utilizacdo do BioGreen®, a cultivar DM 64163
expressou maior atividade da enzima.

Por fim, foi observado correlagdo entre as caracteristicas relacionadas a
patometria. Considerando os parametros fisioldgicos, aos 3 DAI, foi observado
correlacdo positiva entre 4 e A/Ci (0,93) e A e EUA (0,97). Por outro lado, aos 5 DAL,
observou-se correlagdo positiva apenas entre gs e £ (0,97).

Correlacionado os fatores fisioldgicos com patométricos, o tempo para
formacgao da lesdo (TF) apresentou correlacdo negativa com FyFum (-0,65) aos 5 DAl e a
atividade da SOD (-0,57) (Fig. 10). Por outro lado, o TF apresentou correlacdo positiva

com o teor de proteinas no caule das plantas de soja (0,57).
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FIGURA 10. Correlagdo linear de Pearson (r) de caracteristicas avaliadas em plantas de soja infectadas com S. sclerotiorum e tratadas com
formulados microbiolédgicos e culturas puras de isolados antagonicos. NOTA: 3 e 5 representam os dias apds a inoculagdo (DAI);
FO — avaliacdo na atividade da porcao folha; CA - avaliag¢do na atividade da por¢do caule.
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4. DISCUSSAO

Acreditava-se inicialmente que as formulacdes comerciais apresentariam
maior eficdcia no processo de inducdo de resisténcia devido a maior concentracdo de
metabolitos prontamente disponiveis, contudo, observamos uma contradi¢cao parcial a
hipotese, ja que as diferencas apenas foram evidentes no estimulo a manutengdo do
aparato fotossintético e outros processos bioquimicos associados durante a infec¢do por
S. sclerotiorum.

Embora seja conhecido que, através do biocontrole a atividade de
fitopatogenos pode ser suprimida pela utilizacdo de agentes microbianos ou pelos
metabolitos produzidos pelos antagonistas (XU et al., 2025; SANTOSO et al., 2025;
FENG et al., 2025; ZIANE et al., 2024), essas respostas sdo variaveis a depender do
patossistema. Em nosso estudo, nao foi possivel verificar as diferengas entre as formas
aplicaveis na progressao da doencga, conferindo similaridade estatistica.

Independente do genotipo utilizado, houve a formacdo de uma lesdo pequena
de coloracdo branco-acinzentada, a partir dos 3 DAI, a qual se expandiu
longitudinalmente nas plantas infectadas com o patdgeno (Fig. 4-b). Contudo, os isolados
e formulados microbiologicos reduziram eficazmente o comprimento da lesdo formada,
resultado que pode ser atribuido a habilidade desses agentes antagdnicos em competir por
espago e nutrientes, estabelecer relagdes microparasitarias ou produzir metabolitos com
natureza antimicrobiana capazes ainda, de modular o metabolismo do hospedeiro,
promovendo resisténcia sistétmica (EGAMBERDIEVA et al., 2023; YAO et al., 2023).

Diversos estudos atestam a eficacia do biocontrole utilizando cepas de
Bacillus ou Trichoderma. Exemplificando, Heng-Xu et al. (2024) verificaram alteragdes
metabolicas em plantas de pimenta tratadas com 7. gamsi, resultando na redugdo do ID a
um complexo de patdogenos que ocasionam damping-off (S. sclerotiorum, B. cinerea, R.
solani). Anteriormente, Jia et al. (2023), também observaram redugdo no ID da podridao
do caule em amendoim (S. rolfsii) em razao do tratamento com B. velezensis. Contudo,
vale ressaltar que em ambos os ensaios, os autores realizaram o tratamento com
microrganismos antagonicos durante o tratamento de sementes. Assim, € possivel que um
maior periodo para associagdo com o hospedeiro, poderia levar a maiores distingdes entre
formulados comerciais e isolados microbiologicos no biocontrole.

Comportamento divergente foi observado entre as cultivares em relagdo a

AACPD, o que ja era esperado devido a resisténcia genética presente na cultivar
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MSOY6410 (Fig. 3-b). Além disso, a maior redugcdo na AACPD foi registrada com a
utilizagdo do Bion®. Esse efeito pode estar associado ao ingrediente ativo do produto, o
acibenzolar-S-metil (ASM), que ¢ conhecido por atuar como um analogo do acido
salicilico, pois induz a expressdao de mecanismos de resisténcia em plantas, conferindo
protecdo contra um amplo espectro de fitopatdogenos (ZEIER, 2021; GAO et al., 2021;
SAKATA et al., 2020).

Durante o processo infeccioso, as folhas da planta hospedeira podem
expressar sintomas secundarios que, por sua vez, podem afetar processos metabolicos
diretamente relacionados ao bem estar do 6rgdo. Apesar disso, a infec¢do por S.
sclerotiorum nao influenciou a fotossintese, visto o comportamento entre testemunha nao
inoculada com testemunha inoculada (Fig. 5).

A alta atividade fotossintética observada na cultivar DM 64i63 com Bion®
aos 3 DAI deve-se a maior carboxilagcdo da Rubisco (Fig. 5-ab), uma vez que a infec¢do
patogénica ndo afetou significativamente a condutancia estomatica nem a disponibilidade
de CO2 no mesofilo foliar. A aplicagdo exdgena do acibenzolar-S-metil pode induzir
acimulo de compostos osmolitos, protegendo e estimulando a atividade do aparato
fotossintético, incrementando a atividade fisiologica da Rubisco e favorecendo a sintese
de pigmentos fotossintetizantes (NAZAR et al., 2015; XU et al., 2023; ALAM et al.,
2023).

Somado a isso, a elevada eficiéncia do uso da 4gua (EUA) sob influéncia do
ASM, sugere otimizacao do uso da agua no metabolismo fotossintético do hospedeiro nos
primeiros dias apos a inoculacdo (Fig. 5-e). Alguns autores relacionam que essas
alteragdes refletem na adaptacdo do hospedeiro em meio a uma perturbacdo externa
(SOMMER, 2020; FUSCO e MINELLI, 2010).

Apesar do incremento na assimilagdo de CO2, ¢ importante ressaltar que nao
houve perpetuagdo para o periodo posterior (Fig. 5-c). Assim, ¢ provavel que esse
acréscimo momentaneo na assimilacao de CO; ¢ resultado de uma tentativa do hospedeiro
em estimular outras vias metabdlicas para induzir a resisténcia (FU e DONG, 2013;
BEKTAS e EULGEM, 2014; GOZZO e FAORO, 2013). Similarmente, Zuniga-Silvestre
et al. (2020) observaram que a aplicacdo de ASM aumentou temporariamente a
assimilagdo de CO: em milho infectado por P. sorghi, mas o efeito ndo persistiu durante
o ciclo da cultura.

Aos 5 dias apos a inoculagdo, observou-se que B. subtilis ¢ BioGreen®

promoveram um aumento na assimilacdo de CO., apresentando valores superiores aos
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das testemunhas inoculada e ndo inoculada. Esses resultados podem ser atribuidos a maior
atividade da enzima Rubisco, a concentragao interna de CO2 no mesofilo foliar, bem como
a condutancia estomatica e a taxa de transpiragdo, que se mantiveram em niveis similares
aos observados na testemunha nao inoculada (Fig. 6-abc).

O aumento da fotossintese observado nas plantas tratadas com B. subtilis e
BioGreen® pode estar relacionado a capacidade desses agentes em liberar compostos que
melhoram a condutancia estomatica, possibilitando as trocas gasosas (CHUN et al.,
2024), além de solubilizar nutrientes e produzir sider6foros, incrementando o estado
nutricional da planta infectada, favorecendo a sintese de clorofila e de proteinas essenciais
para o processo fotossintético (FONSECA et al., 2022).

Diversos autores relatam que, durante a colonizag¢do por S. sclerotiorum, o
acido oxalico secretado pelo patdogeno promove o acimulo de moléculas que alteram a
regulacdo estomatica, reduzindo a transpiragdo e, assim, a disponibilidade de substrato
para o processo fotossintético (YANG et al., 2021; FAGUNDES-NACARATH et al.,
2018a), o que refle na perda de turgescéncia das plantas, a qual apresentou redu¢do da gs
e E aos SDAI e perda de turgescéncia aos 7 DAI (Fig. 4-a)

Em resposta ao ataque patogénico, a planta ativa a regulagdo hormonal para
proteger seu metabolismo contra o estresse bidtico. O acido abscisico, entre esses
hormonios, induz o fechamento estomatico, modulando as fun¢des metabolicas, na
tentativa de promover o ajuste osmoético. (BHARATH et al., 2021). Estudos anteriores
mostraram que a redu¢do da 4 em folhas de trigo suscetivel ao F. graminearum é regulada
por fatores estomaticos, enquanto em folhas de trigo resistente o gs se mantém sem
diminuicao significativa (YANG et al., 2016).

A FvFwmna cultivar 6410 sob tratamento bioldgico ndo diferiu da testemunha
inoculada, sendo menores que no controle ndo inoculado (Fig. 7-a). Isso sugere que a
energia luminosa absorvida pelos pigmentos fotossintetizantes nao foi totalmente alocada
para o processo fotoquimico. Por outro lado, a FyFm na cultivar DM 64163 somente foi
reduzida nas plantas tratadas com Raiz Performance®. Essa diminuico na estimativa da
FvFwm, pode estar relacionado com a ativacdo de recursos necessarios a defesa, na qual,
consomem energia por redirecionar recursos metabolicos que sustentariam a fotossintese,
limitando a quantidade de ATP e NADPH disponiveis para os processos fotossintéticos
(YANG et al., 2014; FAGUNDES-NACARATH et al., 2018b).

A fotoinibi¢do, causada pelo acimulo de O:"' e H:0:, prejudica proteinas

essenciais ao metabolismo do hospedeiro, sendo a subunidade D1 do PSII particularmente
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vulneravel a acdo desses componentes oxidativos afetando diretamente o processo
fotossintético (DIDARAN et al., 2024; KILIC et al., 2023; NIES et al., 2024). Contudo,
embora tenha ocorrido uma redug¢ao na eficiéncia da atividade no PSII, isso nao se refletiu
diretamente na assimilacdo de CO: nas plantas tratadas com B. subtilis e Bion® (Fig. 5-
c).

As plantas podem superar a fotoinibi¢do reparando danos oxidativos, o que
exige maior sintese proteica para renovar os componentes afetados (MURATA e
NISHIYAMA, 2018; ZAVAFER, 2021). As plantas sob tratamento bioldgico
apresentaram maior incremento no teor de proteinas totais em comparac¢ao ao controle
inoculado. Além disso, o teor proteico das plantas tratadas com Raiz Performance® foi
similar a testemunha nao inoculada. Essas diferengas podem estar relacionadas com a
tentativa de estimular a sintese de proteinas funcionais para reparar os danos ao aparato
fotossintético, conforme o observado na literatura (CROCE et al., 2024; SLAMA et al.,
2023; JAVED et al., 2022).

Além disso, B. subtilis, BioGreen® e T. harzianum induziram o aumento no
teor de proteinas totais, similarmente ao ASM. Esse comportamento, pode estar
relacionado com o aumento na produgdo de proteinas relacionadas a patogénese, na
tentativa de induzir a resisténcia a doenga (SANTOS e FRANCO, 2023; LONGSAWARD
e VIBOONJUN, 2024; ANISIMOVA et al., 2021).

Apesar de nao verificado, a infeccdo por Sclerotinia sclerotiorum pode
provocar clorose e reduzir o conteudo de clorofila nas plantas em estagio infectivo
avangado (VITORINO et al., 2020), prejudicando a fotossintese. Contudo, a aplicagdo de
Bion®, Raiz Performance® e BioGreen® aumentou os niveis de clorofila nas folhas de soja
possibilitando incrementar a capacidade fotossintética da planta e a estimular seus
mecanismos de defesa contra infecgdes, conforme sugerido por Chawade et al. (2024).

Os resultados obtidos confirmam que esses produtos alteram
significativamente o teor de clorofila, o que pode estar associado a acdo promotora de
crescimento dos microrganismos presentes nesses produtos (MUN et al., 2024;
RIGOBELO et al., 2024). Além disso, o aumento do indice de clorofila com o uso do
ASM pode estar ligado ao estimulo da sintese de acido glutdmico, um precursor crucial
da biossintese da clorofila (JESPERSEN et al., 2017).

A atividade das enzimas SOD e POX foi analisada para verificar alteragdes
antioxidantes apds a inoculagdo com S. sclerotiorum. Curiosamente, observamos uma

resposta antioxidante similar em diferentes partes da planta, sugerindo que a modulagao
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enzimadtica foi translocada do local de infec¢do para outras regides, elevando a defesa
antioxidante de maneira sistémica.

Com isso, verificou-se que a inoculacdo do patdgeno resultou no aumento
significativo na atividade da enzima SOD, o que possivelmente indica elevagdo nos niveis
das espécies reativas de oxigénio advindas do processo infectivo.

No caso dos genotipos ndo tratados, o aumento da atividade dos componentes
antioxidantes pode estar relacionado a tentativa de conter o progresso da doenca.
Contudo, a ineficiéncia na detoxifica¢dao na testemunha inoculada ¢ nao tratada, resultou
na progressao da lesdo formada e aumento no valor da AACPD, o que por sua vez, levaria
a morte da planta em periodos posteriores.

J& ¢é reconhecido que, a SOD ¢ o antioxidante enzimatico primdrio nas linhas
de defesa contra o estresse oxidativo celular causado por agressoes fitopatogénicas
(MIERZIAK e WOJTASIK, 2024; KAUR et al., 2022; ZHANG et al., 2021).
Corroborando com nossos resultados, Kumar et al. (2024) também associaram que alterar
o metabolismo antioxidante durante a infeccdo pode ser relacionado como uma resposta
na inducdo de resisténcia do hospedeiro.

A atividade da POX foi mais intensa na cultivar MSOY 6410 inoculada,
indicando que uma maior defesa genética do hospedeiro em sinalizar multiplas vias
antioxidantes para conter o avan¢o da doenga. Diversos estudos sugerem que a resposta
do hospedeiro ao biocontrole ¢ influenciada pelo BCA empregado, considerando que os
metabolitos antimicrobianos podem demonstrar maior eficacia em gendtipos especificos,
0o que pode explicar as variacdes de comportamento observadas entre as cultivares
associadas ao BioGreen® (AYAZ et al., 2023; COLLINGE et al., 2022; SWEANY et al.,
2022).

Nossas descobertas indicaram uma correlagdo positiva para o acimulo de
proteina e negativa para FyFm e SOD com o periodo de incubagdo. Sendo assim, quanto
maior esse periodo, houve aumento no teor de proteina e reducdo da atividade da SOD,
enquanto o rendimento fotoquimico primario diminuiu.

Os resultados indicam ainda, que a atividade da SOD aumenta inicialmente
apos a infeccao, com o objetivo de combater o estresse oxidativo causado pelo patdgeno,
refletindo na tentativa do hospedeiro em controlar os danos provocados pelas espécies
reativas de oxigénio e de regular o equilibrio redox, como descrito na literatura (TAHERI
et al.,, 2024). Em plantas resistentes, a atividade da enzima tende a diminuir apos a

conten¢cdo da doenga pois, nesse estagio, o estresse oxidativo gerado pela infecg¢do
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fitopatogénica ja foi controlado pela répida ativagdo das vias antioxidantes. Assim, o
controle rapido da infec¢do, como uma resposta de resisténcia, evita a produgdo continua
das espécies reativas de oxigénio, reduzindo a atividade enzimatica elevada (NEHELA et
al., 2024). Também foi observado um aumento no teor de proteina, provavelmente
relacionado a produ¢ao de compostos que ajudam a combater o patdogeno ou reparar os
danos causados pela infecgao.

Um fato intrigante observado foi o surgimento de coloragdo roxa no local da
infeccido em resposta a aplicacdo dos tratamentos com Bion®, Raiz Performance® e
BioGreen® (Fig. 04-d). Assim, plantas tratadas apresentaram alteragdes na coloragéo
tipica da infecgdo, especialmente nas margens das lesdes formadas, 0 que sugere a
possibilidade de investigacdes futuras.

Anteriormente, Singh et al. (2022) relacionaram a pigmenta¢do roxa com
depositos de antocianina, que, ao se acumularem em torno da infecgdo, restringem o
progresso da doenga. Outros autores também associaram essa pigmentacdo a uma
resposta de resisténcia induzida por estresses biodticos e abioticos (DABRAVOLSKI e
ISAYENKOV, 2023; SICILIA et al.,, 2021). Com isso, novos estudos podem ser
elaborados para investigar o papel das antocianinas na indugdo de resisténcia de plantas
a doengas.

Em perspectivas futuras, novos estudos podem ser realizados na tentativa de
revalidagdo da hipotese, objetivando avaliar a modulagdo antioxidante ao longo do
periodo infectivo, associando-se um maior nimero de avaliagdes ao longo do periodo

infectivo.
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5. CONCLUSAO

O estudo mostrou que as culturas puras e produtos microbiolégicos reduziram
o comprimento da lesdo e a area sob a curva de progresso da doenga, mas essa eficacia
nao se aplicou a outros parametros de quantificacao da doenca.

Os isolados antagdnicos e produtos comerciais mostraram eficacia variavel
na mitigacao dos danos e estimulo ao aparato fotossintético das plantas infectadas. Onde,
Raiz Performance®, B. subtilis e BioGreen® se destacaram ao aumentar o teor de clorofila
e melhorar parametros de trocas gasosas em plantas afetadas pelo patogeno.

A inoculagdo com S. sclerotiorum aumentou significativamente a atividade
da enzima SOD e POX em plantas ndo tratadas, sendo que os diferentes tratamentos
reduziram a atividade das enzimas antioxidantes a niveis similares a testemunha nao
inoculada.

Portanto, por modularem o metabolismo antioxidante de maneira sistémica e
garantirem a sobrevivéncia do hospedeiro, produtos e isolados microbiologicos foram

efetivos em induzir o processo de resisténcia.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados deste trabalho mostraram que a hipdtese inicial, de que as
formulagdes comerciais seriam mais eficazes no biocontrole in vitro ¢ na indugdo de
resisténcia, foi parcialmente confirmada. Ambas as formas aplicdveis se mostraram
eficazes no controle de Sclerotinia sclerotiorum in vitro, com destaque para Raiz
Performance® e BioGreen®, que reduziram o crescimento micelial. No entanto, houve
variagdes no biocontrole em relagdo aos isolados do fitopatégeno. Em tultimo caso, os
antagonistas fingicos afetaram a esclerogénese, o que possibilita a utilizagdo desses
tratamentos com o objetivo de reduzir a carga de inoculo presente no solo dificultando o
estabelecimento de novas epidemias.

Em se tratando da indugdo de resisténcia, apesar de efetivos no biocontrole,
ndo foi possivel distinguir diferengas entre isolados microbiologicos e formulagdes
comerciais em reduzir a lesdo e a AACPD. Contudo, o metabolismo fotossintético das
plantas tratadas com B. subtilis e BioGreen® apresentou incremento ao final do periodo
experimental. Portanto, esses tratamentos podem ser utilizados em protocolos de manejo
integrado da doenca em areas afetadas pelo mofo branco, objetivando reduzir a severidade
da infecgdo por S. Sclerotiorum e estimular o crescimento das plantas, principalmente,
nas fases iniciais do ciclo de desenvolvimento da soja.

Por fim, produtos e isolados microbiologicos modularam o metabolismo
antioxidante de forma sistémica, restringindo o progresso da doenca e,
consequentemente, a atividade fitopatogénica, por induzir a resisténcia das plantas de soja

ao mofo branco.
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5. ANEXOS

APENDICE A. Resultados da ANOVA (p-valor) sob influéncia de compostos volateis de
Bacillus subtilis, Trichoderma harzianum ou produtos microbioldgicos no controle in vitro de
Sclerotinia sclerotiorum.

Isolados fitopatogénicos
Ensaios Fontes de variagao DC 18 PS 16

p-valor  CV (%) p-valor CV (%)

12 HAI 0,03 7,78 0,004 6,18

24 HAI 0,0428 7,73 0,0008 5,86

36 HAI 0,0179 8,33 0,0002 8,60

48 HAI 0,0074 7,34 0,0006 11,37

60 HAI 0,0107 7,07 0,0001 11,41

Volatil 72 HAI 0,0538 4,83 <0,0001 9,75

84 HAI 0,4362 2,28 - -

IVCM 0,0257 8,61 <0,0001 7,53

AACCM 0,0081 9,81 0,0001 18,13
Tempo para esclerogénese 0,3055 50,65 0,0882 117,57

Quantidade formada 0,0002 27,73 0,0899 71,63
Massa total 0,0356 53,3 0,174 143,15

12 HAI <0,0001 19,96 0,1478 8,96

24 HAI 0,0003 18,28 0,1533 5,87

36 HAI 0,0003 8,77 0,0095 5,32

48 HAI 0,0012 6,07 0,0007 4,67

60 HAI 0,0013 3,86 0,0002 5,09

Difusivel 72 HAI 0,0031 3,99 0,0056 6,35

84 HAI <0,0001 2,27 - -

IVCM 0,0001 6,76 0,0022 4,28

AACCM 0,0009 10,01 0,005 8,78

Tempo para esclerogénese 0,0393 31,23 <0,0001 47,73

Quantidade formada <0,0001 14,83 0,0008 47,19

Massa total <0,0001 14,95 0,0012 65,58

HALI: horas apds a incubagdo; [VCM: indice de velocidade de crescimento micelial; AACCM:
area abaixo da curva para o crescimento micelial.

APENDICE B. Resultados da ANOVA (p-valor) dos efeitos isolados e de interagdo das cultivares
e da aplicacdo de antagonistas em plantas de soja infectadas com mofo branco em relacdo a
patometria.

Fontes de variagao Lesao AACPD Severidade ID ?erlodo Nd ©
incubacao
Cultivares 0,1437 0,0165 0,3290 0,4357 0,8722
Antagonistas <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0002
Cultivares x 0,8152 0,6588 0,9260 0,8995 0,9919
Antagonistas
CV (%) 31,26 75,49 50,22 42,92 27,74

AACPD: area abaixo da curva de progresso da doenga; ID: indice da doenga.



APENDICE C. Resultados da ANOVA (p-valor) dos efeitos isolados e de interagio das cultivares e da aplicagdo de antagonistas em plantas de soja infectadas

com mofo branco em relagdo aos parametros fisioldgicos.

Periodos de avaliacao

3 dias 5 dias 7 dias
Fontes de . . )
. A A/Ci EUA A A/Ci Ci gs E Fv/Fu SPAD
Varlagao
Volatil 0,0658  0.8292  0,0034 0,0841 02182 0,0002 0,7436 0,4767 0,6865 0,0317
Antagonistas ~ 0,0002  0,0285  <0,0001 0,0123 0,0340  <0,0001 0,0537 0,0042 <0,0001 0,0220
Cultivares x 0,0005 0,000  0,0004 0,4454 01579  0,0000  <0,0001 <0,0001 0,0045 0,2556
Antagonistas
CV (%) 45,75 60,46 4438 29.44 32,03 8.17 2227 16,84 473 7.99

A: taxa de assimilagdo de CO, (umol m s™!); A/Ci: eficiéncia intrinseca de carboxilagdo da Rubisco (umol CO> m? s™!); EUA: eficiéncia instantinea do uso da dgua (umol CO;
m? s7'/mmol H,O m? s); Ci: concentragdo interna de CO; (umol CO, m? s!); gs: condutincia estomatica (mol HxO m™ s™'); E: transpiragdo (mmol H,O m? s!); Fv/Fm:

eficiéncia quantica potencial; SPAD: indice de clorofila,
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APENDICE D. Resultados da ANOVA (p-valor) dos efeitos isolados e de interagdo das cultivares
e da aplicacdo de antagonistas em plantas de soja infectadas com mofo branco em relagdo a atividade
das enzimas antioxitantes e conteudo proteico.

Fontes de SOD POX Proteina SOD POX Proteina
variacao (folha) (folha) (folha) (caule) (caule) (Caule)

Cultivares 0,0707 0,0558 0,0720 0,0707 0,0558 0,0720
Antagonistas 0,0017 0,0031 0,0009 0,0017 0,0031 0,0009

Cultivares X re09  0,0312 0,3042 0,2809 0,0312 0,3042
Antagonistas

CV (%) 7,41 18,97 6,63 7,41 18,97 6,63

SOD: superdxido dismutase; POX: peroxidase.



