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CONTROLE BIOLOGICO DO MOFO CINZENTO (Botrytis cinerea) COM
Clonostachys rosea EM CULTIVOS EXPERIMENTAL E COMERCIAL DE
MUDAS DE FUCSIA?

Autora: Ana Elisa Silvera-Pérez
Orientador: Valmir Duarte
Co-Orientadora: Rosa Maria Valdebenito-Sanhueza

RESUMO

O cultivo de mudas de fucsia (Fuchsia speciosa) pode sofrer perdas
por Mofo Cinzento (MC), causado por Botrytis cinerea. Relatos indicam que
Clonostachys rosea € um fungo eficaz no controle do MC em diferentes
hospedeiros. Esta pesquisa objetivou definir a eficacia do congelamento como
método alternativo ao meio de cultivo com paraquat para a detecgcado de
infeccdes latentes de B. cinerea em tecidos de fucsia; comparar a eficacia de
trés estirpes de C. rosea no controle do MC em cultivo experimental de fucsia;
comparar o desempenho de C. rosea aos fungicidas na incidéncia/severidade
do MC, na fotossintese e na producdo de mudas no cultivo comercial. Nos
resultados verificou-se que o tratamento de folhas destacadas com temperatura
-20 °C por 15 e 20 min mostrou efeito semelhante a incubagdo em meio agar-
paraquat na deteccdo de B. cinerea. No experimento conduzido em 2004 e
2005 em estufa em Porto Alegre, RS, a eficiéncia das estirpes GFO4, G8 e
GSAL de C. rosea no controle do MC foi comparada avaliando-se folhas de
fucsia destacadas. As trés estirpes do antagonista nao diferiram na reducao da
incidéncia do MC. No experimento conduzido nestes dois anos, em estufa com
cultivo comercial de mudas em Vacaria, RS, as plantas foram aspergidas: (1)
semanalmente com agua + espalhante adesivo (0,01%); (2) aplicagéo
sequencial de fungicidas (clorotalonil, folpet, oxicloreto de cobre, mancozeb,
iprodione e thiram); (3) suspensao de conidios da estirpe GFO4, 39 vezes a
partir dos 26 dias do transplantio; e (4) suspensao de GFO4, 29 vezes a partir
dos 61 dias do transplantio. C. rosea reduziu a incidéncia/severidade do MC a
niveis similares das plantas tratadas com fungicida nos dois anos, sem afetar a
fotossintese ou o numero de mudas. As aplicacbes com C. rosea podem ser
iniciadas no segundo més pds o transplantio.

' Dissertagdo de Mestrado em Fitotecnia, Faculdade de Agronomia,

Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil (92 p.).
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BIOLOGICAL CONTROL OF GRAY MOLD (Botrytis cinerea) WITH
Clonostachys rosea IN EXPERIMENTAL AND COMMERCIAL GROWTH OF
FUCHSIA®
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ABSTRACT

Gray Mold (GM), caused by Botrytis cinerea, may induce heavy losses
to the production of fuchsia cuttings. The effectiveness of Clonostachys rosea in
the control of GM on several plants is well-known. This research aimed to
define the efficiency of leaf freezing for the detection of latent infections of B.
cinerea; to compare three strains of C. rosea in the control of GM on fuchsia
experimental growth; to compare C. rosea to usually applied fungicides on a
commercial growth on the incidence and severity of GM, the photosynthesis
and the production of cuttings. In a preliminary study, the method of detecting B.
cinerea by submitting detached leaves to -20 °C for 15 and 20 min showed
similar results to the incubation on agar-paraquat medium, and was adopted to
evaluate the amount of GM. In a greenhouse experiment in 2004 and 2005,
Porto Alegre, RS, the efficiency of three strains of C. rosea was compared using
detached leaves of fuchsia. The GFO4, G8 and GSAL strains showed the same
performance in preventing and reducing the incidence of GM. In another
experiment conducted in these two years in a commercial greenhouse, Vacaria,
RS, plants of fuchsia var. 022, from cuttings, were sprayed with: (1) water +
wetting agent, 0.01% (control); (2) fungicides (chlorotalonil, folpet, copper,
mancozeb, iprodione or thiram), applied weekly, alternating the active
ingredients; (3) 39 applications 26 days after transplanting, conidial suspension
of strain GFO4 of C. rosea, and (4) 29 application after 61 days of the
transplanting. Conidial suspension of GFO4 of C. rosea reduced the incidence
and severity of GM to similar levels of the fungicide-treated plants in both years,
without diference in the photosynthesis and numbers of cuttings. The disease
amount did not change when the treatment with C. rosea started two months
after transplanting.

' Master of Science Dissertation in Agronomy, Faculdade de Agronomia,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (92 p.).
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1. INTRODUCAO

O Mofo Cinzento (MC), causado pelo fungo Botrytis cinerea Pers.
ex Fr., é amplamente distribuido no mundo, afetando varias espécies de
plantas, entre elas as ornamentais, particularmente em sistemas protegidos. A
producao de mudas de fucsia (Fuchsia speciosa Hort.) pode sofrer grandes
perdas por MC dependendo da variedade e das condicbes do ambiente. Os
sintomas do MC em fucsia consistem em manchas foliares, requeima das
folhas e flores, morte de mudas, cancros e podriddes de ramos e até a morte
das plantas (Huelsman, 2004).

O fungo B. cinerea pode produzir infecgbes quiescentes (latentes),
onde o fungo consegue penetrar, mas ndo se dessenvolve dentro do tecido da
planta porque as condigdes do ambiente ou estado fisiolégicos do hospedeiro
nao sao propicias para seu crescimento. Essas infeccbes nao tém sido
evidenciadas em tecidos de fucsia, mas s&o descritas em folhas novas de
morangueiro onde B. cinerea permanece latente nas células da epiderme até
as folhas senescerem.

Entre os métodos para a deteccdo de infeccbes latentes de B.
cinerea o meio de cultura composto por paraquat-cloranfenicol-agar (PCA) tem
sido ampliamente empregado. No entanto, o paraquat € um herbicida

altamente téxico o que recomenda a substituicdo deste metodo. O método de
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congelamento dos tecidos de plantas tem sido usado como alternativa ao PCA,
sendo efetivo na indugdo da inducdo da esporulacdo de infeccdes latentes de
B. cinerea em folhas de morangueiro, framboeseiro e amoreira.

A aplicagdo dos fungicidas sintéticos tem sido a principal forma de
combater o MC nos cultivos protegidos. Contudo o uso continuo de fungicidas
estimula a selegao de estirpes resistentes, constitui-se em risco a saude dos
trabalhadores que tem atividades no ambiente fechado de casa vegetagao
onde podem ser expostos aos efeitos desses produtos. Os exportadores de
flores sofrem ainda de uma limitagdo adicional que sdo as regulamentagoes
nos paises da Europa, exigindo produtos com niveis minimos de residuos.

Uma alternativa ao controle quimico dos patégenos da parte aérea
das plantas € o controle biolégico. Fungos e bactérias tém sido relatados no
controle destas doencas de plantas. Assim, aplicacbes foliares de
Clonostachys rosea (Link: Fr.) Schroers, Samuels, Seifert & W. Gams tém sido
efetivas na supressdo da esporulacdo de B. cinerea em numerosos
hospedeiros tais como morangueiro (Fragaria vesca L.), videira (Vitis vinifera
L.), framboeseiro (Rubus idaeus L.), amoreira (Rubus americanus Focke),
florestais e ornamentais.

No Brasil, suspensdées de esporos de C. rosea aplicadas
semanalmente em morangueiros cultivados em casa de vegetacado e em folhas
destacadas de morangueiros, framboeseiro, e amoreira controlaram
eficientemente o MC. A maior dificuldade do uso do controle biolégico no
manejo de doencas de plantas se deve a que varios resultados foram obtidos
em condicdes de laboratorio e experimental e muito pouco em condi¢cboes de

cultivo comercial, traduzindo-se em falta de consisténcia nos resultados de



biocontrole.

Assim, este trabalho teve como objetivos: a) definir a eficacia do
congelamento como método alternativo ao meio de cultivo com paraquat para a
deteccdo de infecgbes latentes de B. cinerea em folhas de fucsia; b) comparar
trés estirpes de C. rosea no controle do MC em cultivo experimental de fucsia;
c) testar no cultivo comercial de mudas de fucsia em sistema protegido, o
desempenho da protecdo quimica e da estirpe GFO4 de C. rosea utilizada em
dois sistemas de pulverizagdo na incidéncia e severidade do MC, na

fotossintese e na produgao de mudas.



CAPITULO |

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Importancia da floricultura

A produgdo de flores no Brasil, segundo os levantamentos
preliminares do Instituto Brasileiro de Floricultura (IBRAFLOR), tem
apresentado um importante desenvolvimento, com mais de cinco mil hectares
cultivados por aproximadamente quatro mil produtores. A maior parte da
producdo destina-se ao mercado interno, com vendas que correspondem a
US$ 750 milhdes, mas o mercado externo vem expandindo, com vendas, nos
primeiros seis meses de 2004, de US$ 11,7 milhdes, 30% mais do que no
mesmo periodo de 2003. (Trindade, 2004).

Dentro do setor agro-exportador de flores e plantas, os maiores
valores exportados tém sido obtidos pelo segmento de mudas de plantas
ornamentais. No primeiro semestre do 2004, acumulou vendas na ordem de
US$ 6,53 milhdes, representando 55,8% do valor total exportado pelo Pais. As
mudas exportadas sdo originarias, principalmente, do Estado de Sao Paulo,
que responde por 82,5% das vendas internacionais no segmento, seguido pelo
Estado do Rio Grande do Sul (RS), com 13,4% (Junqueira & Da Silva, 2004).

A producao anual de mudas, em uma das principais empresas do

RS, atinge valores de sete milhdes, e as mudas de fucsia representam 8% da
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producdo, sendo o mercado italiano o principal destino (Empresa Agro-

Industrial LAZZERI Ltda., informagao verbal, 2004).

2.2 A producao de mudas Fuchsia speciosa

A planta Fuchsia speciosa ou Fuchsia hybrida Hort., com nome
comum de brinco-de-princesa, lagrima ou fucsia (Figura 1), pertence a divisdo
Angiospermae, ordem Mirtales familia Onagraceae. A espécie é uma planta
herbacea de 1-2 m de altura, obtida por hibridizacdo e melhoramento das
espeécies sul-americanas de F. fulgens Moc. et Ses., F. magellanica Lam. e F.
corymbiflora Ruis. et Pav., principalmente. As flores sdo pendentes, aparecem
em pares de cada axila da folha, com calice tubular com divisbes roxas,
vermelhas ou brancas e corola roxa, vermelha, branca ou azul, simples ou
dobradas, formadas na primavera e verdo (Lorenzi & de Souza, 1999;
Polomski, 2004).

A fucsia é propagada por estacas provenientes de plantas matrizes.
As estacas sao colocadas para enraizar num meio de crescimento umido e
bem drenado, com pH entre 6,0-6,5, mantidas entre 20-22 °C, a umidade
relativa proxima de saturagdo, durante trés semanas. As estacas enraizadas
sdo transplantadas a vasos contendo substrato composto de matéria organica
(composto de casca de pinus) e inorganica (areia, perlita ou vermiculita lavada)
(Huelsman, 2004).

Da mesma forma que com as demais plantas ornamentais, as
doencgas sao um componente critico da producao de fucsia, com destaque para

o Mofo Cinzento (MC) (Huelsman, 2004).



FIGURA 1. Vista da planta de fucsia cv. 022, Vacaria, RS.

2.3 Mofo Cinzento

O Mofo Cinzento (MC), causado pelo fungo Botrytis cinerea Pers. ex
Fr., anamorfo do ascomiceto Botryotinia fuckeliana (de Bary) Whetzel, e
favorecido por condi¢des de alta umidade relativa (>90%), agua livre na
superficie das plantas, temperaturas amenas (15-25 °C), baixa intensidade de
luz e disponibilidade de tecidos senescentes e com ferimentos (Hausbeck &
Moorman, 1996; Agrios, 2004). Esta doenga encontra-se amplamente
distribuida no mundo, ocorrendo em varias espécies vegetais, causando
perdas na produ¢cdo em ornamentais, olericolas, florestais, afetando todos os
estadios de desenvolvimento em todas as condicbes de cultivo, mas mais
pronunciadamente nos sistemas protegidos (Morandi, 2001).

Os sintomas de MC descritos em fucsia sdo requeima das folhas e

flores, cancros e podriddes de ramos, manchas foliares e morte de mudas,
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(Huelsman, 2004). A doenga produz perdas graves na producdo em fucsia
(Fuchsia speciosa), e sua severidade depende da suscetibilidade das cultivares
e das condigbes do ambiente do cultivo (Huelsman, 2004).

O patégeno Botrytis cinerea € um fungo necrotréfico que, se
estabelece e multiplica inicialmente em tecidos mortos, colonizando
posteriormente os tecidos vivos adjacentes (Jarvis, 1989). O fungo sobrevive
como micélio e esclerdcios em restos de culturas, principal fonte de inéculo
primario. O fungo esporula abundantemente sobre os tecidos necrosados a
temperaturas entre 15 e 20 °C e alta umidade relativa (>90%) e a liberagéo dos
esporos ocorre nas horas mais quentes do dia, quando existem mudancas
rapidas na umidade relativa, sendo eles posteriormente transportados pelas
correntes de ar (Jarvis, 1989).

Uma vez que os conidios atingem a superficie da planta, aderem-se
e germinam favorecidos por agua livre, alta umidade relativa (>90%) e
temperaturas amenas (20-25 °C) (Jarvis, 1989). Compostos gasosos também
tém estimulado a germinagcdo de esporos de B. cinerea. Assim, foi
demonstrado que a producao de etileno estimulou a severidade do MC em
estruturas florais e folhas de roseiras (Rosa hibrida), morangueiro (Fragaria
vesca L.), tomateiro (Lycopersicon esculentum Mill), pepino (Cucumis sativus
L.) e pimentdo (Capsicum annuum L.) (Elad & Volpin, 1988; McNicol et al.,
1989).

O patdégeno pode penetrar os tecidos através de ferimentos (Braun &
Sutton, 1987) ou diretamente pela agdo do apressério, mediada pela secregéo
de enzimas degradadoras da parede celular como as exo-

endopoligalacturonase (Rha et al., 2006). A infeccdo é favorecida por
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temperaturas de 15-25 °C. Botrytis cinerea pode produzir infecgbes
quiescentes (latentes), quando as condi¢gdes de ambiente ou estado fisioldgico
dos tecidos do hospedeiro sdo conducivas para a penetracdo, mas nao para o
crescimento ativo do patdégeno (Jarvis, 1989). Estas infecgbes nao tém sido
evidenciadas em tecidos de fucsia, mas constatadas em tecidos de diferentes
espécies tais como folhas novas de morangueiro, onde B. cinerea permanece
latente nas células da epiderme até as folhas senescerem (Braun & Sutton,
1987), na haste do tomateiro, onde B. cinerea pode permanecer quiescente até
por 12 semanas (Jarvis, 1989), nos botdes florais de roseiras, que sob
condi¢des de alta umidade relativa durante o armazenamento e transporte a 2-
5 °C (Volpin & Elad, 1991), nas flores de roseiras durante a pds-colheita (Elad,
1988) e em estruturas florais e bagas de uva (Vitis vinifera L.) (Keller et al.,
2003).

Uma vez transcorrido o periodo de laténcia o fungo coloniza o tecido
da planta colonizando e macerando os tecidos, produzindo esporos e
reiniciando um novo ciclo de infec¢ao (Benito et al., 2000).

O manejo do MC integra praticas nas que se incluem a eliminagao
do tecido doente das plantas; alteracao da temperatura e umidade relativa do
ambiente; uso de fungicidas e de agentes de biocontrole (Elad, 1988; Jarvis,
1989; Elad et al., 1995; Hausbeck & Moorman, 1996; Sutton et al., 1997).

A aplicagdo dos fungicidas sintéticos tem sido a principal forma de
combater a doenga causada por B. cinerea (Wilson, 1997; Morandi, 2001). O
uso inadequado dos fungicidas tem levado a selegcdo de estirpes resistentes,
gerando a ineficiéncia do controle quimico. Inicialmente, foi citado o surgimento

de estirpes resistentes os benzimidazéis, como carbendazim, benomil e
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tiabendazol, (Leroux et al., 1999) e a seguir as dicarboximidas, como iprodione,
procimidone e vinclozolin (Latorre et al., 1994). Em cultivos protegidos de
ornamentais, estirpes de B. cinerea resistentes aos dois grupos de fungicidas
antes citados foram também constatadas (Ghini, 1996; LaMondia & Douglas,
1997; Yourman et al., 2001). A resisténcia de estirpes de B. cinerea, ao grupo
anilinopirimidinas, foram encontradas nos vinhedos no Chile e em culturas
protegidas de pepino, feijao, tomate, abdbora, berinjela e pimenta na Espanha
(Latorre et al., 2002; Moyano et al., 2004). Também os inibidores da sintese de
esterol (tebuconazol e fenethanil) tém selecionado estirpes de B. cinerea em
locais onde foram mal utilizados ou subdosificados (Elad, 1992).

Outras desvantagens do uso de fungicidas para o controle do MC
sao os riscos a saude dos trabalhadores advindo do uso inadequado dos
fungicidas e, particularmente para os exportadores o aumento das restricbes
feitas a estes produtos nos paises da Europa que vem limitando o uso de
fungicidas na producgao de flores e exigindo a comercializagdo destas culturas
com minimos niveis de agrotoxicos (Kohl et al., 1998). Essa situagédo gerou a
necessidade de desenvolver métodos alternativos de controle, e o biocontrole é
um deles (Michereff, 2004).

O controle bioldgico de um patdégeno do filoplano € geralmente feito
pela introdugcédo e estabelecimento de antagonistas nas folhas. O antagonista
aplicado, para ser bem sucedido, deve multiplicar-se e colonizar a superficie da
planta (Bettiol, 1991). Leveduras e bactérias antagonistas aplicadas na
superficie foliar tém sido relatadas por reduzir a infec¢ao de B. cinerea (Elad et
al., 1994; Zahavi et al., 2000; Helbig, 2001).

Aplicacbes foliares de Trichoderma spp., Penicillum spp.,
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Clonostachys rosea (Link: Fr.) Schroers, Samuels, Seifert & Gams e
Ulocladium atrum Preuss tém sido efetivas na supressao da esporulagao de B.
cinerea em numerosos hospedeiros, tais como morangueiro (Sutton & Peng,
1993a; Valdebenito-Sanhueza et al., 1997), videira (Harman et al., 1996;
Latorre et al., 1997), florestais (Grigoletti et al., 2004). Nas plantas ornamentais
C. rosea suprimiu a esporulacéo de B. cinerea ciclamen (Cyclamen persicum
Mill.), begbnia (Begonia x hiemalis Fotsch.), geranio (Pelargonium L.), roseiras
(Sutton et al., 1997; Kohl et al., 1998; Morandi et al., 2001).

Para se obter um efetivo controle de doencas da parte aérea pelos
antagonistas, eles devem exercer competicdo com o patégeno pelo sitio de,
infeccao colonizando o filoplano antes da sua instalagdo, diminuir a
esporulagcédo e reduzir a formacédo de estruturas de sobrevivéncia (Fokkema,
1993). Contudo, no caso do controle do MC com C. rosea o antagonista causa
inibicdo da infecgao, colonizagéo, esporulagédo e disseminagédo do patégeno. O
antagonista é destacado pela sua eficiéncia no controle do MC competindo
como patdégeno na colonizagdo de folhas jovens e tecidos senescentes de
morangueiro, begbnia, ciclamen, geranios. Tanto o antagonista como o
patdgeno colonizam e esporulam nas folhas mortas (Sutton et al., 1997).

Em consideracido as restricobes do controle quimico, o controle
biolégico com C. rosea torna-se uma opgao eficiente para o manejo de

doencas de plantas causadas por B. cinerea.

2.4 O fungo Clonostachys rosea
Segundo a nova classificagdo polifasica dos seres vivos, baseada

nas caracteristicas fenotipicas e na analise da sequéncia do RNA ribossomal, o
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reino Fungi foi mudado para reino Mycota (da Luz, 2000). O reino Mycota é
dividido nos filos: Zygomicota, Ascomycota, Basidiomycota. O fungo C. rosea
(Gliocladium roseum Bainier), anamorfo de Bionectria ochroleuca Schwein.
(Nectria ochroleuca (Schw.) Berk.), pertence ao filo Ascomycota, ordem
Hypocreales (Rehner & Samuels, 1994; Rossman et al., 1999; Schroers et al.,
1999; Rossman et al., 2001).
Os géneros Clonostachys e Gliocladium foram descritos por Corda
em 1839 e 1840, cada um com uma espécie, C. araucaria Corda e G.
penicillioides Corda (Schroers et al., 1999). Previamente um fungo descrito com
dois tipos de conidioforos, verticilados e penicilados tinha sido chamado G.
roseum. Os conidioéforos verticilados apresentam poucas fidlides divergentes e
longas, com conidios aderidos por mucilagem em massas arredondadas.
Posteriormente, o0s conididforos penicilados com fialides pequenas
comprimidas e os conidios dispostos em forma de correntes sdo formados. A
mesma espécie, com conididéforos dimoérficos, € descrita como Penicillium
roseum Link (1816), provavelmente o basénimo de G. roseum (Thom apud
Schroers et al. 1999, p.366). Posteriormente é reconhecida como C. araucaria
possivelmente a mesma espécie de G. roseum, mas nao se reconhece como
outro género (Thom apud Schroers et al. 1999, p.366). Posteriormente,
Clonostachys é reconhecido como género e C. araucaria var. confusa é
descrito como G. roseum de Bainier, possivel sinonimia de P. roseum de Link
(Pinketon apud Schroers et al. 1999, p.366). Poucos autores tém usado C.
araucaria, mas G. roseum tem sido amplamente aceito (Schroers et al., 1999).
Estudos filogenéticos, baseados na analise de sequéncia da regiao

5 da subunidade 28S do DNA ribosomal nuclear (rDNA), mostraram que
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Gliocladium é um grupo polifilético dentro de Hypocreales. Na analise de
parcimdnia bootstrap se distinguem dois grupos monofiléticos com 93%
bootstrap, onde G. roseum, junto com Nectria spp., formam um grupo separado
de G. penicillioides e Trichoderma virens (= G. virens) (Rehner & Samuels,
1994). Também se diferenciam de outras espécies de Gliocladium pela forma
assimétrica dos conidios, dispostos em correntes superpostas, e a formacgao de
conididforos verticilados e penicilados. Essas evidéncias moleculares e
diferencas morfolégicas conduzem a mudanga da nomenclatura de G. roseum
para C. rosea (Schroers et al., 1999).

Clonostachys rosea se caracteriza por apresentar colénias de
aspecto granulado a felpudo, de cor branca, rosa ou salmédo (Domsch et al.,
1980). O fungo, em batata-dextrose-agar (BDA), desenvolve micélio aéreo
denso, com hifas de filamentos erguidos, o qual pode ser sem pigmento até cor
branca, com massas de conidios brancas. Em agar-milho-dextrose ou agar-
aveia, apresenta micélio com tonalidades amarelas ou laranjas com massas de
conidios branca-amarelas a branca-alaranjada (Schroers et al., 1999).

Os conidiéforos inicialmente sao verticilados passando a penicilados.
Os conidios verticilados predominam na parte jovem da colbnia, cada um
produzindo um conidio hialino. Os conidiéforos secundarios aparecem nas
colbénias a poucos dias de idade, podendo apresentar-se isolados ou
agrupados, com dois a trés verticilos e frequentemente ramificados (Schroers
et al., 1999).

Os conidios séao lisos, hialinos, levemente curvados, arredondados,
hilum lateral, medem em média 5,8 x 2,7 um, mas a forma e tamanho podem

variar segundo o tipo do conidiéforo. Os conidios dos conidioforos primarios
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apresentam-se pouco curvados e medem 8,1 x 3,1 ym, e os conidios dos
secundarios sdo menores com 5,2 x 2,7 ym (Schroers et al., 1999).

A forma teleomoérfica raramente se apresenta em meio de cultura,
tanto em isolados homotélicos ou heterotalicos. O fungo forma peritécios
amarelos ou laranjas, de globosos a piriformes, dispostos isolados ou em
densos grupos sobre o estroma, de 200-310 um de didmetro, de paredes lisas
e finas, de 35-45 ym. As ascas sdao em forma de clava, de paredes lisas e finas
medindo 50-68 x 5-9 ym. Os ascdsporos sdo elipsoidais, hialinos, de paredes
lisas a levemente equinuladas, medindo 10-12 x 3-4 um (Domsch et al., 1980).

Os isolados de C. rosea apresentam variacao no tipo de colbénia e na
proporgao dos dois tipos de conidiéforos (Domsch et al., 1980).

Diferentes técnicas moleculares tém sido empregadas na
identificacdo de fungos antagonistas, auxiliando na caracterizagao de estirpes,
em estudos de diversidade genética e no monitoramento de estirpes
introduzidas no ambiente (Bulat et al., 1998; Lubeck et al., 1999; Bulat et al.,
2000; Paavanen-Huhtala et al., 2000; Bielikova et al., 2002; Latha et al., 2002;
Brandao et al., 2002; Dodd et al., 2004; Inglis et al., 2005). As técnicas DNA
polimdrfico amplificado arbitrariamente (Random Amplified Polymorphic DNA -
RAPD) (Bielikova et al.,, 2002), reacdo em cadeia da polimerase com
oligonucletideos universais (Universally Primed Polymerase Chain Reaction —
UP-PCR) (Bulat et al., 1998; Bulat et al., 2000), PCR com marcadores
especificos de uma regido de sequéncia caracteristica (Sequence-
Characterized Amplification Region - SCAR) (Bulat et al., 2000) tém sido
empregadas na identificacdo de C. rosea.

A utilizagdo de marcadores RAPD tem sido empregada na analise
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de G. virens, C. rosea e Gliocladium sp. apresentando diferengas de cinco, dois
e quatro padrbes de bandas, respectivamente (Bielikova et al., 2002). A técnica
PCR-RAPD, descrita em 1990 (Williams et al., 1990), uma modificacdo da
PCR, utiliza oligonucleotideos iniciadores com 6-12 bases e sequUéncia
arbitraria, permitindo revelar o polimorfismo dentro de amostras de DNA
desconhecidas, sem a necessidade de hibridizagdo ou sequenciamento do
DNA. O produto da reagao consiste em um numero de fragmentos de DNA de
diferentes comprimentos e sequéncia de nucleotideos e se Vvisualiza
diretamente em forma de uma banda no gel de eletroforese (Ferreira &
Grattapaglia, 1998).

A UP-PCR tem sido usada em estudos de diversidade genética e
identificacao infra-especifica (Bulat et al., 1998; Lubeck et al., 1999). Assim, o
uso da técnica tem permitido caracterizar estirpes de Trichoderma spp.
apresentando perfil de bandas heterogéneo, mas com algumas variagbes para
trés estirpes de T. harzianum com perfil idéntico. A analise de estirpes de G.
roseum foram menos heterogéneas, indicando uma relativa homogeneidade no
genoma da espécie (Bulat et al., 1998). A técnica UP-PCR é um método
semelhante ao RAPD, o qual amplifica o DNA sem prévio conhecimento da
sequéncia do DNA, gerando perfis de bandas. A reagdo ocorre com alta
temperatura de anelamento, resultando em um produto altamente reproduzivel
(Bulat et al., 1998; Bulat et al., 2000).

A SCAR-PCR usa marcadores que amplificam uma regido de
sequéncia caracteristica e permite a detecgcdao de uma estirpe especifica. O
método tem sido aplicado na deteccédo de estirpes individuais de C. rosea a

partir de solo inoculado, possibilitando o monitoramento de linhagem liberada
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no solo (Bulat et al., 2000).

Adicionalmente, marcadores intron tém sido empregados em
estudos do genoma. A maioria dos marcadores nao codifica para genes
funcionais e apresenta sequéncia muito variavel. As sequéncias intron
detectadas na regido 3' do rDNA da subunidade do gene 18S, apresentaram
polimorfismo nas formae speciales de Fusarium solani (Mart.) Sacc. (Suga et
al., 2000). A PCR com marcadores intron tem permitido identificar
polimorfismos em estirpes comerciais de Saccharomyces cerevisiae,
possibilitando a identificacdo e o monitoramento no processo de fermentacao
(De Barros et al., 1996).

Clonostachys rosea se caracteriza por ser habitante do solo em
regides tropicais, temperadas, com alta capacidade saprofitica e principalmente
micoparasita de ascomicetos, hifomicetos (Domsch et al., 1980; Papavizas,
1985; Sutton et al., 1997; Schroers et al., 1999). O fungo coloniza diversos
orgaos de plantas sem causar doenga. Ha relatos da colonizagao endofitica do
fungo em raizes, hastes, sementes de soja (Glycine max, (L.) Merr. (Mueller &
Sinclair, 1981), vasos do xilema de videira (Esseln & Weltzien, 1997), folhas de
morangueiro (Sutton & Peng, 1993a; Valdebenito-Sanhueza et al., 1997),
framboeseiro (Rubus idaeus L.), amoreira (Rubus armeniacus Focke) (Yu &
Sutton, 1997; Zamboni-Pinotti et al., 2005), roseiras (Morandi et al., 2003) e
hastes de tomateiro (Sutton et al., 2002).

O fungo se desenvolve entre 20-35 °C, com uma temperatura
minima de 4-8 °C e uma 6tima de 25-28 °C. O pH ¢6timo é de 6,4-8,0, mas

tolera uma variagao de 3,2-10,5 (Domsch et al., 1980).
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2.5 Doencas controladas por Clonostachys rosea

O fungo C. rosea tem sido relatado como antagonista eficaz de
numerosos fungos (Barnett & Lilly, 1962; Domsch et al., 1980; Schroers et al.,
1999) e como agente de biocontrole de doengas de plantas (Papavizas, 1985;
Bettiol, 1991; Sutton & Peng, 1993a; Bettiol, 1996; Sutton et al., 1997).

Clonostachys rosea € um antagonista efetivo de patdgenos de
plantas em diversos ambientes. Assim, as aplicagcdes no solo de C. rosea tém
controlado a podriddo da raiz do pepineiro causada por Phomopsis
sclerotioides van Kesteren (Moody & Gindrat, 1977) e a viabilidade dos
microesclerocios de Verticillium dahliae Kleb (Keinath et al., 1991).

Filtrados de cultura de C. rosea tem inibido a zoosporogénese de
Phytophthora megasperma Drechs f.sp. glycinea TL Kuan & Erwin (Alheeti &
Sinclair, 1984). Em cultura de repolho (Brassica campestris subsp. pekinensis
(Lour) G. Olsson), duas aplicacdes de suspensdo de esporos (108.mL™") de C.
rosea (isolado IK726) reduziram a incidéncia da podriddo da folha e da cabega
causada por Pythium tracheiphilum Matta (Moller et al., 2003).

O fungo C. rosea tem sido aplicado em sementes para o controle de
doencas da espermosfera, se multiplica no solo ou na rizosfera inibindo os
patdgenos por competicdo, micoparasitismo ou antibiose (Papavizas, 1985). O
tratamento sementes de cenoura (Daucus carota L.) com a estirpe IK726 de C.
rosea tem controlado o tombamento causado por Alternaria dauci (JG Kuhn)
JW Groves & Skolko e A. radicina Meier, Drechs., & ED Eddy com igual
eficiéncia que o fungicida iprodione (Jensen et al., 2004). Inoculagbes de
sementes de cevada (Hordeum vulgare L) com conidios de C. rosea

controlaram 80% da doenga causada por Fusarium culmorum (WG Sm.) Sacc.
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(Jensen et al., 2000). Sementes de ervilha (Pisum sativum L.), mergulhadas em
suspensdo de esporos da estirpe ACM941 de C. rosea (10" conidios.mL™)
apresentaram incremento in vitro na germinacao (44%), na emergéncia de
plantula (22%) e reduziram a severidade do complexo da podridao da raiz
(76%) causado por A. alternata (Fr.:Fr.) Keissl., Aphanomyces euteiches
Drechs., Fusarium oxysporum Schlecht. f. sp. pisi (Linford) Snyd. et Hansen., F.
solani (Mart.) Sacc. f. sp. pisi (FR Jones) WC Snyder & HN Hans.,
Mycosphaerella pinodes (Berk. & A. Bloxam) Vestergr., Pythium spp.,
Rhizoctonia solani Kihn (AG-4) e Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary,
resultados semelhantes aos obtidos como o fungicida thiram (Xue, 2003).

Clonostachys rosea tem sido eficiente no controle de doengas da
area foliar. Assim em fumo (Nicotiana tabacum L.), plantas inoculadas na raiz
com uma suspensdo de conidios de C. rosea (10°.mL™"), apresentaram menor
severidade de oidio (Erysiphe orontii Cast.) quando comparadas com a
testemunha ativando possivelmente mecanismos de resisténcia das plantas
(Lahoz et al., 2004).

A aplicacdo de uma suspensao de esporos de cinco estirpes de C.
rosea (5 x 10°.mL™") em cacaueiros (Theobroma cacao L.), em condicdes
comerciais, reduziu a incidéncia de podridao-de-moniloftora (Moniliophthora
roreri Cif & Par) em 24,9% comparada ao controle cultural (Krauss &
Sobernais, 2001).

Aspersbes foliares de suspensdes de conidios de C. rosea (5 x
10°.mL™") e de clorotalonil reduziram igualmente a severidade da mancha foliar
causada por Botrytis squamosa em cebola (Allium cepa L.). O antagonista

reduziu em 50-58% a severidade da doenga quando comparado a testemunha,
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(James, 1996). Também, as aspersdes de C. rosea tém inibido a esporulacéo

de B. aclada Fresen (syn. B. alli Munn) em folhas necrosadas de cebola

(Yohalem et al., 2004).

2.6 Controle do Mofo Cinzento com Clonostachys rosea

Clonostachys rosea tem sido relatado como efetivo para o controle
do MC (Peng & Kevan, 1992; Zhang et al., 1996; Valdebenito-Sanhueza et al.,
1997; Kohl et al., 1998; Yu & Sutton, 1999; Sutton et al., 2002; Morandi et al.,
2003; Grigoletti et al., 2004; Li et al., 2004; Zamboni-Pinotti et al., 2005; Nobre
et al., 2005).

Em experimentos de campo, C. rosea, Trichoderma viride Pers. ex
Fries e Penicillum sp. reduziram a esporulagcao de B. cinerea em folhas de
morangueiro com igual eficiéncia quanto aplicagbes de clorotalonil (Peng &
Sutton, 1991). A utilizacdo de trés ou quatro aplicacbes por semana de
suspensdes (10° ou 10”.mL™") de conidios de C. rosea foram suficientes para
reduzir a incidéncia de B. cinerea nas infrutescéncias de morangueiro (Sutton,
1994).

A aspersdao de suspensdao de conidios de C. rosea ou a
disseminagao de conidios do antagonista pela abelha (Apis mellifera L.) em
flores de morangueiro reduziu a incidéncia de B. cinerea em pétalas, estames e
infrutescéncias. As abelhas disseminaram eficientemente o indculo de C. rosea
nas flores e suprimiram o patégeno tanto nas flores quanto nos frutos (Peng &
Kevan, 1992). O uso de abelhas como disseminador de conidios de C. rosea
também foi eficiente na protecado de frutos de framboeseiro contra a podridao

de MC (Sutton & Peng, 1993b).
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Em hastes destacadas de tomateiro hidropdnico, C. rosea inibiu B.
cinerea tanto quanto o fungicida iprodione (Sutton et al., 2002) e em aplica¢des
no apice das plantas de alfafa (Medicago sativa L.), o fungo suprimiu a
podriddo de vagens e sementes causada por B. cinerea, incrementando a
producao de sementes (Li et al., 2004).

O uso de C. rosea € citado no controle do MC em plantas
ornamentais. Aplicagdes de conidios de Ulocladium atrum (10°.mL™") e C. rosea
(10°.mL™"), a cada duas ou trés semanas, foram tdo efetivas quanto as
aplicagdes de fungicidas quimicos no controle de MC em ciclamen (Kohl et al.,
1998).

Clonostachys rosea ou U. atrum, aplicado em roseiras em vaso,
durante o estagio vegetativo, tem reduzido a incidéncia e inibido a esporulagéo
de B. cinerea tanto quanto o fungicida iprodione (Yohalem, 2004).

No Brasil, desde 1995, vem-se trabalhando com C. rosea para o
controle biolégico do MC no morangueiro em casa de vegetagao (Valdebenito-
Sanhueza & Perazzolo, 1995). Suspensdes de esporos de C. rosea, na
concentracgdo de 10° conidios.mL™, aplicadas semanalmente em morangueiros
cultivados em casa de vegetacdo (Valdebenito-Sanhueza et al., 1997), e em
folnas destacadas de morangueiros, framboeseiro e amoreira controlaram
eficientemente o MC (Zamboni-Pinotti et al., 2005).

Isolados de C. rosea, provenientes de solos, folhas verdes ou mortas
de diferentes espécies de plantas do Brasil, reduziram a esporulacao de B.
cinerea em folhas de roseira (81-97,4%), morangueiro (87,6-96,8%), eucaliptos
(Eucalyptus globulus Labill.) (63,7-89,7%) e tomateiros (100%) (Nobre et al.,

2005).
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Os trabalhos precedentes evidenciam que C. rosea pode atuar no
controle de MC por colonizar o substrato antes e mais eficientemente que o

patdgeno e reduzir significativamente a esporulagdo do mesmo.

2.7 Variaveis da efetividade de Clonostachys rosea

A interacdo entre C. rosea e B. cinerea ¢é influenciada por diversos
fatores do hospedeiro, do ambiente (umidade, temperatura, intensidade
luminosa), concentragao e tipo de in6culo, momento de aplicagéo entre outros
(Sutton et al., 1997).

A eficacia de C. rosea depende do estado fenoldgico do tecido e da
espécie hospedeira. Assim, C. rosea foi 30 a 70% menos eficaz em folhas
senescentes do que nas pre-senescentes e nula nas folhas mortas do
morangueiro, begbnia e ciclamen (Sutton et al., 1997). Adicionalmente, foi
constatado que C. rosea germina, se estabelece endofiticamente e esporula
em folhas e pétalas maduras, senescentes e mortas de roseiras. A germinagao
e esporulagdo do antagonista foi moderada em folhas e pétalas maduras e
senescentes, e mais altas nos tecidos mortos (Morandi & Maffia, 2000).

Os fatores do ambiente, agua livre, umidade relativa e temperatura
afetaram a germinagdo, colonizagdo e esporulagdo do antagonista e do
patdgeno, afetando a eficacia do controle do MC (Sutton et al., 1997).

As flutuagdes de agua livre na superficie das folhas, com alternancia
de periodos umidos e secos afetam a colonizacdo e a eficacia de C. rosea
contra B. cinerea (Kohl et al.,, 1998; Kohl et al., 1999). As hifas do fungo,
especialmente o tubo germinativo, sao sensiveis a falta de umidade (Koéhl et al.,

1995) e essa alternancia afeta o crescimento de C. rosea, principalmente no
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primeiro dias apds aplicacdo (Kohl et al., 1995). Em Picea mariana (P. Mill.) e
outros hospedeiros, € necessario um periodo de umidade apds a aplicacao
para otimizar o crescimento do antagonista (Sutton et al., 1997).

A umidade relativa favoravel ao crescimento de C. rosea encontra-se
numa faixa estreita que se encontra entre 95 e 98% e este fator é decisivo no
controle de B. cinerea. Assim em discos de folha de feijao a umidade relativa
de 98% teve maior reducao da esporulacdo do patégeno do que a 95%,e foi
nula a 93% (Szandala & Backhouse, 2001).

A temperatura é outro parametro que afeta a atividade antagbnica de
C. rosea contra B. cinerea. Assim, C. rosea suprimiu a esporulagdo de B.
cinerea a temperatura entre 20-30 °C em folhas de morangueiro, framboeseiro,
ciclamen, begbnia e geranio, porém a acgado biocontroladora diminuiu nas
temperaturas menores de 15 °C (Sutton et al., 1997). Contudo, alguns isolados
desta espécie tem reduzido a esporulacdo de B. cinerea em folhas necroéticas
de moranguerio a temperaturas entre 10-25 °C (Sutton & Peng, 1993a).

A luz solar, particularmente a radiacdo UV pode afetar a
sobrevivéncia de esporos de fungos antagonistas (de Melo, 1998). Por isto as
aplicagdes de conidios de C. rosea devem ser realizadas ao fim da tarde nos
cultivos de morangueiro, visando favorecer a instalagdo do antagonista. Nesta
condigdo a incidéncia de luz UV é minima e se assegura a disponibilidade de
umidade para a germinagao dos propagulos do fungo (Peng & Sutton, 1991).

A concentracdo de in6culo de C. rosea €& fundamental para o
estabelecimento apropriado nos tecidos de plantas. Essa varia com a espécie,
idade, 6rgao da planta, concentragao do patdgeno e condi¢des climaticas. O

antagonista controlou o0 MC quando foi aplicado na mesma ou maior
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concentracao de B. cinerea em folhas e flores de ciclamen e begbnia (Sutton et
al., 1997). As combinacdes de suspensdes de conidios de B. cinerea (10°-
10°.mL™") e de C. rosea (10*-10%.mL™") foram suficientes para obter 90 a 100%
de controle do MC em folhas de framboeseiro. No estudo de suspensdes com
conidios de C. rosea (10* a 108.mL™") e de B. cinerea (10°, 10*, 10°, 10°.mL™") a
reducao total da esporulagdo do patdégeno nas folhas e mais do que 97% nas
hastes do framboeseiro foi obtida quando o antagonista foi aplicado com 10’
conidios.mL™ (Yu & Sutton, 1998).

Em cultivos desenvolvidos no campo e em casa vegetagao, C. rosea
(10°-10® conidios.mL™) controlou o MC (Sutton et al., 1997) e a concentragao
de 10° conidios.mL™ foi eficaz para controle do MC em morangueiro, ciclamen,
begbnia, tomateiro, roseira e Picea mariana (Sutton & Peng, 1993a; Zhang &
Hopkin, 1994; Zhang & Hopkin, 1996; Valdebenito-Sanhueza et al., 1997; Kohl
et al., 1998; Morandi et al., 2001; Sutton et al., 2002), e 10" conidios.mL™” em
framboeseiro (Yu & Sutton, 1997; Yu & Sutton, 1998; Zamboni-Pinotti, 2005).

Propagulos de C. rosea, constituidos por conidios ou biomassa
seca, podem ter eficiéncia variavel na supressao de B. cinerea (Zamboni-
Pinotti, 2005). A concentracdo de conidios (10°.mL™) e biomassa seca (160
mg.L'1) da estirpe G2 de C. rosea reduziram a colonizagao e esporulacio de B.
cinerea em folhas de morangueiro (Dall'Onder, 1997). Trabalhos feitos com
suspensodes de conidios e micélio das estirpes GSAL e GFO4 mostraram que
igual eficiéncia na supresao de B. cinerea em morangueiro. Entretanto, quando
foram avaliadas em framboseiro somente a suspensao de conidios de GSAL e
GFO4 exerceram o maior controle do MC nas folhas de framboeseiro

(Zamboni-Pinotti, 2005).
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Clonostachys rosea pode atuar diretamente na reducao da infecgao
do hospedeiro quando aplicado antes da infecgado dos tecidos pelo patégeno
e/ou na reducao da colonizacdo dos tecidos e da producéo do inéculo quando
estes sao tratados apods a infeccido de B. cinerea. A diminuigao da esporulagcao
de B. cinerea tem sido observada quando folhas de morangueiro e feijoeiro
(Phaseolus vulgaris L.), folnas e estruturas florais de framboeseiro foram
tratadas com C. rosea apés a infecgao por B. cinerea (Sutton & Peng, 1993a;
Yu & Sutton, 1998; Szandala & Backhouse, 2001).

Aplicagdes de C. rosea 32 h antes ou ao mesmo tempo em que o
patdgeno reduziram drasticamente a esporulagédo de B. cinerea em discos de
folhas, segmentos de hastes e estames de framboeseiro, mas suprimiu
moderadamente quando foi aplicado 32 h depois do patégeno (Yu & Sutton,
1997). O tratamento preventivo com C. rosea em plantulas de coniferas reduziu
a incidéncia de B. cinerea em aproximadamente 80% (Zhang et al., 1996).

Outro fator que afeta a eficiéncia de C. rosea no controle do MC é a
sua sensibilidade a alguns fungicidas. Assim, os fungicidas vinclozolin e
diclofuanid inibiram o crescimento micelial de C. rosea. Entretanto, mancozeb
teve apenas pequeno efeito inibitério sobre o fungo, indicando a possibilidade
de aplicagbes conjuntas do antagonista com este fungicida (Morandi, 2001).
Aspersdes alternadas de clorotalonil, propineb, diclofluanida, ziram, sais de
cobre mais mancozeb, mancozeb, metiram ou azufre e C. rosea foram t&o
efetivas quanto as aplicacbes de C. rosea e ambas foram superiores aos
fungicidas no controle do MC em morangueiro (Chaves & Wang, 2004). Assim,
com a integragcdo de agentes quimicos e bioldgicos de controle, pode-se

reduzir o uso de produtos quimicos e reduzindo desenvolvimento de
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populagdes do patdgeno resistentes a fungicidas.

2.8 Mecanismos de acéo de Clonostachys rosea

Os mecanismos envolvidos nas interagdes entre microrganismos
tém sido classificados como micoparasitismo, competicdo por substrato e
nutrientes, lise enzimatica e antibiose, podendo acontecer simultaneamente
(Papavizas, 1985; Sutton et al., 1997; Hjeljord & Tronsmo, 1998; Vero &
Mondino, 2002).

Clonostachys rosea é conhecido como um micoparasita de hifas,
esporos, esclerdcios e corpos frutiferos de diversos fungos, entre eles Botrytis
cinerea (Barnett & Lilly, 1962; Domsch et al., 1980; Lim & Chan, 1986; Yu &
Sutton, 1997; Sutton et al.,, 1997; Li et al., 2002). Em um estudo sobre
estruturas de micoparasitismo sobre graos de pdlen de alfafa, observaram-se
hifas de C. rosea iniciando o processo de infeccdo em conidios e tubos
germinativos de B. cinerea por meio do contacto direto da ponta da hifa sem a
formagao de apressoério e com posterior colapso citoplasmatico (Li et al., 2002).
Existem diferengcas entre os graus de micoparasitismo de B. cinerea por C.
rosea, dependendo da parte da planta onde se estabelecem. Assim, C. rosea
suprimiu a germinagao e crescimento do tubo germinativo de B. cinerea com
pouca interacdo parasitica, sobre as folhas de frambeoseiro. Na haste, C.
rosea apresentou moderada supressao do crescimento do tubo germinativo e
intenso parasitismo de B. cinerea. A hifa de C. rosea se ramifica rapidamente
(32-72 h) e cresce envolvendo conidios e hifas de B. cinerea em presenga de
alta umidade. As células do conidio e o tubo germinativo de B. cinerea

colapsam e perdem o conteudo citoplasmatico. Na superficie dos estames, o
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antagonista reduziu a colonizagdo de B. cinerea, mas nao suprimiu a
germinacgao, o crescimento do tubo germinativo, a formagao do apressorio, e 0
grampo de infecgao de B. cinerea (Yu & Sutton, 1997).

Clonostachys rosea tem a capacidade de crescer endofiticamente
em tecidos inmaturos permitindo competir com o patégeno na colonizagado dos
tecidos senescentes de morangueiro, begbnia, ciclamen, geranios, tomateiro,
pimentao, pepineiro, framboeseiro, mudas de coniferas, e esporular em folhas
mortas, tal como B. cinerea (Sutton & Peng, 1993a; Yu & Sutton, 1997; Sutton
et al., 1997; Morandi et al., 2001; Sutton et al., 2002; Zamboni-Pinotti et al.,
2005; Nobre et al.,, 2005). O antagonista tem habilidade de colonizar mais
rapidamente os tecidos senescentes que o patdégeno, ocupando o mesmo
nicho, mas nédo o suplanta em tecido ja colonizado (Sutton et al., 1997).
Clonostachys rosea estabeleceu-se em folhas verdes, senescentes ou mortas
de roseira e suprimiu a esporulagao do patdégeno em mais de 96% (Morandi et
al., 2001).

A produgdo de enzimas extracelulares que degradam a parede
celular dos patégenos é outra forma de interagdo entre os microrganismos
(Harman & Kubicek, 1998). Em um estudo sobre métodos de deteccédo de
enzimas extracelulares, duas estirpes de C. rosea e trés de G. virens
demonstraram um amplo espectro desta atividade enzimatica (McAfee et al.,
2001).

Recentes estudos mostram a capacidade de estirpes de C. rosea em
produzir enzimas extracelulares que degradam a parede celular, incluindo as
enzimas que degradam quitina, glucano e celulose (Mamarabadi et al., 2004).

Estirpes de C. rosea tem produzido enzimas extracelulares (quitina 1,4-3-
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quitinobiosidase e glucano 1,3-B-glucosidase) que degradaram a parede celular
de Rhizoctonia cerealis (Innocenti et al., 2003). Uma enzima extracelular da
familia da serina protease tem sido isolada de C. rosea; a enzima purificada
tem degradado caseina, gelatina e cuticula de nematdides (Li et al., 2005).

A antibiose tem sido amplamente estudada mostrando ser
importante em alguns sistemas e menos em outros. A antibiose refere-se a
producao de substancias toxicas, por parte de um microrganismo, que atuam
em baixas concentracbes e tem seu efeito a curta distancia em outros
microrganismos. A antibiose € importante quando se da em conjunto com
outros mecanismos como competicio e micoparasitismo, e atua
sinergicamente com enzimas que degradam a parede celular (Howell, 1998;
Vero & Mondino, 2002). Metabdlitos com atividade antibiética, derivados de
poliquetideos, tém sido isolados de C. rosea: trés benzoquinonas (2,3-dihidroxi-
5,6-dimetil benzoquinona, 2,3-dimetoxi-5,6-dimetil benzoquinona, 2-metoxi-3-
hidroxi-5,6-dimetil benzoquinona) e uma quinidrona (2,3-dimetoxi-5,6-dimetil
quinidrona) (Sivasithamparam & Ghisalberti, 1998).

Um outro modo de acéo € a indugao de resisténcia, na qual ocorrem
numerosas mudangas bioquimicas nas plantas pela agdo de agentes bidticos
ou abidticos (Sutton et al., 1997; Vero & Mondino, 2002). A indugdo de
resisténcia tem sido sugerida como mecanismo de agao de C. rosea para o
controle de doengas (Sutton et al., 1997). A inoculagao de raizes de fumo com
suspensdo de conidios de C. rosea, incrementou a atividade de 1,3-B-
glucanase, 1,4-B-glicosidase, quitinase e isoenzima peroxidase, substancias
caracteristicas da indugao da resisténcia, e as folhas apresentaram menor

severidade de oidio (Erysiphe orontii) comparadas com as tratadas com agua
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(Lahoz et al., 2004).

Recentes estudos tém constatado a promog¢ao de crescimento de
plantas pela incorporagdo de C. rosea ao solo. A promog¢ado de crescimento
pode ser induzida por fungos e bactérias através da produgdo de hormdnios
vegetais e vitaminas, solubilizagcdo de nutrientes e pelo controle do patdégeno
(de Melo, 1996). O antagonista tem estimulado o crescimento em plantas de
aveia (Avena sativa L.), beterraba-agucareira (Beta vulgaris L) cultivadas em
solo com C. rosea (Johansen, 2006). O in6culo de C. rosea no substrato
hidropbnico diminuiu a incidéncia da podriddo das raizes, promovendo o
crescimento e o vigor de plantas de pepino inoculadas com Pythium spp. (Liu &
Sutton, 2002).

Os mecanismos de acao de C. rosea sobre B. cinerea observados
nas diferentes espécies de plantas ndo tém sido evidenciados nos tecidos de
fucsia.

2.9 Método de avaliacdo do parasitismo por Clonostachys rosea

A utilizacdo de discos ou segmentos de folhas de morangueiro,
cebola, tomateiro, framboeseiro, amoreira, roseira, ciclamen, peciolos, flores,
tem sido empregado como método de avaliagdo do controle bioldgico e selegao
de antagonista a B. cinerea (Peng & Sutton, 1991; Peng & Kevan, 1992; Sutton
& Peng, 1993a; Sutton, 1994; Kohl et al., 1995; James, 1996; Yu & Sutton,
1997; Sutton et al., 1997; Valdebenito-Sanhueza et al., 1997; Yu & Sutton,
1998; Morandi & Maffia, 2000; Morandi et al., 2001; Sutton et al., 2002; Morandi
et al., 2003; Yohalem et al., 2004; Zamboni-Pinotti et al., 2005; Nobre et al.,
2005).

Botrytis cinerea caracteriza-se por colonizar os tecidos das plantas
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matando os tecidos para obtencdo de nutrientes e por produzir infecgdes
quiescentes quando condicdes ambientais e do tecido do hospedeiro nao sao
condutivas para o desenvolvimento da doenga. Clonostachys rosea e B.
cinerea colonizam os tecidos senescentes e para serem detectados nos tecidos
verdes os mesmos devem ser necrosados. Varios trabalhos empregam o
substrato composto por paraquat, cloranfenicol e agar (PCA) para incubar os
tecidos com a finalidade de causar a morte dos tecidos, com isso, estimular o
crescimento do patégeno e antagonista que colonizam os tecidos
endofiticamente, permitindo sua detecgdo (Sutton & Peng, 1993a; Sutton,
1994; Kohl et al., 1995; James, 1996; Dall'Onder, 1997; Yu & Sutton, 1997;
Sutton et al., 1997; Valdebenito-Sanhueza et al., 1997; Sutton et al., 2002;
Morandi et al., 2003; Yohalem et al., 2004; Nobre et al., 2005). Contudo, o uso
de paraquat tem limitagdes por ser altamente toxico, portanto, de alto risco a
saude das pessoas (Extension Toxicology Network, 1996).

Outro método de indugdo a morte do tecido para a detecgao da
colonizagao interna por microrganismos, € o congelamento. O tratamento de
peciolos de morangueiro com temperaturas de -15 e -20 °C permitiu a deteccéo
da infecgao latente de Colletotrichum spp. tanto quanto com o paraquat
(Mertely & Legard, 2004). Nos discos de folhas de amoreira, framboeseiro e
morangueiro inoculadas com B. cinerea e C. rosea, posteriormente, submetidos
a -15 °C por 30 min, foi favorecida a detecgdo do patégeno e do antagonista
(Zamboni-Pinotti, 2005). Esse método de congelamento de tecidos surge como

uma alternativa ao uso do paraquat.



CAPITULO I

3. CONGELAMENTO DE BROTOS E FOLHAS DE FUCSIA COMO
ALTERNATIVA AO USO DE PARAQUAT NA DETECCAO DE INFECCAO

LATENTE DE Botrytis cinerea

3.1 INTRODUCAO

Fucsia (Fuchsia speciosa Hort.)) €& propagada por estacas
constituidas por 2 a 3 cm de haste, retiradas de plantas matrizes e colocadas
em substrato para enraizar em casa de vegetagdo. A produgdo de mudas de
fucsia requer 10 h de luz e 14 h de escuro, proporcionado pela cobertura das
plantas com lona preta, gerando assim condicbes de alta umidade, e de
temperaturas entre 20-25 °C (Huelsman, 2004). Esse manejo favorece o vigor,
a presenca de agua livre na superficie das plantas e na presenga de
ferimentos, o Mofo Cinzento (MC), causado por Botrytis cinerea (Pers. ex Fr.) é
responsavel por grandes perdas no cultivo. Esse patdgeno infecta diversas
culturas incluindo frutiferas, hortalicas e ornamentais, onde é citada a fucsia
(Jarvis, 1989).

A infeccdo das plantas por B. cinerea tem uma fase quiescente

(latente) por dias ou semanas dependendo do hospedeiro e dos tecidos
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infectados antes de induzir sintomas (Jarvis, 1989). Nessa fase B. cinerea apos
penetracao as hifas podem permanecer inativas até as condicbes de ambiente
ou estado fisiolégico dos tecidos do hospedeiro tornam-se conducivas ao
desenvolvimento do patégeno nos tecidos (Prusky, 1996). Isso ocorre, por
exemplo, nas folhas do morangueiro, nas quais B. cinerea permanece nas
células epidérmicas até as folhas tornarem-se senescentes (Braun & Sutton,
1987).

Entre os métodos para a detecgao de infecgdes latentes, o uso do
herbicida paraquat tem sido amplamente empregado. O paraquat (dicloreto de
1,1’- dimetil — 4,4’- bipiridinio, nome comercial Gramoxone) tem sido usado na
deteccdo de infecgbes latentes de Alternaria spp., Botrytis spp., Cercospora
spp., Phomopsis spp., Monilinia fruticola (Wint) Honey, e outros fungos com
fase endofitica (Sinclair, 1991; Sutton & Peng, 1993a; Gindrat & Pezet, 1994;
Biggs, 1995; Wittig et al., 1997; Valdebenito-Sanhueza et al., 1997; Adaskaveg
et al., 2000; Morandi et al., 2003). O uso do meio paraquat (20 ppm,
Gramoxone 200), junto com cloranfenicol (100 ppm) (Quemicetina 500) e agar
(10 g.L") (PCA), também tem sido usado para avaliar a eficacia de
Clonostachys rosea no controle do MC em folhas de diferentes espécies de
plantas (Peng & Sutton, 1991; Sutton & Peng, 1993a; Zhang & Hopkin, 1994;
Sutton et al., 1997; Valdebenito-Sanhueza et al., 1997; Morandi et al., 2001,
Sutton et al., 2002; Morandi et al., 2003; Zamboni-Pinotti, 2005). Os tecidos, em
contato com paraquat, morrem rapidamente, favorecendo o desenvolvimento e
esporulagdo dos fungos. No entanto, o paraquat € um herbicida de contacto,
altamente téxico, segundo a classificagdo toxicolégica da Environmental

protection agency (EPA), pertence a categoria |, com risco de ser inalado e
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absorvido através da pele e os olhos (Extension Toxicology Network, 1996).
Portanto, substituir o uso desse herbicida no laboratério para a detecgao de
infeccao latente de B. cinerea torna-se desejavel. O método de congelamento
dos tecidos de plantas tem sido efetivo na indugao da esporulagao de infecgdes
latentes de Colletotrichum spp. em peciolos de morangueiros e de B. cinerea
em folhas de morangueiro, framboeseiro e amoreira (Mertely & Legard, 2004;
Zamboni-Pinotti et al., 2005), ndo existendo referéncias em tecidos de fucsia.
Assim sendo, o objetivo desta pesquisa foi comparar o tratamento dos tecidos
de folhas e brotos de fucsia com paraquat e com congelamento na indugao da

morte dos tecidos, visando estimular o desenvolvimento de B. cinerea.



3.2 MATERIAL E METODOS

Folhas de fucsia complentamente expandidas, colhidas de plantas
da cv. 022, foram submetidas a -20 °C por 15 e 20 min e brotos por 60, 90 e
120 min, desinfestados com alcool 96 % por 1 min, seguido de hipoclorito de
sédio 2% por 2 min, agua esterilizada (AE) e secados com papel toalha. Discos
destas folhas, com didmetro de 1,7 cm, obtidos com um furador, foram
incubados na superficie de meio Agar-Agua (AA) em placas de Petri por 10
dias a 24 °C e 12 h de luz. Um outro grupo de discos de folhas e brotos foi
incubado igualmente na superficie de meio AA-paraquat (0,1 mL.L™") e em AA.
A incidéncia do MC foi avaliada apds 10 dias. O experimento foi conduzido em
delineamento experimental inteiramente casualizado, com cinco repeticdes,
sendo a parcela experimental constituida de quatro discos de folha ou brotos.
As analises estatisticas foram realizadas pelo Sistema de Analise Estatistica
para Microcomputadores (SANEST). Os dados foram submetidos a ANOVA e

as médias comparadas pelo teste Duncan (5 %).



3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos trabalhos preliminares, a avaliacao visual dos tecidos mostrou
que o congelamento por menos do que 15 min e por menos do que 60 min de
folhnas e brotos, respectivamente, produziam ilhas de tecido ndo afetado.
Assim, avaliou-se a manutencao a -20 °C por periodos maiores.

Nao houve desenvolvimento de Botrytis cinerea nos discos de folhas
sem tratamento (testemunha). Isto somente aconteceu quando os tecidos
foram tratados com paraquat ou nos dois periodos de congelamento e
mostroram efeito semelhante na deteccdo do patégeno (Figura 2). A
importancia do tratamento para deteccdo de infeccido latente € evidenciada
pela auséncia de deteccdo no periodo de 10 dias nos discos de folhas néo-
tratadas (testemunha).

Na comparacio dos tratamentos feitos nos brotos, observou-se que
os submetidos a -20 °C/60 min e o paraquat se constatou maior de numero de
brotos com detecao do patégeno do que na testemunha. Os periodos maiores
de congelamento (90 e 120 min) exerceram um efeito intermediario entre a
detecdo de B. cinerea na testemunha e a dos tratamentos paraquat e o
congleamento por 60 min (F=0,12) (Figura 3).

De acordo com os resultados obtidos (Figuras 2 e 3), os métodos de
congelamento (-20 °C) e paraquat favoreceram igualmente a expressdo da

colonizacdo das folhas e brotos de fucsia por B. cinerea. O tempo minimo de
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manutencdo dos discos de folhas a -20 °C foi de 15 min, contudo quando
preparadas as placas com discos de folhas, as amostras submetidas por 20
min foram as que apresentaram maior facilidade de manipulacdo. Esses
resultados sao semelhantes aos obtidos com morangueiro, no qual o
congelamento de peciolos a -15 °C (60 a 120 min), para deteccdo de
Colletotrichum spp., nédo deferiu significativamente do tratamento com o
herbicida (Mertely & Legard, 2004). O tratamento com congelamento (-15 °C/30
min) de discos de folhas de amoreira, framboeseira e morangueiro foi
empregado nas avaliagbes para detecgdo de B. cinerea em plantas tratadas
com C. rosea para o controle do MC (Zamboni-Pinotti, 2005). Portanto os
resultados apresentados confirmam a eficacia do congelamento como método
de deteccao de infecgdes latentes de B. cinerea nos tecidos de plantas e,
particularmente em fucsia. O método tem potencial para ser utilizado na
avaliacao de tecidos de tratados com fungicidas e antagonistas, visando o

controle do MC.
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FIGURA 2 - Incidéncia de Botrytis cinerea em discos de folhas de fucsia.
Média de cinco repeticbes com quatro discos. Médias seguidas
das mesmas letras nao diferem entre si pelo teste de Duncan
(5%). CV 26,5%. Porto Alegre, 2004.
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FIGURA 3 - Incidéncia de Botrytis cinerea em brotos de fucsia. Média de cinco
repeticdes com quatro brotos. Médias seguidas das mesmas
letras ndo diferem entre si pelo teste de Duncan (5%). CV
31,22%. Porto Alegre, 2004.



CAPITULO 1l

4. APLICACAO PREVENTIVA E CURATIVA DE Clonostachys rosea EM
FOLHAS DESTACADAS DE FUCSIA PARA O CONTROLE DO MOFO

CINZENTO

4.1 INTRODUCAO

O Mofo Cinzento (MC) é a principal doenga das culturas
ornamentais em ambientes protegidos, afetando todos os estadios de
desenvolvimento das plantas. A alta umidade relativa, a falta de circulagao do
ar, a presengca de agua livre na superficie das plantas, junto a presenca
continua de tecidos susceptiveis e senescentes, favorecem a infecgdo e
esporulacdo de Botrytis cinerea (Pers. ex Fr.) (Jarvis, 1989; Hausbeck &
Moorman, 1996) no sistema de producdo de mudas de fucsia (Fuchsia
speciosa Hort.). Os sintomas do MC em facsia incluem decoloragéo,
amarelecimento, encharcamento, murcha e necrose de folhas e ramos (Time
Warner Cable, 2003; Huelsman, 2004).

O manejo da doencga é feito, fundamentalmente, com aplicagbes de
fungicidas e praticas culturais visando a reducgéo da infecgédo e da esporulagao
do patégeno (Jarvis, 1989; Hausbeck & Moorman, 1996; University lllinois,

1997). Os fungicidas utilizados pertencem aos grupos dos benzimidazdis,



37
dicarboximidas, anilinopirimidinas e inibidores da sintese do ergosterol (Time
Warner Cable, 2003). O uso freqlente e inadequado desses produtos acarreta
riscos a saude humana (Vero & Mondino, 2002) e tem favorecido o surgimento
de estirpes de B. cinerea resistentes aos fungicidas, causando a perda de
eficacia do controle quimico (Latorre et al., 1994; Ghini, 1996; Leroux et al.,
1999; Latorre et al., 2002). No presente, 0 mercado consumidor de produtos
agropecuarios exige auséncia ou o0 uso minimo de residuos de agrotoxicos, o
que tem estimulado o uso de agentes de biocontrole para o manejo do MC.

O antagonista Clonostachys rosea (Link: Fr.) Schroers, Samuels,
Seifert & Gams pode ser usado no controle biolégico de MC. Duas estratégias
podem ser empregadas, preventiva da infecgdo ou supressiva da esporulagao
do patdgeno nos tecidos necroticos (Szandala & Backhouse, 2001). C. rosea
pode atuar na reducdo da infeccdo do hospedeiro quando coloniza os tecidos
antes do patégeno e/ou na reducéo da colonizagédo dos tecidos e da produgéo
do in6culo, quando estes sao tratados apods a infeccdo e colonizacdo de B.
cinerea. A diminuicdo da esporulagdao de B. cinerea foi observada quando
folhnas de morangueiro (Fragaria vesca L.) e feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) e
folhas e estruturas florais de framboeseiro (Rubus idaeus L.) foram tratadas
com C. rosea apoOs a infecgdo por B. cinerea (Sutton & Peng, 1993a; Yu &
Sutton, 1998; Szandala & Backhouse, 2001).

O intervalo entre a aplicagdo do antagonista e a infecgdo do
patdbgeno € variavel, dependendo da susceptibilidade dos tecidos do
hospedeiro. Aplicacbes de C. rosea, 32 h antes ou a0 mesmo tempo que o
patdgeno, reduziram drasticamente a esporulagcaéo de B. cinerea em discos de

folhas, segmentos de hastes e estames de framboeseiro, mas suprimiu
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moderadamente quando foi aplicado 32 h depois do patégeno (Yu & Sutton,
1997). O tratamento preventivo com C. rosea em plantulas de coniferas reduziu
a incidéncia de B. cinerea em aproximadamente 80% (Zhang et al., 1996).

Estirpes de C. rosea, aplicadas antes da inoculagdo do patoégeno,
em folhas destacadas de morangueiro e framboeseiro, foram mais eficazes na
reducdo da incidéncia do MC do que quando utilizadas apdés a infeccao
(Zamboni-Pinotti et al., 2004).

O periodo necessario para a germinagao dos conidios de C. rosea
varia com os tecidos do hospedeiro. Assim, conidios de C. rosea nao
germinaram apoés 4 h da inoculagdo, mas apés 8, 12, 16 e 24 h germinaram,
respectivamente 19, 67, 74 e 85%, sobre os discos de folhas de framboeseiro e
23, 80, 93 e 98% sobre os caules (Yu & Sutton, 1997).

O micélio de C. rosea tem sido observado no interior de tecidos de
framboeseiro 24 a 32 h pods-inoculagédo (Yu & Sutton, 1997). O tipo de
conidiéforos do antagonista também varia com o periodo de incubagéo. Assim,
os conidiéforos verticilados foram abundantes 32 h apds a inoculagdo e os
penicilados apareceram a partir das 72 h nos tecidos de framboeseiro (Yu &
Sutton, 1997).

Considerando que nao existem informacdes sobre o impacto do
biocontrole do MC em cultivo de fucsia, o objetivo desta pesquisa foi determinar
a eficacia do momento da aplicagcdo de estirpes de C. rosea em diferentes

intervalos no controle da doenca.



4.2 MATERIAL E METODOS

Folhas completamente expandidas foram obtidas de plantas de
fucsia cv. 022, cultivadas em solo, desinfestadas com hipoclorito de sodio 0,5%
por 2 min e lavadas duas vezes por agua esterilizada por 1 min (AE) e
inoculadas com as estirpes GSAL, G8 e GFO4 de Clonostachys rosea (10°
conidios.mL™), 24 h antes (preventiva) e apds (curativa) a inoculagcdo com
Botrytis cinerea (10° conidios.mL™). A testemunha foi inoculada apenas com o
patdgeno.

As estirpes de C. rosea, provenientes de folhas de morangueiro,
foram obtidas da colegcdo da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria,
Centro Nacional de Pesquisa de Uva e Vinho (EMBRAPA-CNPUV) de Bento
Gongalves, RS. O isolado de B. cinerea (Pers. ex Fr.) foi obtido de plantas de
fucsia cv. 022 de cultivo comercial. As estirpes do antagonista e o patégeno
foram sempre mantidas em meio BDA a 24 °C e 12 h de luz.

As suspensdes de conidios foram preparadas a partir de colénias com
10 dias de idade. Os conidios foram colhidos utilizando agua destilada
esterilizada (ADE) com Tween 20 a 0,01%, ajustando a concentragéo utilizando
uma camara de Neubauer.

As folhas foram incubadas em camara umida por trés dias a 24 °C e
12 h de luz. Apds, as folhas foram submetidas a -20 °C por 20 min e

desinfestadas com alcool 96% por 1 min; hipoclorito de sédio 2 % por 2 min;
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lavadas duas vezes em AE por 1 min e secas com papel toalha. Um disco de
cada folha, com didmetro de 1,7 cm, foi retirado com um furador e transferido
para a superficie de meio de cultura Agar-Agua (AA) em placas de Petri,
incubados por 10 dias a 24 °C e de 12 h de luz. O numero de discos de folhas
com sintomas e sinais de B. cinerea e sinais de C. rosea nas placas foi
registrado.

O experimento foi conduzido em delineamento experimental
inteiramente casualizado, com 10 repeti¢cdes, sendo cada uma constituida por
quatro discos de tecido foliar. As analises estatisticas foram realizadas pelo
Sistema de Analise Estatistica para Microcomputadores (SANEST). O numero
de discos com B. cinerea e C. rosea foi transformado por raiz quadrada (x +
0,5), submetido a analise de variancia e as médias foram comparadas por teste
Duncan (5%). As médias dos discos colonizados por C. rosea e por B. cinerea

foram submetidas a analise de correlacao linear.



4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As folhas de fucsia inoculadas apenas com Botrytis cinerea
apresentaram maior incidéncia de MC do que as tratadas com as trés estirpes
de Clonostachys rosea antes ou apo6s a inoculagdo com o patégeno (Figura 4).
A colonizagao dos tecidos internos das folhas de C. rosea apresentou 83% de
correlagdo negativamente com a incidéncia de B. cinerea. Esse resultado
confirma que, em fucsia, o efeito inibitério de C. rosea sobre B. cinerea ocorre
de igual forma que em outros hospedeiros, tanto em pré ou pés infeccao de B.
cinerea, competindo com o patégeno pelo sitio de infec¢ao (Yu & Sutton, 1997;
Zamboni-Pinotti, 2005).

A incidéncia de B. cinerea variou com o momento de aspersao dos
conidios das estirpes de C. rosea, sendo menor nas folhas aspergidas antes da
inoculagao do patégeno. Nao foi possivel detectar diferenga estatistica entre as
meédias das trés estirpes, embora GFO4 e G8, numericamente, proporcionaram
100% de controle e GSAL 94,5% (Figura 4). Essa tendéncia dos tratamentos
se manteve quando as folhas foram tratadas com as estirpes de C. rosea apos
a aspersdao dos conidios do patégeno. Os resultados apresentados séo
semelhantes aos observados nas folhas de framboeseiro quando tratadas com
C. rosea, 32 h antes e a0 mesmo tempo da inoculagdo do patégeno; onde a

esporulacdo de B. cinerea atingiu 5 e 10%, respectivamente, enquanto nas
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tratadas 32 h apds a inoculagéo, atingiu 30% e na testemunha mais de 90%
(Yu & Sutton, 1997). O antagonista usado preventivamente tem reduzido a
esporulacédo de B. cinerea em folhas de morangueiro e plantulas de coniferas
(Zhang et al., 1996; Yu & Sutton, 1997; Zamboni-Pinotti et al., 2005).

A aplicagdo de C. rosea antes do patégeno é mais efetiva que a
aplicagao posterior, provavelmente porque o antagonista coloniza rapidamente
os tecidos do hospedeiro e exerce competicdo pelo substrato, no filoplano e
nos tecidos internos, impedindo o estabelecimento de B. cinerea (Sutton &
Peng, 1993a; Sutton, 1994; Yu & Sutton, 1997). A necessidade de proteger as
plantas preventivamente para assegurar o sucesso do biocontrole é
relacionada a maior velocidade de germinagdo que o patégeno pode ter
quando comparado ao antagonista (Yu & Sutton, 1997). Estas informagoes
ainda nao foram geradas em fucsia.

Contudo, algumas estirpes de C. rosea podem ser efetivas também
quando utilizadas apés a inoculagdo com o patégeno (Sutton & Peng, 1993a;
Szandala & Backhouse, 2001; Zamboni-Pinotti et al., 2004). O tratamento de
folnas de amoreira, framboeseiro e morangueiro com suspensdo de conidios
das estirpes GSAL e GFO4, antes ou apds o patégeno, resultou em igual
controle do MC (Zamboni-Pinotti, 2005).

As estirpes GFO4 e G8 de C. rosea, aplicadas de forma preventiva,
colonizaram maior numero de discos de folhas de fucsia do que a estirpe GSAL
(87, 85, 52%, respectivamente), mas esta diferenca ndo afetou a eficacia do
controle. Porém, nas aplicacbes curativas, as estirpes ndo apresentaram
diferencas significativas (Figura 5). Na testemunha n&o foi constatada a

presenca de C. rosea. Essa colonizacao diferencial das estirpes nos discos de
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folhas também tem sido constatada em outras espécies de plantas. Em folhas
de framboeseiro, GFO4 colonizou maior numero de discos do que G8 e GSAL
(30, 20 e 18%, respectivamente). Contudo, as estirpes ndo se diferenciaram
em amoreira € morangueiro (Zamboni-Pinotti, 2005).

A eficacia das estirpes de C. rosea no controle do MC depende do
estabelecimento nas folhas. Estirpes de C. rosea variaram na porcentagem de
colonizagdo da superficie de discos de folhas de roseira, morangueiro,
eucalipto e tomateiro, tratados preventivamente. Treze estirpes de C. rosea
suprimiram a esporulagao do patégeno em 100%, 81,0-97,4%, 87,6-96,8%,
63,7-89,7% dos discos de folhas de tomateiro, roseira, morangueiro, eucalipto,
respectivamente (Nobre et al., 2005). As variacbes na capacidade de
colonizacdo entre as estirpes de C. rosea nos diferentes hospedeiros, talvez
estejam associadas as caracteristicas da planta, a sucessao microbiana na
superficie das folhas e as mudangas morfolégicas e fisiolégicas no
desenvolvimento foliar (Nobre et al., 2005).

As concentragdes de conidios das estirpes do antagonista e do
patdbgeno usadas no experimento foram citadas em trabalhos de controle
biolégico do MC por C. rosea em varias espécies de plantas (Sutton & Peng,
1993a; Sutton et al.,, 1997; Valdebenito-Sanhueza et al., 1997; Szandala &
Backhouse, 2001; Nobre et al., 2005; Zamboni-Pinotti, 2005).

Os resultados obtidos sugerem que a aplicagao de C. rosea na dose
de 10° conidios.mL™ para o controle do MC em fucsia deve ser feita

preventivamente.
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FIGURA 4. - Incidéncia de Botrytis cinerea em discos de folhas de fucsia.

Tratamentos: Testemunha - B. cinerea; estirpes de
Clonostachys rosea - GSAL, G8 e GFO4 - aplicadas antes
(preventivo) ou depois (curativo) da inoculagdo com o
patdgeno. Média de 10 repetigbes com quatro discos. Médias
seguidas das mesmas letras nao diferem entre si pelo teste de
Duncan (5%). CV 29,36%. Porto Alegre, 2005.
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FIGURA 5. - Incidéncia de Clonostachys rosea em discos de folhas de fucsia.

Tratamentos: Testemunha - Botrytis cinerea; estirpes de
Clonostachys rosea - GSAL, G8 e GFO4 - aplicadas antes
(preventivo) ou depois (curativo) da inoculagdo com o patogeno.
Média de 10 repeticbes com quatro discos. Médias seguidas das
mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste de Duncan (5%).
CV 19,27%. Porto Alegre, 2005.




CAPITULO IV

5. CONTROLE BIOLOGICO DO MOFO CINZENTO (Botrytis cinerea) COM
Clonostachys rosea EM CULTIVOS EXPERIMENTAL E COMERCIAL DE

MUDAS DE FUCSIA

5.1 INTRODUCAO

O Mofo Cinzento (MC), causado pelo fungo Botrytis cinerea (Pers.
ex Fr.), afeta numerosas espécies de plantas, especialmente no sistema de
cultivo protegido (Jarvis, 1989; University lllinois, 1997; Agrios, 2004). O cultivo
de fucsia (Fuchsia speciosa Hort.) em estufa, dependendo da variedade e das
condigdes do ambiente, pode sofrer grandes perdas por MC. Os sintomas do
do ataque de B. cinerea descritos em fucsia incluem decoloracgao,
amarelecimento e encharcamento dos tecidos, murcha, e necroses de folhas e
ramos e até a morte das plantas (Time Warner Cable, 2003; Huelsman, 2004).

O manejo da doencga é feito, fundamentalmente, com aplicagbes de
fungicidas e praticas culturais visando a redugéo da infecgéo e da esporulagao
do patégeno (Jarvis, 1989; Hausbeck & Moorman, 1996; University lllinois,
1997). Os fungicidas utilizados pertencem aos grupos dos benzimidazdis,

dicarboximidas, anilinopirimidinas e inibidores da sintese do ergosterol (Time
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Warner Cable, 2003). O uso freqliente e inadequado desses produtos acarreta
riscos a saude humana (Vero & Mondino, 2002) e tem favorecido o surgimento
de estirpes de B. cinerea resistentes aos fungicidas, causando a perda de
eficacia do controle quimico (Latorre et al., 1994; Ghini, 1996; Leroux et al.,
1999; Latorre et al., 2002). No presente, 0 mercado consumidor de produtos
agropecuarios exige auséncia ou 0 uso minimo de residuos de agrotoxicos, o
que tem estimulado o uso de agentes de biocontrole para o manejo do MC.

O controle biolégico € uma das estratégias alternativas ao uso de
fungicidas, e varios fungos antagonistas, entre eles Clonostachys rosea (Link:
Fr.) Schroers, Samuels, Seifert & W. Gams, tém sido citados por sua eficiéncia
no controle do MC (Peng & Kevan, 1992; Zhang & Hopkin, 1996; Sutton et al.,
1997; Valdebenito-Sanhueza et al., 1997; Kohl et al., 1998; Yu & Sutton, 1999;
Sutton et al., 2002; Morandi et al., 2003; Li et al., 2004; Zamboni-Pinotti et al.,
2005; Nobre et al., 2005).

Aplicacdes foliares de C. rosea tém sido efetivas na supressao da
esporulagado de B. cinerea em numerosos hospedeiros, tais como morangueiro
(Fragaria vesca L.) (Sutton & Peng, 1993a), espécies florestais (Grigoletti et al.,
2004) e ornamentais (Sutton et al., 1997; Kohl et al., 1998; Gerlagh et al., 2001;
Morandi et al., 2003; Yohalem & Kristensen, 2004). Suspensdes de esporos na
concentragdo 10° conidios.mL', aplicadas semanalmente em morangueiros
cultivados em casa vegetacdo, e em folhas destacadas de morangueiros,
framboeseiro (Rubus idaeus L.) e amoreira (Rubus armeniacus Focke)
controlaram eficientemente o MC (Valdebenito-Sanhueza et al., 1997;
Zamboni-Pinotti et al., 2005).

O numero de aplicacdes de C. rosea necesarias para biocontrole do
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MC varia segundo o patosistema. Em experimentos de cultivos comerciais de
morangueiro, a utilizagdo de trés ou quatro aplicacbes por semana de
suspensdes de conidios (10° ou 10”.mL™") de C. rosea foram suficientes para
reduzir a incidéncia de B. cinerea nas infrutescéncias da cultura (Sutton, 1994).
Porém, no ciclamen (Cyclamen persicum Mill.) em casa de vegetagao,
freqiiéncias de aplicacdo de conidios de Ulocladium atrum Preuss. (1x10° mL™)
e C. rosea (1x10” mL"), a cada duas ou trés semanas, foram tdo efetivas
quanto as aplicagdes de fungicidas no controle do MC (Kohl et al., 1998).

O uso de antagonista nos ambientes protegidos aumenta a
possibilidade de sucesso e de viabilidade econémica da aplicacdo do controle
bioldégico por se tratar de areas pequenas, com alta densidade de plantas,
culturas de alto valor econdmico e fatores climaticos mais estaveis (Paulitz &
Belanger, 2001; Vida et al., 2004).

Esta pesquisa objetivou verificar a eficacia do controle biolégico do
MC com trés estirpes de C. rosea em cultivo protegido da cv. 022 de fucsia;
comparar o desempenho de C. rosea aos fungicidas e determinar o periodo e
frequéncia de aplicacdo e impacto dos tratamentos nesta cultivar na

fotossintese liquida e na produgao de mudas em cultivo comercial.



5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 Descricéao do local do ensaio

Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetagdo do
Departamento de Fitossanidade da Faculdade de Agronomia da UFRGS, Porto
Alegre, RS, a 10 m de altitude, e em casa de vegetacdo da empresa Agro-
Industrial Lazzeri Ltda., Vacaria, RS, a 962 m de altitude, produtora de mudas
de fucsia.

Mudas de fucsia cv. 022, com trés semanas de idade, plantadas em
vasos de 1 L, contendo substrato com argila expandida, foram colocadas em
bancadas e cobertas com lona preta durante 14-16 h para permitir 8-10 h de
luz diaria. A temperatura e umidade relativa da casa de vegetacdo foram
manualmente controladas e visou manter entre 20-23 °C e 60%,
respectivamente no experimento comercial, porém foram registradas durante
todo o periodo do experimento em Porto Alegre. As plantas foram irrigadas
diariamente, fertilizadas, trés vezes por semana, com 200 mL de NPK (20-20-
20, 1 g.L") e semanalmente eram feitas limpezas de ramos necrosados pela
doenca. Apds 16-18 semanas, brotos de 2-3 cm de comprimento inicaram a ser

cortados e destinados a comercializagao.
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5.2.2 Obtencao das estirpes de Clonostachys rosea
As estirpes GSAL, G8 e GFO4 de C. rosea, provenientes de folhas
de morangueiro, foram obtidas da colegdo da Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria, Centro Nacional de Pesquisa de Uva e Vinho (EMBRAPA-

CNPUV) de Bento Gongalves, RS (Figura 6). As mesmas foram mantidas em

meio batata-dextrose-agar (BDA), a 24 °C e 12 h de luz (Dall'Onder, 1997).

FIGURA 6. Colbnias puras das estirpes GSAL (A), G8 (B) e GFO4 (C) de
Clonostachys rosea, em placas de petri com batata-dextrose-agar,
isoladas de folhas de morangueiro da colegdo EMBRAPA-CNPUV.

5.2.3 Producéao de in6culo de Clonostachys rosea
O in6culo de C. rosea, constituido por conidios, foi produzido em
meio BDA e em graos de trigo. Para a obtengéo dessas estruturas em meio de

cultura, os isolados GSAL, G8 e GFO4 foram cultivados em BDA a 24 °C e 12

h de luz e incubados por 8-10 dias. Trés suspensdes foram preparadas com

agua destilada esterilizada (ADE) e Tween 20 a 0,01%, ajustando-se a

concentragdo em 10° conidios.mL™, utilizando uma camara de Neubauer de

acordo com método descrito anteriormente (Dall’Onder, 1997).

Os conidios de GFO4 também foram obtidos de cultivos em gréaos
de trigo, segundo o protocolo empregado pela Embrapa Uva e Vinho: gréos de

trigo mantidos em agua destilada por 6 h, fervidos por 15 min, drenados e
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transferidos para frascos de 500 mL, de maneira a ocupar 20% do volume. Os
frascos foram fechados com algodao, cobertos com papel aluminio e
autoclavados durante 30 min a 121 °C. Os graos foram inoculados com 5 mL
de uma suspensdo de 10 conidios.mL™ de C. rosea, homogeneizados por 30
s. Os frascos foram colocados na horizontal, perpendiculares a fonte de luz. Na
parte central do papel aluminio, que cobre a tampa de algodao, foi feito um
orificio de 1 cm?, para facilitar trocas gasosas. Os frascos foram incubados a 24
°C e luz do dia de 20 W durante 23 dias. As suspensodes de conidios utilizadas
para pulverizagado do cultivo comercial foram geralmente preparadas agitando-
se 0,4 g de graos de trigo inoculados com a estirpe GFO4 em 1 L de agua com

espalhante adesivo a 0,01% (Haiten, 200 g.L™).

5.2.4 Obtencado do isolado e producédo do inéculo de Botrytis
cinerea

O isolado de B. cinerea foi obtido de plantas de fucsia cv. 022,
cultivadas em casa vegetacdo da Empresa Agro-Industrial Lazzeri Ltda.,
Vacaria, RS. As colbénias do patégeno foram mantidas em meio BDA a 24 °C e
12 h de luz.

As suspensdes de conidios foram obtidas a partir de colénias com
10 dias de idade. Os conidios foram colhidos utilizando ADE com Tween 20 a
0,01%, ajustando-se a concentragdo a 10° conidios.mL™, utilizando uma

camara de Neubauer.
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5.2.5 Experimento 1: Comparagdo do biocontrole do Mofo
Cinzento exercido por trés estirpes de Clonostachys rosea

Plantas de fucsia cv. 022, com trés semanas, foram plantadas na
estufa do Departamento Fitossanidade, Faculdade de Agronomia, UFRGS,
Porto Alegre, RS (Figura 7), e apés 30 dias, aspergidas semanalmente com
suspensdes de conidios de trés estirpes (GSAL; G8; GFO4) de C. rosea em
ADE com 0,01% de Tween 20 coletados de culturas em BDA (10°.mL™), e ADE
com 0,01% do epalhante (testemunha), durante 210 dias (junho-dezembro).

As aplicacdes foram realizadas no fim da tarde e as plantas foram
mantidas em camara umida por 14 h apds da inoculacdo. A temperatura e
umidade relativa diarias, durante o periodo do experimento, foram registradas
com termOmetro de mercurio de minima e maxima (-10/+60 °C) (Incoterm) e
higrémetro eletrénico (10-99%) (Hygrotherm).

Os tratamentos foram organizados em blocos casualizados com
quatro repeticdes e seis vasos com trés plantas por parcela experimental. O
experimento foi conduzido nos ciclos 2004 e 2005.

Quatro folhas completamente expandidas foram destacadas de
plantas de cada vaso do experimento, e inoculadas com suspensido de
10° conidios.mL™ de B. cinerea, para a comparagdo das estirpes de C. rosea e
colocadas em camara umida por 72 h. A concentragdo do patoégeno foi
determinada como a minima concentracdo de conidios capaz de produzir
sintoma do MC a qual coincide com outros trabalhos de controle biolégico

(Sutton & Peng, 1993a; Yohalem, 2004; Nobre et al., 2005).
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FIGURA 7. Vista das plantas de fucsia cv. 022, no experimento 1,
Departamento  Fitossanidade, Faculdade de Agronomia,
UFRGS. Porto Alegre, RS. 2004.

5.2.6 Experimento 2: Avaliacdo do biocontrole do Mofo Cinzento
com a estirpe GFO4 de Clonostachys rosea no cultivo comercial de
mudas de fucsia cv. 022

Plantas de fucsia cv. 022 estabelecidas na estufa da empresa Agro-
Industrial Lazzeri Ltda., Vacaria, RS (Figura 8), durante abril-dezembro, foram
submetidas a diferentes tratamentos: agua + espalhante adesivo (Haiten),
0,01% (testemunha); aplicacdo semanal de fungicidas alternando os principios
ativos clorotalonil (1mL.L™"), folpet (1 g.L"), oxicloreto de cobre (1 g.L”),
mancozeb (1 g.L"), iprodione (1 mL.L™), thiram (1,5 g.L") a partir de 26 dias
pos-transplantio; suspensdao de conidios da estirpe GFO4 de C. rosea,

aplicagcdo semanal a partir dos 26 dias pés-transplantio, duas vezes por
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semana a partir dos 172 dias da primeira aplicacdo; e suspensao de conidios
de GFO4 a cada trés semanas a partir dos 61 dias do transplantio, passando a
semanal aos 110 dias e duas vezes por semana aos 198 dias apds o
transplantio. O indculo de B. cinerea dependeu da ocorréncia natural na estufa.
No momento das pulverizagdes, barreiras foram colocadas para evitar a deriva
dos produtos (Figura 9).

Os tratamentos foram organizados em blocos casualizados, com
quatro repeticdes e 18 vasos por parcela com nove vasos centrais uteis, cada
um com duas a trés plantas. O experimento foi conduzido nos ciclos de 2004 e
2005.

No experimento da avaliacdo de plantas tratadas com GFO4 em
cultura comercial, quatro folhas, completamente expandidas, foram coletadas
de cada vaso das parcelas.

As folhas foram colocadas em temperatura de -20 °C por 20 min
para a detecgdo de infecgdo latente. Logo as folhas foram desinfestadas
(alcool 96%, 1 min; hipoclorito de sodio 2%, 2 min; AE) e secas com papel
toalha. Discos de folha de 1,7 cm de didmetro foram obtidos com um furador e
transferidos a placas de Petri com Agar-Agua e incubados durante 10 dias a 24

°Ce 12 hde luz.



FIGURA 8. Vista das plantas de fucsia cv. 022, experimento 2, Empresa Agro-
Industrial Lazzeri Ltda., Vacaria, RS.

FIGURA 9. Barreira para evitar deriva dos produtos no momento da aplicacgao,
Vacaria, RS.
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5.2.7 Avaliagdo dos experimentos

Determinacdo da colonizacdo dos discos de folhas pelo

patégeno e antagonista

O numero de discos com sintomas e sinais de B. cinerea (incidéncia)
e sua area afetada (severidade) foram determinados. A severidade foi
estimada em discos de folha que foram centralizados e setorizados em areas
menores para calcular a area (cm?) colonizada por B. cinerea (Figura 10). Para
isso foi utilizado um microscoépio estereoscopico (modelo Wild M5A) de ocular
com reticulo para possibilitar a setorizacdo do disco. A incidéncia do
antagonista foi determinada nos dois experimentos. As observagbes foram
feitas em 24 folhas destacadas por parcela aos 160 e 190 dias pés-transplantio
no experimento que comparou os isolados de C. rosea. No trabalho conduzido
no plantio comercial de fucsia, as mesmas avaliagdes foram feitas em 36 folhas
destacadas por parcela experimental aos 145, 180, 210, 238, 258 dias pos-
transplantio. As analises estatisticas foram realizadas pelo Sistema de Analise
Estatistica para Microcomputadores (SANEST). Os dados de incidéncia e
severidade foram transformados por raiz quadrada de (x + 0,5), analisados
como delineamento de blocos casualizados multifatorial. Os fatores utilizados
foram tratamentos, datas de avaliagcao e blocos. Fez-se a analise de variancia

(ANOVA) e as médias foram comparadas por teste Duncan (5%).
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FIGURA 10. Divisdo do disco de folha de fucsia para o calculo da éarea
colonizada por Botrytis cinerea.

Producéo de mudas por planta

A produtividade foi determinada através da contagem do numero de
mudas por planta de cada parcela experimental no cultivo comercial de fucsia.
Oito colheitas, desde 221 até 272 dias pos-transplantio, e seis colheitas, desde
248 até 292 dias poés-transplantio, foram feitas nos anos de 2004 e 2005,
respectivamente.

Medicdo da fotossintese

Amostras foram coletadas das parcelas e as medicbes de
fotossintese foram efetuadas pelos técnicos do laboratorio de Fisiologia
Vegetal da Embrapa Uva e Vinho, Bento Gongalves, RS, sobre a coordenacgao
do Dr. Henrique P. Dos Santos, utilizando-se um medidor portatil de
fotossintese Li 6400 (Li Cor, Inc., Lincoln, USA), equipado com uma fonte

artificial de radiagao fotossinteticamente ativa (400-700nm). A amostragem das
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plantas foi feita no final das avaliagbes (258 dias pds-transplantio), coletando-
se duas e trés plantas por parcela experimental para os anos de 2004 e 2005,
respectivamente. As folhas foram selecionadas segundo a posi¢ao, avaliando-
se a primeira folha localizada na terceira bifurcacdo do tronco a partir da linha
do solo, sendo feitas cinco repeticdbes em cada tratamento, sendo analisadas
folhas totalmente expostas a luz solar, sadias e sem sinal de senescéncia de
acordo ao método descrito por Santos & Buckeridge, 2004.

Em cada tratamento foi realizada uma curva de resposta
fotossintética em relagcédo a intensidade de luz (andlises pontuais com
intensidade de radiagao fixa em 800 uE.m2.s™.

As medidas  foram determinadas  fotossintese liquida
(mmol CO,.m™?.s™"), em relacdo as variantes impostas pelos tratamentos.

A analise estatistica foi realizada pelo Sistema de Analise Estatistica
para Microcomputadores (SANEST). Os dados das variaveis foram analisados
com um delineamento de blocos inteiramente casualizados multifatorial. Os
fatores utilizados foram tratamentos e blocos. Os dados foram submetidos a

ANOVA e as médias foram comparadas pelo teste Duncan (5%).

Analise molecular de isolados de Clonostachys rosea obtidos
em disco de folhas no experimento comercial

Isolados de C. rosea foram obtidos a partir dos discos de folhas de
todos os tratamentos inclusive da testemunha n&o inoculada nos experimentos
do ano 2004. Para determinar a identificacdo da estirpe que colonizava as
folhas das plantas nos tratamentos, foram obtidos oito, 10 e 11 isolados

originarios de folhas tratatadas com C. rosea, agua e fungicidas,
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respectivamente e foi feita a comparagao da caracterizagdo molecular da
estirpe utilizada para os tratamentos das mudas (GFO4) e de outras duas
estirpes da colecao CNPUV da Embrapa (GSAL, G8).

A analise molecular foi realizada no laboratério de Controle Biolégico
da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia, DF, sobre a
coordinagao da Dra. Maria Cléria Valadares-Inglis.

O DNA dos isolados originarios das folhas dos tratamentos e as
estirpes GFO4, GSAL e G8 de C. rosea foram extraidos de micélio crescido em
100 mL de caldo batata-dextrose-nutritivo incubado por 120 h a 25 °C no
escuro e submetido a agitacao de 280 rpm durante trés dias. O micélio obtido
foi lavado trés vezes com agua destilada, secado com papel filtro, macerado
em nitrogénio liquido e colocado em tubos de centrifuga de polipropileno (15
mL) com solugao de extragao 2X CTAB, agitados em vortex e incubados por 35
min a 65 °C. Apods foi adicionado 5 mL cloroférmio/alcool isoamilico (24:1),
agitou-se em vortex até formar uma emulsao e centrifugou-se a 4400 rpm por 4
min. O sobrenadante foi extraido, adicionando-se 1/10 volume 10% CTAB e
igual volume de cloroférmio/alcool isoamilico e repitiu-se a extragdo com
cloroférmio/alcool isoamilico. O sobrenadante foi transferido a tubos novos e
adicionou-se igual volume de isopropanol, agitou-se suavemente 5X e
observou-se o DNA precipitado. Centrifugou-se a 4400 rpm por 4 min e
descartou-se o sobrenadante. Lavou-se o precipitado com 2 mL de etanol 70%
e centrifugou-se a 4400 rpm por 5 min e descartou-se o sobrenadante.
Ressuspendeu-se o precipitado em 750 uL TE e 5 pL de RNase (10 mg.mL™) e
incubou-se a 37 °C por uma hora. O DNA foi transferido a um tubo de

microcentrifuga (1,5 mL) e adicionou-se 750 yL a 1:1 da mistura do tampao
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fenol e cloroférmio. Agitou-se até formar uma emulsdo. Centrifugou-se na
microcentrifuga a 14.000 rpm por 10 min. Transferiu-se a fase aquosa para um
tubo novo, evitando pegar o material da interfase e precipitou-se 0 DNA com
1/10 volume de NaCl 5M e igual volume de isopropanol. Centrifugou-se na
microcentrifuga a 14.000 rpm por 5 min. Descartou-se o sobrenadante e lavou-
se o precipitado com 500 pL de etanol (70%). Agitou-se duas vezes por um min
e secou-se 0 precipitado deixando o tubo em camara de fluxo laminar.
Resuspendeu-se o DNA em 200 uL de TE e estimou-se a concentracdo do
DNA em gel de agarose (1,5% usando lambda 10X) de acordo com método
descrito por Romano, 1998.

As amostras de DNA de cada isolado foram amplificadas por RAPD
(Random Amplifed Polymorphic DNA). O oligonucletideo iniciador da sequéncia
B6 -5 TGCTCTGCCC 3, sintetizado pela Operon, foi empregado na PCR em
um termociclador PTC-100 (MJ-Research). A reagdo ocorreu numa mistura de
25 ul do produto com 0,5 mM de cada dNTPs (Promega), 1,25 ul do primer, 0,3
ML Taq DNA polimerase (Finnzyme), 2,5 ul tampéo fornecido para a enzima
(11,1X Magic Buffer), MgCl, 0,75 ul e 1 ul da amostra DNA. As condigbes da
amplificagdo tiveram uma desnaturagao inicial de 94 °C/3 min, 94 °C/30 s, 35
°C/1 min, 72 °C/2 min, 30 s, seguido de 44 ciclos de 94 °C/30 s, e uma
extensdo final de 72 °C/10 min segundo método otimizado por de Avila,
trabalho n&o publicado, 2005. Os produtos das amplificagbes foram separados
por eletroforese em gel TAE agarose 1,5%, corados com brometo de etidio e
fotografados sob luz ultravioleta.

As amostras de DNA também foram comparadas com PCR-intron. O

oligonucleotideo iniciador LA1 (TACTAAC) foi usado na PCR em um
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termociclador PTC-100 (MJ-Research). A reagao ocorreu em uma mistura de
25 ul do produto com 0,5 mM de cada dNTPs (Promega), 1,25 ul do primer, 0,3
ML Taq DNA polimerase (Finnzyme), 2,5 ul tampéo fornecido para a enzima
(11,1X Magic Buffer), MgCl, 0,75 ul e 2 ul da amostra DNA, nas seguintes
condigdes: 94 °C/3 min, 94 °C/30 s, 45 °C/2 min, 72 °C/1 min, 30 s, seguido de
40 ciclos desde 94 °C/30 s, e uma extensédo final de 72 °C/5 min segundo
método otimizado por de Inglis, trabalho ndo publicado, 2004. Os produtos das
amplificagbes foram separados por eletroforese em gel TAE agarose 1,5%,
corados com brometo de etidio e fotografados sob luz ultravioleta. Na avaliagédo

foram comparadas as bandas obtidas nas analises.



5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1 Comparacdo do biocontrole do Mofo Cinzento exercido
por trés estirpes de Clonostachys rosea

Em 2004, a incidéncia de MC em plantas tratadas com as estirpes
GFO4 e G8 de C. rosea foi menor do que na testemunha, mas n&o se detectou
diferencas entre elas (Figura 11). As plantas tratadas com GSAL apresentaram
incidéncia intermediaria do MC, nao apresentando diferenca das tratadas com
GFO4 e G8 nem da testemunha. A proporcdo de discos com C. rosea foi de
2,1, 50,0 e 54,0% para as plantas dos tratamentos GSAL, G8, GFO4,
respectivamente, sendo que GSAL nao diferiu da testemunha. Na testemunha
foi observada a presenca de C. rosea (Figura 12).

Em 2005, as plantas tratadas com as trés estirpes apresentaram
menor incidéncia do MC do que a testemunha (Figura 11). A propor¢ao de
discos de folha com C. rosea foi de 21, 66 e 62% para GSAL G8 e GFO4,
respectivamente, sendo G8 e GFO4 maior do que GSAL (Figruas 12).

O controle do MC pelas estirpes GSAL, GFO4 e G8 de C. rosea
observado em plantas de fucsia nos anos 2004 e 2005 também foi constatado
no framboeseiro e morangueiro. A estirpe GFO4 foi a de maior eficacia no
morangueiro, framboeseiro, amoreira (Zamboni-Pinotti et al., 2005) foi também

0 que exerceu maior redu¢cao do MC em fucsia, o que evidencia amplitude de
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controle do MC em diferentes hospedeiros. Este fato se constitui em fator de
vantagem para seu uso em escala comercial.

O numero de discos colonizados pelas estirpes variou segundo o
hospedeiro, sendo maior a GFO4 (30%) do que as G8 (20%) e GSAL (18%) em
tecido de framboseiro, e ndo apresentaram diferengas em morangueiro
(Zamboni-Pinotti et al., 2005). Esses resultados evidenciam a variabilidade do
biocontrole entre as diferentes estirpes, provavelmente por diferentes
demandas de nutrientes, temperatura, umidade, luminosidade, hospedeiro e
idade fisiolégica do tecido da planta (Nobre et al., 2005).

Em 2004, as temperaturas foram favoraveis para a germinagao de
esporos (>20 °C) apenas a partir de setembro até dezembro (Figura 13), mas
em 2005 foram favoraveis desde junho até dezembro (Figura 14). A
temperatura média foi mais alta em 2005 do que em 2004, pois foi usado
calefacdo nesse ultimo ano. Essas diferencas entre temperaturas talvez
permitam explicar o maior numero de discos com C. rosea no ano 2005 do que
em 2004 (Figura 12). A germinacgéao dos esporos de C. rosea é favorecida por
agua livre ou umidade relativa proxima a saturagdo e temperatura 6tima na
faixa de 24-33 °C (Kohl et al., 1999). Em plantulas de Picea mariana, sem agua
livre nas folhas, foram inoculadas suspensdes de conidios e no periodo de sete
dias observou-se que os conidios perdiam a capacidade de germinar (Sutton et
al., 1997).

Existem evidéncias sobre a importancia da temperatura na agao da
atividade antagénica de C. rosea contra B. cinerea. Assim, C. rosea suprimiu a
esporulacdo de B. cinerea a temperatura entre 20-30 °C em folhas de

morangueiro, framboeseiro, ciclamen, begbnia (Begonia x hiemalis Fotsch.) e
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geranio (Pelargonium L.), porém a acao biocontroladora diminuiu a
temperaturas menores de 15 °C (Sutton et al., 1997). Contudo, o fungo tem
reduzido a esporulagdo de B. cinerea em folhas necréticas de moranguerio a
temperaturas entre 10-25 °C (Sutton & Peng, 1993a).

A umidade relativa também afeta o biocontrole do MC por C. rosea
incidendo no estabelecimento e crescimento do antagonista no tecido da
planta. No feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) C. rosea foi utilizado para obter
reducdo da esporulagcdo de B. cinerea. Nesta condigdo a umidade relativa do
ambiente afetou o biocontrole do MC o que foi efetivo quando antigiu 95-98% e
ndo controlou com 93% de UR (Szandala & Backhouse, 2001). No experimento
ora relatado a umidade relativa se manteve ao redor de 63-70% e 80-86% em
2004 e 2005, respectivamente. Nos dois anos do experimento a umidade nao
foi favoravel a C. rosea, mas nao limitou a colonizagdo dos tecidos pelo
antagonista, sugerindo que a diferenga das estirpes utilizadas no feijoeiro, as
estirpes utilizadas em fucsia podem tolerar condigdes de menor umidade

relativa.
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Discos com Botrytis cinerea

RIS _| —|
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Tratamentos 02004 [O2005

FIGURA 11. Incidéncia de Botrytis cinerea em discos de folhas de fucsia.

Média de quatro repeticbes com 24 discos, duas datas de
avaliacdo. Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem
entre si pelo teste Duncan (5%). CV = 36,76% (2004) e 36,12%
(2005). Porto Alegre.

Discos com Clonostachys rosea
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FIGURA 12. Incidéncia de Clonostachys rosea em discos de folhas de fucsia.

Média de quatro repeticbes com 24 discos, duas datas de
avaliacdo. Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem
entre si pelo teste Duncan (5%), CV = 20,62% (2004) e 15,02%
(2005). Porto Alegre.
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Figura 14. Temperatura média durante julho a dezembro. Linha entera marca

temperatura a 20 °C. Porto Alegre, 2005.

A diferenca de eficacia das estirpes de C. rosea no controle do MC
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depende do estabelecimento nas folhas. Discos de folhas de roseira,
morangueiro, eucalipto e tomateiro, tratados preventivamente com estirpes de
C. rosea, variaram na porcentagem de colonizagao e redugdo da esporulacao
de B. cinerea. Treze estirpes de C. rosea, reduziram a esporulacdo de B.
cinerea em folhas de roseira (81-97,4%), morangueiro (87,6-96,8%), eucaliptos
(Eucalyptus globulus Labill.) (63,7-89,7%) e tomateiros (100%) (Nobre et al.,
2005).

A concentragdo da suspensdo de conidios do antagonista
empregada no experimento foi de 10° conidios.mL™ sendo eficiente no controle
do MC coincidendo com as concentragdes aplicadas em trabalhos de C. rosea
e B. cinerea em olericolas e ornamentais (Sutton & Peng, 1993a; Zhang &
Hopkin, 1996; Dall'Onder, 1997; Sutton et al., 1997; Valdebenito-Sanhueza et
al., 1997; Kohl et al., 1998; Szandala & Backhouse, 2001; Morandi et al., 2001;

Sutton et al., 2002; Nobre et al., 2005; Zamboni-Pinotti, 2005).

5.3.2 Avaliacdo do biocontrole do Mofo Cinzento com a estirpe
GFO4 de Clonostachys rosea no cultivo comercial de mudas de fucsia cv.
022

O tratamento de plantas com C. rosea reduziu a incidéncia e
severidade do MC na cv. 022 a niveis similares das plantas tratadas com
fungicidas, nos dois ciclos de avaliacdo. Em 2004, as plantas tratadas com a
estirpe GFO4 e fungicidas apresentaram menor numero de discos com B.
cinerea quando comparados a testemunha, em todas as datas de avaliagao.
Foi verificada diferencas entre as tratadas 29 vezes com a estirpe GFO4 e

fungicidas aos 180 e 258 dias pods-transplantio, datas onde a incidéncia do
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patdgeno foi maior do que as outras datas (Tabela 1). A severidade (area do
disco com B. cinerea) do MC nas plantas tratadas com C. rosea e fungicidas foi
significativamente menor que na testemunha desde a segunda data de
avaliagao (180 dias pds-transplantio), nao diferindo na primeira data. A maior
severidade se apresentou para as datas de avalicdo 180 e 258 dias nas plantas
da testemunha e daquelas tratadas com 29 aplicagdes de GFO4, nao diferindo
nas dos fungicidas e as 39 aplicagdes de GFO4 (Tabela 2).

No segundo ano do experimento, as plantas tratadas 29 e 39 vezes
com a estirpe GFO4 e as com fungicidas apresentaram menor numero de
discos e area afetada com B. cinerea do que a testemunha, nao diferindo entre
elas (Tabela 3). Nas duas ultimas datas de avaliagdo os discos de folhas das
plantas desses tratamentos ndo apresentaram o patégeno. Nos resultados de
2004 foi observada interacao entre tratamentos e a data de avaliacdo. Contudo,
em 2005 a interagdo ndo ocorreu. Essa diferenca entre anos provavelmente
seja devido as condigbes ambientais menos conducivas ao desenvolvimento da
doenca em todo o periodo do cultivo em 2005 do que em 2004. Isto pode
ocorrer visto que o ambiente da casa de vegetacdo teve manejo manual da
ventilacdo e umidade, mas ndo da temperatura. E provavel que a menor presio
de in6culo do patégeno neste sistema produtivo possa ter contribuido para a
ocorréncia de variacado do controle do MC verificado nos dois anos de estudo.

Os resultados obtidos confirmam a viabilidade do uso do controle
biolégico do MC com C. rosea em cultura comercial de fucsia e recomendam a
substituicido do controle quimico por este método.

Em outros trabalhos, com C. rosea tem sido mostrado a eficiéncia de

isolados desta espécie no controle do MC na produgao comercial de outras
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culturas como em morangueiros, framboeseiro, amoreira (Sutton & Peng,
1993a; Valdebenito-Sanhueza et al., 1997; Yu & Sutton, 1999; Zamboni-Pinatti,
2005), ciclamen (Kohl et al., 1998) e em roseiras (Morandi et al., 2003).

Na comparacao do periodo de protecio da cultura foi observado que
pode ser iniciada a aplicagcao com C. rosea aos 61 dias de implantacdo do
cultivo (29 aplicagbes), pois a incidéncia e severidade da doenga neste
tratamento foram semelhantes as plantas tratadas por um periodo mais
extenso que iniciou aos 26 dias apds o transplantio (39 aplicagdes). A adocéo
desta estrategia de protecédo é de importancia, pois significou uma redugao de
10 pulverizacoes (39-29). O critério de iniciar as aplicagbes do antagonista
desde os primeiros estadios de crescimento das plantas, tem sido
recomendado para favorecer a colonizagdo de C. rosea antes do patdgeno,
mas isso pode variar em fungao da espécie hospedeira, a presenga ou nao da
doenga quando iniciados os tratamentos com o antagonista, o uso de praticas
culturais e a epidemiologia da doenga (Sutton et al., 1997). Nas roseiras, o
inicio dos tratamentos com C. rosea em estadios avancados da epidemia e
sem o uso de praticas de sanitizagao (Rosa hibrida), ndo se obteve reducao da
incidéncia do MC nas plantas tratadas com C. rosea quando comparadas com
a testemunha (Morandi et al., 2003).

O manejo sanitario no sistema de produgdo de mudas de fucsia
baseia-se na desinfestacdo da casa de vegetagdo antes de iniciar um novo
ciclo de producao. Isso permite supor que a fonte de indéculo primario de B.
cinerea € a estaca enraizada contendo infecgdes latentes, progredindo na
estacdo do crescimento. Portanto poderia-se diminuir o potencial inéculo

primario do patdégeno iniciando a pulverizagdo com o antagonista no periodo da
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formagao da muda enraizada.

Trabalhos sobre a determinacdo do momento de inicio e a
frequéncia de aplicagdo tém sido conduzidos em outros sistemas protegidos.
Aplicagbes semanais de C. rosea em plantas de morangueiros, framboeseiro e
amoreira tém sido efetivas no controle do MC (Zamboni-Pinotti, 2005).
Aplicacbes, a cada 20 dias, de suspensdes de conidios de C. rosea em plantas
de ciclamen foram tdo efetivas quanto fungicidas no controle do MC (Koéhl et
al., 1998). Em plantas de roseira, somente uma aplicagao de U. atrum reduziu
a incidéncia e a severidade do MC. Contudo, obteve-se aumento do controle
com maior numero de aplicagbes (Yohalem & Kristensen, 2004).

O custo aproximado dos tratamentos para uma superficie de 900 m?
foi de 3.485, 1.435 e 1.307 reais com as 32 pulverizagdes de fungicidas e 39 e
29 pulverizagdes com GFO4, respectivamente. A estimativa da producao de
mudas de flcsia é de 400.000 para uma estufa de 900 m? por ano, atingindo
um montante de R$ 182.400,00, sendo que os custos das pulverizagbes
representam 1,9, 0,8 e 0,7% para os fungicidas e GFO4 (39 e 29 aplicagdes),
respectivamente. A estimativa de custo da aplicagdo do antagonista foi
baseada no preco de mercado de um produto comercial de C. rosea
(CLONOSNAT) (Natural Rural, 2005).

Esses resultados evidenciam a possibilidade de diminuir a
frequéncia de aplicagcdes nos primeiros estadios de desenvolvimento de cada
cultura e aumenta-la nos estadios mais avangados, otimizando o uso do
biocontrole em fucsia pela diminuicao do custo da aplicacéao.

A colonizacdo de C. rosea nos discos de folhas de fucsia foi

observada em todos os tratamentos mesmo que em niveis baixos quando
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observadas as plantas com fungicidas e a testemunha o que sugere que a
protecdo utilizada para evitar a deriva nao foi eficaz e nao evitou o efeito de
aerosol da aspersdo (Tabela 4). A presenca de C. rosea nas plantas nao
tratadas especificamente com o antagonista pode ter interferido na observagao
de diferengas maiores na incidéncia do MC entre os tratamentos.
Outrossim, a deteccao de C. rosea nas plantas tratatadas com
fungicidas sugere uma possivel tolerdncia do antagonista aos fungicidas
utilizados o que poderia ser explorado futuramente se fosse de interesse a

associagao dos dois métodos de controle no Manejo integrado da doenca.

TABELA 1. Incidéncia de Botrytis cinerea em discos de folhas de plantas de
fucsia tratadas com agua, estirpe GFO4 de Clonostachys rosea e
fungicidas. Vacaria, 2004.

Discos com Botrytis cinerea (!

Avaliagdes (Dias pos-transplantio)

Tratamentos 145 180 210 238 258

Testemunha a50C a20,0A al10B a7,0BC a200A

29 aplicagdes de
b0,0B b 86A b 0,3B b0,2B b 42B

GFO4 @
39 aplicagdes de
3 b0,0B bc45A b 0,9 AB b0,0B bc 2,3A
GFO4 ©
Fungicidas b1,0 c2,0 b1,0 b0,3 c 0,2

' Média de quatro repeticdes de 36 discos; “) Aplicacdo a partir dos 61 dias do
transplantio; ®) Aplicagbes a partir dos 26 dias pos-transplantio. Médias
seguidas das mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste Duncan (5%).
Letras minusculas representam diferenca entre tratamentos. Letras maiusculas
representam diferencas entre datas. CV = 38%.
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TABELA 2. Severidade de Botrytis cinerea em discos de folhas de plantas de
fucsia tratadas com agua, estirpe GFO4 de Clonostachys rosea e
fungicidas. Vacaria, 2004.

] Severidade
Area de discos com Botrytis cinerea (cm?) ")
Avaliagbes (Dias pos-transplantio)

Tratamentos 145 180 210 238 258
Testemunha 0,110 C a0,670A a0,400B a0,230BC a0,764 A
29

aplicagbes  0,000B b0,260A b0,040B b0,004B b0,085AB
de GFO4 @
39
aplicagdes 0,000 b 0,110 b 0,030 b 0,000 b 0,085
de GFO4®

Fungicidas 0,030 b 0,100 b 0,020 b 0,030 b 0,004

' Média de quatro repeticdes de 36 discos; ® Aplicacdo a partir dos 61 dias do
transplantio;® Aplicacdo a partir dos 26 dias pos-transplantio. Médias seguidas
das mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste Duncan (5%). Letras
minusculas representam diferenga entre tratamentos. Letras maiusculas
representam diferencgas entre datas. CV = 9,72%.

TABELA 3. Incidéncia e severidade de Botrytis cinerea em discos de folhas de
plantas de fucsia tratadas com agua, estirpe GFO4 de
Clonostachys rosea e fungicidas. Vacaria, 2005.

Tratamentos Incidéncia ) Severidade
Numero de discos'" Area de discos (cm?)!"

Testemunha 6,00 a 0,20 a

29 aplicacbes de 0,70 b 0,02b
GFO4 @

39 aplicagdes de 0,40 b 0,02 b
GFO4 ©

Fungicidas 0,50b 0,01b

' Média de quatro repeticdes de 36 discos, trés datas de avaliagdo;
Aplicacdo a partir dos 61 dias do transplantio;(3) Aplicacéo a partir dos 26 dias
pos-transplantio. Médias seguidas das mesmas letras nao diferem entre si pelo
teste Duncan (5%). CV = 38% (incidéncia) e 5,7% (severidade).
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TABELA 4. Incidéncia de Clonostachys rosea em discos de folhas de plantas
de fucsia tratadas com agua, estirpe GFO4 de Clonostachys rosea
e fungicidas. Vacaria, 2004, 2005.

Tratamentos Incidéncia Incidéncia
Numero de discos"’ 2004  Numero de discos® 2005

39 aplicagdes de 18,65 a 9,82 a
GFO4 ©

29 aplicacbes de 18,00 a 461b
GFO4 ¥

Fungicidas 2,56 b 2,67 c

Testemunha 1,60 b 0,93d

(' Média de quatro repeticdes de 36 discos, cinco datas de avaliagdo e @
Média de quatro repetigdes de 36 discos trés datas de avaliagao; ® Aplicacao a
partir dos 26 dias pos-transplantio; ) Aplicagdo a partir dos 61 dias do
transplantio. Médias seguidas das mesmas letras nao diferem entre si pelo
teste Duncan (5%). CV = 23% (2004) e 21% (2005).

5.3.3 Producéo de mudas por planta e medicdo da fotossintese

Em 2004, as plantas tratadas com C. rosea e as tratadas com
fungicidas produziram numeros variaveis de mudas de qualidade comercial
(Figura 15) e de taxa de fotossintese (Figura 16). Contudo, ndo foi possivel
detectar diferencas entre tratamentos nas duas variaveis analisadas.

Em 2005, os tratamentos com a estirpe GFO4 de C. rosea e
fungicidas produziram maior numero de mudas por planta do que a
testemunha, nao diferindo entre eles (Figura 15). Em relagdo a taxa de
fotossintese liquida ndo se observaram diferengas (Figura 16). Os resultados
obtidos confirmaram a reducado da producdo de mudas das plantas de fucsia
causada pelo MC, sem obter dados conclusivos em relacdo do efeito do
antagonista nessas duas variaveis.

A variagao entre o numero de mudas por planta nos dois ciclos de

cultivo poderia ser explicada pelas condigdes climaticas diferentes nos dois
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anos do experimento as que podem produzir variagao no vigor e crescimento
das plantas.

Em estudos fisiolégicos em plantulas de Picea mariana, a redugao
de B. cinerea por C. rosea impediu a reducido da taxa de fotossintese e da
clorofila. Essa indugéo de alteragdes fisioldgicas no hospedeiro provavelmente
esteja mais associada a supressao da infecgao e colonizagao do patdégeno, do
que uma acgao direta do antagonista sobre a planta. Em plantulas sem o
patdgeno, C. rosea nao alterou nenhum dos parametros anteriormente citados

(Zhang et al., 1996).
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FIGURA 15. Numero de mudas de fucsia por planta. (GFO4 1) estirpe de
Clonostachys rosea - 39 aplicagdes a partir dos 26 dias poés-
transplantio; (GFO4 2) estirpe C. rosea - 29 aplicagbes a partir
dos 61 dias do transplantio. Médias seguidas das mesmas letras
nao diferem entre si pelo teste Duncan (5%), CV =6,7% (2004) e
10,53% (2005). Vacaria.
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FIGURA 16. Fotossintese liquida em plantas de fucsia aos 298 (2004) e 277
dias poés-transplantio (2005). (GFO4 1) estirpe de Clonostachys
rosea - 39 aplicagdes a partir dos 26 dias pés-transplantio; (GFO4
2) estirpe de C. rosea - 29 aplicagdes a partir dos 61 dias do
transplantio. CV = 23% (2004) e 31% (2005). Vacaria.
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Foi observado que as plantas tratadas com a estirpe GFO4 e com
fungicidas apresentaram visualmente um maior vigor quando comparadas com
a testemunha (Figura 17). Entretanto ndo foi detectada diferenga significativa
na fotossintese (Figura 16). Essa constatagao foi observada com frequéncia
pelo consumidor, segundo comentarios pelos técnicos da empresa Lazzeri,
mas nesse caso as plantas com C. rosea eram maiores e mais verdes do que
as tratadas com fungicidas. O maior vigor provavelmente se deva a supressao
direta da doenca por tratar-se de pulverizagao foliar e por nio ter diferenca com
os fungicidas. A diferenca do vigor ndo pode ser constatada pela medi¢cao da
fotossintese, sugerindo-se que no futuro sejam avaliados outros parametros
para detectar ditas diferencas tais como a matéria seca e a altura de plantas.
No cultivo pesquisado, as plantas de fucsia eram destinadas a producao de
mudas e, portanto, eram retirados os brotos novos constantemente o que
impossibilitou medir altura ou matéria seca. Contudo, estima-se que a producao
de mudas neste cultivo possa ser uma medida de promocéao de crescimento.
Em outras espécies existem relatos da acdo de C. rosea sobre a
promogao de crescimento das plantas, mas quando o antagonista foi aplicado
no solo em aveia (Avena sativa L.) e beterraba-agucareira (Beta vulgaris L). C.
rosea aumentou a atividade enzimatica no solo, disponibilizando maior
quantidade de nutrientes, produzindo aumento de matéria seca das plantas
(Johansen, 2006). Outro efeito semelhante foi observado com outra estirpe de
C. rosea, aplicada no substrato do sistema hidropénico, o que diminuiu a
incidéncia da podridao da raiz (Pythium spp.) em pepineiro (Cucumis sativus
L.) e promoviu vigor maior (Liu & Sutton, 2002). Entretanto, ndo existem relatos

de promogéao de crescimento quando o antagonista é aplicado na parte aérea.
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FIGURA 17. Plantas de fucsia cv. 022 dos tratamentos: (1) testemunha; (2)
fungicidas; (3) 39 aplicagdes com GFO4; (4) 29 aplicagdes com
GFO4. Vacaria, 2005.

Os resultados obtidos de dois anos de experimento confirmam a
viabilidade do uso de C. rosea para o manejo do MC. Estudos posteriores
poderdo ser realizados quanto o otimizado da formulagdo, concentragcéo, o
inicio e a frequéncia de aplicagdo do antagonista. Avaliagdo de estirpes de C.
rosea isoladas de fucsia e outros nichos ecolégicos poderdo aumentar os
niveis de controle do MC nesta cultura e talvez estimular a resisténcia dos
hospedeiros a outras doengas dos cultivos.

Mesmo que no morangueiro as mixturas de estirpes GSAL e GFO4
de C. rosea nao foram mais eficAces do que aplicadas individualmente,
mixturas das estirpes GSAL, G8 e GFO4 e a otimizagdo da dosagen e a

freqUéncia de aplicagdo poderao contribuir para melhorar o biocontrole do MC

em culturas de fucsia e em outras espécies de plantas.
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Estudos sobre o modo de acao, das caracteristicas fisioldgicas e da
sensibilidade aos fungicidas das estirpes de C. rosea mais eficaces deverao

ser feitos para direcionar a sele¢ao do biocontrolador.

5.3.4 Analise molecular de isolados de Clonostachys rosea
obtidos em disco de folhas no experimento comercial

Os produtos amplificados das estirpes isoladas dos discos de fucsia
da testemunha, fungicidas e dos tratamentos com C. rosea apresentaram uma
banda monomorfica de 2036 pb, presente na estirpe GFO4, usada nos
tratamentos do cultivo comercial, e ausente nas estirpes GSAL e G8 (Figura
18). Também com o marcador intron o produto das estirpes apresentou uma
banda monomorfica de 1018 pb, idéntica a GFO4 e ausente nas estirpes GSAL
e G8 (Figura 19).

Os resultados das analises do DNA confirmaram que os isolados de
C. rosea selecionados das amostras de cada tratamento eram todos da estirpe
GFO4 que foi aplicada. Mesmo com estos dados, ndo deve ser descartada a
ocorréncia de estirpes de C. rosea nao relatados neste cultivo, o que devera
ser estudado utilizando maior nimero de amostras que as utilizadas nesta

ocasido.
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FIGURA 18. Produtos amplificados com oligonucleotideo iniciador randémico
das estirpes de Clonostachys rosea. 1:GSAL, 2:G8, 3: GFO4, 4 -
7. estirpes do tratamento 39 aplicagbes com GFO4 ; 8 -11:
estirpes do tratamento 29 aplicacbes com GFO4; 12 - 23 estirpes
do tratamento com fungicidas; 24 - 33 estirpes da testemunha. M:
marcador 1kb T: Testemunha. Seta indica a banda de 2036 pb
presente em GFO4 e em todas as estirpes isoladas dos
tratamentos.
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FIGURA 19. Produtos amplificados com oligonucleotideo iniciador intron (LA1)
das estirpes de Clonostachys rosea. 1:GSAL, 2:G8, 3: GFO4, 4 -
7: estirpes tratamento 39 aplicagdes com GFO4; 8 -11: estirpes do
tratamento 29 aplicagbes com GFO4; 12 - 23 estirpes tratamento
com fungicidas; 24 - 33 estirpes da testemunha. M: marcador 1kb.
Seta indica uma banda de 1018 pb presente em GFO4 e em
todas as estirpes isoladas dos tratamentos.
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O marcador randémico e o intron, empregados na analise permitiram
diferenciar as estirpes do experimento. O marcador randémico 5’-
CTGACCAGCC (OPH-19), também permitiu diferenciar estirpes de
Trichoderma hamatum em substrato comercial (Abbasi et al., 1999), assim
como os marcadores intron (LA1, LA2, EI1 EI2), tem permitido identificar
estirpes comerciais de Saccharomyces cerevisiae possibilitando a identificagéo
e monitoramento de estirpes e o controle de qualidade de formulados
comerciais (De Barros et al., 1996).
O uso da técnica relatada estabelece uma primeira contribuicdo para
a caracterizacao de isolados de C. rosea. Em trabalhos futuros, os marcadores
randémicos (B6 -5 TGCTCTGCCC 3’) e intron (LA1 -TACTAAC) poderiam ser
testados com outras estirpes de C. rosea para confirmar o polimorfismo
encontrado e poder diferenciar individuos da espécie. Estudos de otimizacao
da técnica molecular combinada com a técnica de diluicido em placa poderao
ser feitos para o controle de qualidade dos formulados de antagonista e o

rastreamento de estirpes no ambiente.



6. CONCLUSOES

Baseado nos resultados obtidos nas condicbes em que esta

pesquisa foi conduzida, concluiu-se o seguinte:

1.

O método de congelamento de tecidos permite substituir o
tratamento com paraquat para a deteccdo de infecgcbes latentes
de Botrytis cinerea em tecidos de fucsia.

O controle do Mofo Cinzento com Clonostachys rosea € mais
eficiente quando é aplicado preventivamente.

As estirpes GFO4, G8 e GSAL de C. rosea podem ser utilizados
no controle do MC em fucsia.

O tratamento de plantas de fucsia com C. rosea é tao eficiente no
controle do MC quanto o tratamento com fungicidas.

As aplicagdes de C. rosea em mudas de fucsia, visando o
controle do MC, podem ser iniciadas aos dois meses apos o
transplantio, com aplicagbes a cada trés semanas, passando a
semanal apds quatro meses e duas vezes por semana apos O

sétimo més.
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