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Caracterizagao de um micoparasita
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Introducao

Phakopsora pachyrhizi é o fungo causador da ferrugem-asiatica da soja,
doenca que vem causando prejuizos desde a sua introdugcédo no Pais, em
2001 (Godoy et al., 2016, 2017).

O sintoma mais comum aparece nas folhas, onde lesdes se iniciam por mi-
nusculos pontos mais escuros que o tecido sadio da folha, de coloragéo es-
verdeada a cinza-esverdeada. Na face abaxial, correspondente a esses pon-
tos, surgem as urédias, estruturas de reprodugéo do fungo. Com o tempo as
folhas amarelecem, secam e caem. A desfolha precoce € o principal dano da
doenca porque pode acarretar em perdas de produtividade e/ou queda na
qualidade dos graos (Henning et al., 2014; Hartman et al., 2015; Godoy et
al., 2017).

Uma das estratégias de controle da ferrugem-asiatica é o uso de fungicidas.
Apesar de relativamente eficazes, a intensa utilizagdo de fungicidas tem leva-
do a selegéo de patdgenos resistentes (Godoy et al., 2016). Nesse contexto,
ha necessidade de se buscar alternativas que possam compor o sistema de
manejo da doenga.

Uma dessas alternativas € o controle bioldgico ou biocontrole, que nesse
caso é o uso de um microrganismo nao fitopatogénico, um antagonista, para
controlar P. pachyrhizi. Os mecanismos de acao de agentes de biocontrole
de doengas séao divididos em antibiose, indugao de resisténcia, competigao,
parasitismo, predagcdo e promogao de crescimento. Qualquer interferéncia
negativa do antagonista resulta no controle bioldgico da doenca (Medeiros
et al., 2018).
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Em 2006, na Embrapa Soja, em Londrina, PR, em plantas de soja cultivadas
em casa de vegetacao, com sintomas de ferrugem-asiatica, foi observado um
fungo crescendo sobre urédias de P. pachyrhizi. Laminas foram montadas
para observagao das estruturas do fungo, que preliminarmente foi identificado
como Simplicillium lanosoniveum. Em 2011, o fungo foi isolado e incorporado
a Colegao de Microrganismos de Interesse para a Agricultura da Embrapa
Soja, com o cédigo CMES 937.

O objetivo deste trabalho foi caracterizar o micoparasita de P. pachyrhizi e
verificar seu potencial como agente de biocontrole.

Material e Métodos

O trabalho foi realizado no Laboratério de Fitopatologia e em casa de vege-
tagdo da Embrapa Soja, em Londrina, PR, e no Complexo de Centrais de
Apoio a Pesquisa (COMCAP) na Universidade Estadual de Maringa (UEM),
em Maringa, PR.

Para caracterizar o isolado CMES 937, o mesmo foi repicado para placas
contendo meio a base de batata, dextrose e agar (BDA), incubado em BOD a
25 °C com fotoperiodo de 12 horas de luz e 12 horas de escuro, por 14 dias,
para posterior observacédo do aspecto da colbnia e para montagem de lami-
nas e microculturas para facilitar a observacdo e a medigdo das estruturas
reprodutivas. Além disso, foi feita inoculagdo desse isolado em plantas com
sintomas de ferrugem asiatica para posterior observagéo da interagdo entre
os fungos ao microscépio eletrénico de varredura (MEV).

Montagem de microculturas

A microcultura foi feita adaptando procedimento descrito por Mafia e Alfenas
(2016). Colocou-se trés blocos de meio batata-dextrose-agar (BDA), com
cerca de 0,7 cm? e 4-5 mm de espessura, numa lamina de vidro para mi-
croscopia, previamente limpa e esterilizada por flambagem. Com um estilete
flambado tocou-se na col6nia do micoparasita e depois no centro de uma das
faces laterais de um dos blocos de BDA, para transferir esporos e/ou micélio
para o mesmo. Esse procedimento foi feito para as quatro faces dos trés
blocos de agar-agua. Apds, cada bloco foi coberto com uma laminula, esteri-
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lizada por flambagem, que foi pressionada levemente para fixagdo. A lamina
foi colocada em camara Umida formada com uma placa de Petri esterilizada,
contendo no fundo papel-filtro umedecido com &gua. Para evitar o contato
com o papel-filtro umido, a lamina foi colocada sobre outras laminas limpas e
flambadas. A agua e o papel-filtro foram esterilizados. Foram montadas duas
microculturas. As placas contendo as I&minas foram mantidas em BOD a 25
°C com fotoperiodo de 12 horas de luz e 12 horas de escuro. Apoés trés dias a
lamina foi retirada da camara umida, cada laminula foi removida com auxilio
de um estilete e colocada sobre outra lamina contendo ao centro uma gota
de lactofenol.

Outras preparagoes para medi¢ao das estruturas

Laminas contendo estruturas do micoparasita foram preparadas a partir de
folhas de soja com sintomas/sinais de ferrugem-asiatica e a presenga do mi-
coparasita recém-coletadas em casa de vegetagao, e a partir de placas com
colénia do micoparasita. Com um estilete flambado tocou-se na lesdo ou na
colbnia e tocou-se em uma gota de lactofenol depositado no centro de uma
ldmina, para transferir micélio e esporos do micoparasita, e cobriu-se com
laminula.

Medicao das estruturas

As laminas contendo estruturas do micoparasita foram observadas e medi-
das ao microscopio 6ptico, com ocular micrométrica, com aumento de 1000
vezes. Foram medidos 50 esporos em cada tipo de Idmina (cultura; folha).

Observacgao da interagdo do micoparasita com P.
pachyrhizi ao microscopio eletréonico de varredura

Plantas de soja do gendtipo P1636463, suscetivel a ferrugem-asidtica, foram
cultivadas em vasos em casa de vegetagdo. Foram preparados 12 vasos,
sendo que em cada um foram colocadas quatro sementes com posterior des-
baste, restando duas plantas por vaso. Quando as plantas estavam entre os
estadios V3 e V4 foram inoculadas por aspersao, com P. pachyrhizi, utilizan-
do-se esporos coletados a campo para o preparo da suspensao, com con-
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centracdo de 3,6 x 10* esporos mL-". Apés 14 dias o micoparasita foi inocula-
do em plantas de nove vasos, que ja apresentavam claros sintomas/sinais de
ferrugem-asiatica. As plantas de trés vasos ndo receberam o micoparasita.
Para preparo do inéculo, o isolado CMES 937 foi cultivado em placas de
Petri contendo meio BDA, em BOD a 25 °C com fotoperiodo de 12 horas de
luz e 12 horas de escuro, por oito dias. Foram preparadas 10 placas. Apds o
periodo de incubagcdo em cada placa foram colocados 20 mL de agua este-
rilizada, foi feita leve raspagem usando al¢a de Grigalski para liberagéo dos
esporos. A suspensédo obtida em cada placa foi transferida para um béquer.
Com auxilio de camara de Neubauer foi feita a contagem de esporos e a con-
centragao foi ajustada para 3,6 x 10* esporos mL'. A essa suspensao foram
adicionados 250 uL de etanol 70% como agente dispersor. A inoculagao foi
feita por aspersao. Para garantir elevada umidade, tanto apos a inoculagéao
com P. pachyrhizi, quanto apds a inoculagdo com o micoparasita, as plantas
foram submetidas a nebulizagdo automatica a cada 2 h, por um periodo de
14 horas (19:00; 20:00; 22:00; 00:00; 03:00 e 08:00) com 40 segundos por
horario de nebulizagao.

Folhas foram coletadas nos periodos de dois dias, cinco dias e 14 dias apoés
a inoculacdo. Em cada periodo foi coletado um trifélio de cada planta de trés
vasos. O trifélio foi cortado, levado ao laboratério, onde com auxilio de mi-
croscopio estereoscopio, foram cortados seis fragmentos de 0,5 cm? do limbo
foliar, contendo urédias de P. pachyrhizi com o micoparasita, evitando as ner-
vuras. Os fragmentos foram depositados em microtubos contendo solugéo
fixadora (glutaraldeido, tampao cocadilato e agua destilada). Os microtubos
foram identificados e colocados em uma caixa de papelao, que foi mantida
em geladeira, para posterior envio a UEM.

No COMCAP-UEM, as amostras foram desidratadas em uma série de etanol
(10%; 20%; 30%; 40%; 50%; 60%; 70%; 80%; 90%) culminando em 100%,
foram secas em ponto critico e fixadas em suportes proprios (stubs). Os stubs
foram revestidos por aspersdo com ouro. As amostras foram visualizadas e
fotografadas com microscépio eletrdnico de varredura Quanta, modelo 250,
marca Thermo Fischer Scientific/Philips, operando em alto vacuo, usando
voltagem de 20kv e intensidade de corrente de 30pA.
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Resultados e Discussao

Caracterizagdo do micoparasita

Apos 14 dias de incubagéo o micoparasita tomou em torno de 70% da placa
de Petri, de 9 cm de didmetro (Figura 1). A coldnia tem textura cerosa com
sulcos e bordos camurgados; com o passar do tempo em alguns pontos da
colénia a textura fica cotonosa (Figura 1A). Quanto a coloragdo, € creme
a amarelo-claro e, com o passar do tempo a parte mais velha fica esbran-
quicada (Figura 1A). O reverso da colbnia € creme a amarelo-claro (Figura
1B). Esporulagéo abundante. Presenca de zonagao diurna. Hifas hialinas.
Conidiéforos hialinos, ndo ramificados. Células conidiogénicas fialidicas, ter-
minais. Conidios hialinos, agrupados em massa muscilagnosa, unicelulares,
elipsoides, arredondados nas extremidades, paredes lisas. Quanto as me-
didas houve pequena variagdo no comprimento quando os esporos foram
obtidos diretamente de folha fresca e quando obtidos apds cultivo em meio de
cultura: 3-5 ym x 2-3 pm (folha fresca); e 4-6 ym x 2-3 ym (cultura).

Figura 1. Aspecto da colbénia (A) e reverso (C) da col6nia do micoparasita de P.
pachyrhizi. Simplicillium lanosoniveum foi relatado como micoparasita de P.
pachyrhizi (Ward, 2011) e também de outras ferrugens (Baiswar et al., 2014).
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Apesar da semelhanga, o tamanho dos esporos do isolado CMES 937,
utilizado nesse trabalho, ndo condizem com as descritas para Simplicillium
lanosoniveum (Zare; Gams, 2001). Com base nas caracteristicas encontradas
trata-se do género Acremonium (Hawksworth, 1979). Também nesse género
ha espécies descritas para controle bioldgico de ferrugens (Jayapal-Gowdu;
Balasubramanian, 1993). Para confirmar e verificar a espécie do micoparasita
estédo sendo realizados testes moleculares.

Observacgao da interagdo do micoparasita com P.
pachyrhizi ao microscoépio eletréonico de varredura

Comparando as imagens obtidas ao MEV de estruturas reprodutivas de P,
pachyrhizi sem o micoparasita associado (Figura 2A) com as obtidas de es-
truturas apos dois dias de inoculagdo com o micoparasita percebe-se um
intenso desenvolvimento de hifas do micoparasita entrelagando uredosporos
de P. pachyrhizi e o inicio da murcha desses uredosporos (Figura 2B).

Fotos: Evandro Silva

Fgura 2. Uredosporos (U) de P. pachyrhizi na auséncia do micoparasita (Mp) (A) e
aos dois dias apds a inoculagdo com o micoparasita (B). Aos cinco dias observa-se
uredosporos totalmente murchos, inclusive dentro da urédia (Figura 3).
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Figura 3. Urédia (Urd) e uredosporos (U) de P. pachyrhizi aos cinco dias apds a ino-
culagdo com o micoparasita.

Aos 14 dias a colonizacao das estruturas de P. pachyrhizi pelo micoparasita é
intensa e a maioria dos uredosporos esta murcha (Figura 4).

Foto: Evandro Silva
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Figura 4. Urédia (Urd) com uredosporos (U) (A) e uredosporos (B) de P. pachyrhizi
aos 14 dias apods a inoculagdo com o micoparasita (Mp).
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Pelo observado nessa fase do trabalho, o micoparasita cresce e se multi-
plica bem em um meio de cultura que é de baixo custo e de facil produgao,
e é capaz de inviabilizar uredosporos de P. pachyrhizi, portanto tem poten-
cial para controle biolégico desse patdégeno. Além dessas caracteristicas, um
agente de biocontrole deve ser geneticamente estavel e ndo sofrer varia-
¢ao em suas atividades antagbnicas entre as geragdes; ser efetivo a baixas
concentragdes; ser compativel com outros métodos de controle e ndo ser
patogénico ao homem e nem as plantas (Medeiros et al., 2018). Os estudos
continuam para verificar se o micoparasita encontrado tem todas essas ca-
racteristicas e pode ser um bom agente de controle biologico.

Conclusao

O micoparasita de P. pachyrhizi pertence ao género Acremonium e tem po-
tencial para biocontrole.
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