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RESUMO

PINOTTI, Maria Margareth Zamboni. Efeito de isolados fangicos de solo sobre Botrytis
cinerea nas culturas de amora (Rubus fruticosus) framboesa (Rubus ideaus) e mirtilo
(Vaccinium spp). 2011. 123f. Tese (Doutorado em Manejo do Solo) — Universidade do
Estado de Santa Catarina. Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias Agrarias, Lages, SC.
2011.

Os frutos de pequenos porte séo atacados pelo fungo necrotréfico Botrytis cinerea causando o
Mofo cinzento em regiBes Umidas do planeta. Para minimizar prejuizos sem alterar o sabor
natural dos frutos e presenca de residuos quimicos, estudos de biocontrole vém sendo
conduzidos com microrganismos como os fungos microscopicos de solo que constituem
inUmeras espécies antagbnistas como Trichoderma spp e Clonostachys rosea ou patogénicas
como Fusarium spp. Este trabalho objetivou o isolamento de fungos mais frequentes de solo
associados a culturas de amora (Rubus sp), framboesa (Rubus idaeaus) e mirtilo (Vaccinium
spp) em manejo integrado e convencional, em Latossolo bruno, na regido de Vacaria, situada
no nordeste do Rio Grande do Sul, Brasil e utilizados em testes de biocontrole e sinergismo.
Os isolados M1 e M8 que apresentaram col6nia de cor rosada foram submetidos a analise
morfoldgica e genética sendo utilizados em testes de antagonismo a B. cinerea bem como os
conhecidos antagonicos a este patogeno Trichoderma spp e C. rosea co-inoculados avaliando
sinergismo no biocontrole exercido a campo. Os experimentos conduzidos em parcelas de
cinco plantas para cada tratamento e cultura de pomares comerciais instalados em Vacaria,
Rio Grande do Sul, Brasil, consistiram na inoculacdo por aspersao 10° conidio/mL de M1,
M8, C. rosea isolado GFO4 (EMBRAPA) e Trichoderma spp. bem como a co-inoculados C.
rosea e Trichoderma spp, duas vezes por semana durante a floragéo das plantas. A avaliagéo
considerou trés plantas centrais de cada cultura e tratamento, das quais foram colhidos sete
frutos duas vezes semanas até o fim da colheita e avaliados no quarto dia de prateleira quanto
ao aparecimento de sintomas de B. cinerea. Os resultado submetidos a anélise de variancia
pelo teste DMS de Fisher, 5%, demonstraram antagonismo exercido por M1 e M8 e
sinergismo no controle do mofo cinzento nos frutos co-inoculados com Trichoderma e C.
rosea.

Palavras-chave: T. asperellum. Clonostachys rosea. Biocontrole. sinergismo. Fungos de
solo. Isolamento. Pequenos frutos. Botrytis cinerea. Fusarium sp. morfologia. caracterizagdo
molecular.



ABSTRACT

PINOTTI, Maria Margareth Zamboni. Efeito de isolados fangicos de solo sobre Botrytis
cinerea nas culturas de amora (Rubus fruticosus) framboesa (Rubus ideaus) e mirtilo
(Vaccinium spp). 2011. 123f. Theses (Ph.D. soil management course) — Santa Catarina State
University. Post Graduation Program in Agriculture Science, Lages, SC. 2011.

The small-sized fruits are attacked by the necrotrophic fungus Botrytis cinerea causing gray
mold in humid regions of the planet. To minimize losses without changing the natural flavor
of fruits and chemical residues, biocontrol studies have been conducted with microscopic
organisms like fungi of soil that are antagonistic to many species and Trichoderma spp
Clonostachys rosea or pathogens such as Fusarium spp. This work aimed the isolation of soil
fungi frequently associated with cultures of blackberry (Rubus sp), raspberry (Rubus idaeaus)
and blueberry (Vaccinium spp) in an integrated and conventional in Oxisol, in Vacaria,
located in the northeast Rio Grande do Sul, Brazil and used in biocontrol tests and synergism.
Isolates M1 and M8 colony that had pink underwent morphological and genetic tests being
used in antagonism to B. cinerea and the known antagonistic to the pathogen, and
Trichoderma spp C. rosea co-inoculated biocontrol exercised in evaluating the synergism
field. The experiments conducted in plots of five plants for each treatment and culture of
commercial orchards in Vacaria installed, Rio Grande do Sul, Brazil, consisted of inoculation
by spraying 10° conidia / ml of M1, M8, C. rosea isolated GFO4 (EMBRAPA) and
Trichoderma spp. and co-inoculated C. rosea Trichoderma spp twice a week during the
flowering of plants. The evaluation has three central plants of each culture and treatment of
fruits that were harvested twice seven weeks until the end of harvest and evaluated on day
shelf for the appearance of symptoms of B. cinerea. The results submitted to analysis of
variance by Fisher's LSD tests, 5% demonstrated antagonism exerted by M1 and M8 and
synergism in the control of gray mold on fruits co-inoculated with Trichoderma and C. rosea.

Keywords: T. asperellum. Clonostachys rosea. Biocontrol. Synergism. Soil fungi. Isolation.
small fruits. Botrytis cinerea. Fusarium sp. Morphology. Molecular characterization.
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1. INTRODUCAO

O fungo necrotrofico Botrytis cinerea (Pers. Ex Fr. estagio perfeito=Botryotinia
fuckeliana (de Bary) parasita de varias culturas em regiGes Umidas do planeta, causa [mofo
cinzento] apodrecimento de frutos em diversas fases de desenvolvimento, causando enormes
perdas aos produtores. Estes, no intuito de diminuir perdas, langam mé&o dos fungicidas na
maioria das vezes ndo especificos.

Sabemos que a agricultura, pela propria natureza é anti-ecoldgica, com uso em larga
escala de insumos agricolas, que embora vizem o controle de pragas e microrganismos
fitopatogénicos, entre outros, também podem eliminar espécies microbianas Uteis e deixar
residuos no solo e nos alimentos produzidos (AZEVEDO, J.L. in MELLO & AZEVEDO,
1999).

A supressdo microbiana pode favorecer o aparecimento de linhagens de patdgenos
resistentes ao principio ativo dos pesticidas (DUBOS & BULIT, 1979; CAPIEAU et al.,
2004) ou sendo sua aplicagdo feita na fase de floragdo pode diminuir a viabilidade do pélen e
a formacéo do fruto (KOVACH et al., 2000). Entre os microrganismos fitopatogénicos
controlados se encontra o causador do mofo cinzento, o que vem sendo feito por fungicidas
que, em geral, ndo s&o eficientes em suprimir a esporulacdo de Botrytis cinerea, uma vez que
interferem principalmente no processo de infecgdo e ndo séo efetivos contra o patdgeno nos
restos culturais (MORANDI, 2003), podendo levar ao aumento da resisténcia destes, exigindo
reaplicacGes frequentes.

As preocupagfes com questdes ambientais e de qualidade alimentar impulsionaram
nos ltimos anos o interesse dos consumidores por alimentos livres de residuos toxicos e que
possam ser consumidos in natura (VALDEBENITO-SANHUEZA in MELLO &
AZEVEDO, 1999; ROMBALDI, et al., 2007), o que ndo € possivel com ouso indiscriminado
de agrotoxicos.

Vivemos ainda o paradigma da agricultura baseada no uso de insumos quimicos, a
qual muitas vezes traz consequéncias danosas ao meio ambiente. Como alternativa ao uso de
agrotoxicos para o controle de pragas e moléstias, o controle biol6gico é uma préatica que vem

sendo cada vez mais incentivada. Com ele, se pode pensar em transformacdes que, visando a



18

conservagdo de recursos naturais e do planeta em que vivemos, contribuam para o
fortalecimento da nova era biotecnol6gica em formac&o.

Nesta Otica, varios estudos utilizando microrganismos no controle de doengasem
plantas vém sendo conduzidos como a utilizagdo de fungos como Trichoderma spp. e
Clonostachys rosea no biocontrole do mofo cinzento causado pelo fungo necrotréfico B.
cinerea.

O fungo antagdnico Trichoderma spp. que demonstra atividade de quitinase
(BELENGER et al. 1995) e inibicio do crescimento do patdgeno por substincias toxicas
volateis produzidas (SILVA RIBEIRO, 2001), ja& foi testado em varias culturas sendo
disponibilizados no mercado alguns produtos formulados com estas espécies.

Outro antagdnico que vem se destacando no biocontrole de B. cinerea é o fungo C.
rosea isolado inicialmente no Canadé por Sutton e posteriormente no Brasil, por Valdebenito-
Sanhueza em culturas de morangos. Produtos & base de C. rosea para o controle de B. cinerea
somente tem registro nos EUA e Canada. No Brasil, o fungo é comercializado para o controle
do mofo cinzento em morangueiro e plantas ornamentais, porém sem registro no Ministério
da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA) (MORANDI, 2003).

O advento da agricultura organica e/ou integrada impulsiona a utilizacdo de
biotecnologias como o controle biolégico de doengas em plantas, o que pode se tornar uma
acdo transformadora na agricultura, pelo relevante papel ecoldgico para manutengdo de um
solo livre de acimulo de residuos quimicos, desnecessarios.

A grande dificuldade na area de controle de doengas em plantas tem sido a resisténcia
em admitir novas descobertas que usam o controle biol6gico ndo como substituto, mas como
ferramenta integrada para controlar doengas na agricultura. A necessidade de insumos
agricolas adequados ao manejo integrado tem ganhado énfase nos bancos académicos como
forma de contribuir na preservacdo da terra; bem como incentivos a pesquisas com controle
bioldgico e integrado de doencas e pragas na agricultura.

Este trabalho objetivou, portanto, a otimizagéo e utilizagéo de ferramentas de controle
bioldgico na avaliacdo de sinergismo entre 0s microrganismos C. rosea e T. asperellum
quando co-inoculados em pomares estabelecidos de amoras, framboesas e mirtilos, bem como
no processo de isolamento de coldnias nativas com coldnia de cor rosa o que pode indicar
presenca de antraquinonas, em solos com estas culturas estabelecidas sob diferentes situagdes
de cultivo com posterior avaliagdo in vitro e in vivo do efeito antagbnico a B. cinerea dos

isolados candidatos.



19

A utilizagdo destes resultados vird em prol de uma nova cultura de manejo de doengas
resultando em cultivos de frutas saudaveis, livres de residuos quimicos com a produgéo de
qualidade exigida para exportacdo, o que certamente beneficiard o produtor, a saude de suas
terras e a salde do consumidor, constituindo-se em mais um fator que vem engrossar as

fileiras das mudancas que ora se iniciam.
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2. REVISAO DA LITERATURA

DOS PRIMORDIOS DA AGRICULTURA AO CONTROLE BIOLOGICO EM PEQUENOS
FRUTOS: UM POUCO DE HISTORIA

2.1. A VISAO DO MUNDO E A RECENTE HISTORIA DO CENARIO AGRICOLA

Antes de 1500 a visdo do mundo dominante na Europa assim como na maioria das
civilizagOes era agricultura baseada na utilizagcdo de insumos de origem orgénica. A estrutura
cientifica desta visdo assentava-se sobre a autoridade da Igreja e de Aristdteles, quando as
investigacbes dos cientistas medievais apontavam designios subjacentes a varios fendmenos
naturais sempre consideradas do mais alto significado, como questdes referentes a Deus: uma
visdo organica (MELO, 1997). Esta visdo organica mudou radicalmente nos séculos XVI e
XVII, sofrendo uma ruptura epistemoldgica que foi substituida pela no¢do de mundo maquina
com mudangas revolucionarias que marcaram a revolugdo cientifica, culminadas por
Copérnico, Galileu, Newton e Einstein (CAPRA, 1982). A revolugdo cientifica iniciou com
Nicolau Copérnico que se opds a concepcao geocéntrica de Ptolomeu e da Biblia. Copérnico
estava consciente de que sua teoria ofenderia profundamente a Igreja e sua concepcao
milenar, retardando por isto sua publicacdo de hipdtese heliocéntrica até 1543 (CAPRA,
1982).

Iniciada por Galileu ocorreu uma mudanga radical na ciéncia, sendo ele o primeiro a
combinar experimentacdo cientifica, uso de uma abordagem empirica, com 0 uso da
linguagem matematica para formular as leis por ele descobertas. Segundo Laing (1972), nada
mudou mais nosso mundo nos ltimos 400 anos do que a obsessdo do cientista por medidas e
quantificacdo.

Antes de Newton, duas tendéncias opostas orientavam a ciéncia de 1600: o método
empirico, indutivo, representado por Bacon, e 0 método racional e indutivo, representado por
Descartes. Newton induziu a combinagdo apropriada de ambos os métodos, unificando as
duas tendéncias e desenvolveu a metodologia que a ciéncia natural faz uso, desde entdo.
Seguiu-se Einstein com a teoria da relatividade, provocando uma forte ruptura em nossos

conceitos de espago e tempo, obrigando-nos a abandonar idéias cléssicas de tempo absoluto.
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Ora, espaco e tempo sdo determinantes para registros cientificos, logo tiveram de ser
reestruturados com a viséo de Energia Einsteiniana (CAPRA, 1982).

Por volta de 1798 a humanidade atingiu a marca de um bilho de pessoas. Nesta época
o crescimento da populacdo mundial se dava em progressdo geométrica, enquanto a dos
alimentos aumentava aritmeticamente o que deveria ocasionar em longo prazo um saldo
negativo de alimentos, determinando fome (MALTHUS, 1798 in Henriques, 2007). A viséo
passa entéo, de civilizacdo eminentemente sedentéria e agricola para outra de produgdo em
massa, principalmente na Europa (MELO, 1997). O primeiro grande ciclo, o Agricola, levou
um pouco mais de 900 anos imperando como tal; o segundo, o industrial, cerca de trés séculos
e agora, em pouco mais de 40 anos uma nova revolugdo vem acontecendo, pelas tecnologias
constante e rapidamente desenvolvidas. Para muitos estudiosos esta época de Revolugéo
Industrial, deveria marcar um novo periodo geoldgico: A Era dos Humanos ou periodo
Antropoceno. Desde entdo a agdo humana sobre o planeta tem sido extrema e de
desenvolvimento acelerado, cujos efeitos se estenderam, neste modelo, até por volta de 1955
(MELO, 1997).

A Revolucdo Verde que ocorreu entre os anos 1940 e 1970, com a mecanizacao rural,
irrigacdo, uso de fertilizantes e inseticidas, bem como a sele¢do de sementes mais produtivas,
triplicaram a producdo de grdos no Primeiro Mundo (MOON, 2011). O impacto da
humanidade sobre o planeta, que iniciou um crescimento acelerado ha 10 mil anos com a
descoberta de procedimentos agricolas e o0 aumento na producéo de grdos era regulado pela
alta taxa de mortalidade por epidemias e guerras. Estamos na era dos antibéticos iniciada com
as descobertas de Fleming em 1927 que aumentam a perspectiva de vida, acelerando o
crescimento da humanidade. Segundo as Nac¢des Unidas, em novembro de 2011 a populagéo
mundial alcancou a marca de 7 bilhes. Isto nos leva a velha questdo de Malthus: Havera
comida para todos? Apesar das previsdes de Malthus esta Era tem sido de relativa abundancia
pelo desenvolvimento de tecnologias agricolas que tém acompanhado o boom do crescimento
populacional (MOON, 2011).

Hoje convivemos com o resquicio da Era Agricola e a plenitude da Era Motriz, onde o
modelo comega a apresentar sinais de esgotamento pelas grandes devastacOes e degradacédo
do meio ambiente. Embora a consciéncia da preservagéo dos recursos naturais que iniciou em
1970, comece a gerar movimentos que pretendem utilizar a terra e os seus recursos de forma
coerente,“o perfil e a formagédo dos pesquisadores continua sendo convencional” (GOMES,
1999). Muitos projetos continuam sendo apresentados com a mesma logica de pesquisa por

pesquisadores consagrados que mantém os vinculos epistemoldgicos e metodoldgicos
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convencionais, dificultando a transicdo da pesquisa (GOMES, 1999), de forma a permitir o
uso do controle biolégico ou integrado. Mas € inegavel os muitos éxitos alcancados pelo
paradigma atual, como, por exemplo, o papel dos microrganismos na ciclagem do nitrogénio
(DELEAGE, 1993).

A compreensdo de muitos fendmenos bioldgicos ocorre no campo da fisiologia,
bioquimica e microbiologia que tem potencial para proporcionar as condi¢des biotecnologicas
para a transicdo que se pretende, iniciando com a transicdo de controle de doengas na
agricultura a base de produtos quimicos para um controle integrado com menor porcentagem

residual de contaminantes no solo e nas plantas.

2.2. CONTROLE DE DOENCAS EM PLANTAS
2.2.1. Controle convencional

O controle convencional de doengas em plantas vem sendo feito com fungicidas em
larga escala a partir da descoberta da calda bordalesa (sulfato de cobre e cal hidratada) por
Millardet em 1882 na Franga, sendo o principal fungicida usado por 50 anos, seguido pelos
organo-mercuriais (1914) e ditiocarbanatos (década de 1930). Todos tem em comum o
fornecimento de protecdo de superficie e ndo penetragdo nos tecidos, o que seria fitotdxico,
pois sdo inibidores de processos vitais. O final da Segunda Grande Guerra foi marcado pelo
desenvolvimento de fungicidas que penetrassem nas plantas erradicando ou protegendo-as
contra patdgenos sendo entdo inicialmente aceitos o benomyl e carboxin de largo espectro,
seguidos de outros fungicidas sistémicos mais seletivos como os benzimidazo6is (GHINI &
KIMATI, 2002).

O modo de agdo de alguns fungicidas sistémicos sdo conhecidos de forma razoavel.
Dentre estes podemos citar benzimidazdis, oxatinas, inibidores da biossintese de ergosterol e
fenilamidas, mas a acdo exata de muitos outros ndo é ainda esclarecida (LYR et al.,1999),
como as anilopirimidinas que inibem a sintese de proteinas extracelulares de alguns patégenos
como o B. cinerea (GHINI & KIMATI, 2002).

Mesmo com estas poucas informagdes a agricultura moderna tem sido
tradicionalmente dependente dos pesticidas sintéticos, que se apresentam como uma
alternativa bastante atraente pela sua simplicidade de aplicacdo com resultados satisfatorios
em curto prazo e por ndo exigir conhecimento dos processos béasicos do agrossistema
ecolégico (TALAMINI & STADINIK, 2004). Mas por outro lado, trazem como
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consequéncia, graves problemas de ordem ambiental (MELO & AZEVEDO, 1999), como a
supressdo da microflora, favorecendo o aparecimento de outros patdgenos e/ou linhagens
resistentes ao principio ativo destes produtos (DUBOS et al., 1989; CAPIEAU et al., 2004),
como a resisténcia de B. cinerea em ciclames, observada em 1971 por Bollen & Scholten na
Holanda, apds dois anos de uso de benzimidazdis e na Italia junto com dicarboxinas em
diversas culturas (GULLINO e GARIBALDI, 1983) No Brasil varios pesquisadores
constataram a resisténcia deste patdgeno ao controle quimico em estudos feitos com morango,
eucalipto, roseira, berinjela, crisantemo, batata, ciclame, violeta, begonia, pimentdo, maca, e
uva (GHINI & KIMATI, 2002).

Para Ghini & Kimati (2002) a resisténcia é um dos problemas mais sérios do controle
quimico das doencgas em plantas atualmente, podendo ser desastrosa para varios segmentos da
cadeia produtiva. Além disso, o uso inapropriado de pesticidas aplicados durante o ciclo de
diferentes culturas constitui risco & salde do homem, aumento do custo de producéo
(VALDEBENITO-SANHUEZA et al., 1997a) pela intensificagdo das reaplicacOes cada vez
mais frequentes pelos produtores que ndo obtiveram o resultado de controle esperado,
encarecendo os produtos e acumulando residuos prejudicando a sociedade como um todo
(GHINI & KIMAT]I, 2002).

Estratégias de biocontrole envolvendo testes com organismos candidatos representam
uma alternativa aos fungicidas, oferecendo novas dimensdes e flexibilidade na escolha do
manejo de doencas (SUTTON, 1994, VALDEBENITTO-SANHUEZA, R. M. et al., 2008)),
com vantagens sobre métodos convencionais com pesticidas de amplo espectro (MELO &
AZEVEDO, 1999).

2.2.2. Controle bioldgico

O mundo precisa de uma mudanga eminente que garanta alimento e conserve o
potencial produtivo do solo, abalado por resquicios da Era industrial. A preocupagdo com o
uso de produtos quimicos e sua relagdo com conservagdo do solo, resisténcia dos patdgenos
aos fungicidas utilizados, aumento da demanda e exigéncia do consumidor por produtos
alimentares livres de residuos deixados pela aplicacéo de agrotdxicos, incentivam estratégias
e métodos alternativos para o controle de doenga em diversas culturas, entre os quais se inclui
o controle biolégico (REDMON et al., 1987; PENG & SUTON, 1991; LOPES, 2009;
MORANDI, 2009).
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O controle bioldgico consiste basicamente em selecionar microrganismos antagdnicos
a serem utilizados no controle ou supressdo de patdgenos causadores de doengas em plantas.
Para Bettiol (1991) estes microrganismos antagénicos devem ser procurados em areas onde a
doenca causada por um patdégeno ndo ocorre ou é diminuida, mas para Backer & Cook (1974),
o efeito antagonista pode ser encontrado em qualquer local, entretanto o estudo destes locais
associa-se as caracteristicas do fungo que se pretende encontrar. No caso de endéfitos, podem
ser isolados de vérias partes de plantas assintomaticas e, depois de purificados, usados como
antagdnicos (AZEVEDO, 2003; SOUZA et al., 2004). As principais caracteristicas que se
procura nestes isolados séo a apresentacdo de propriedades que facilitem sua aplicagéo na
superficie das plantas ou solo e ter répida colonizacéo além de ter mais de um mecanismo de
antagonismo, como competic&o, parasitismo e antibiose (WODY & TVEIT, 1955, citados por
BETTIOL, 1991a) ndo devendo ser fitopatogénicos (BETTIOL, 1991a) para as plantas em
que deverdo ser aplicados.

Embora o conhecimento de microrganismos como agentes de controle de doengas em
plantas remonte centenas de anos, a acdo destes sobre fitopatdgenos era pouco conhecida.
Mesmo no inicio da década de 20 do século XX nos primeiros estudos sobre a¢do antagonista
de alguns microrganismos que reduziam doengas de raizes, ndo se conheciam 0s mecanismos
envolvidos. O primeiro registro em artigo publicado sobre controle biol6gico no Brasil foi em
1950 por Reinaldo Foster, em trabalho com relacdo ao mosaico do fumo controlado pelo
fungo Trichoderma. Os primeiros produtos com base conceitual e cientifica utilizando
microrganismos no mundo surgiram somente na década de 70 (LOPES in BETTIOL &
MORANDI, 2009), mas as estruturacdes nesta area no Brasil, somente foram feitas entre
1986/87 em Piracicaba, SP, apds o que foi disponibilizado pelo Centro Nacional de Pesquisa
de Fruteiras de Clima Temperado, da Embrapa por Valdebenito-Sanhueza, o produto
comercial Trichoderma viride para controle de Phytphthora cactorum em macieira
(BETTIOL & MORANDI, 2009).

Em 1992 foi criada a primeira disciplina sobre controle bioldgico de doengas em
plantas por Wagner Bettiol em um curso de pos-graduacdo da UNESP/ Botucatu, SP. No
mesmo ano foi criada a primeira empresa especializada em producéo e comercializagéo de
Trichoderma, sendo que o registro do primeiro fungicida biolégico contendo o antagonista
Trichoderma harzianum, para biocontrole somente aconteceu em 2008. No ano de 2009 o
CNPqg aprova o projeto para determinagcdo de metodologias e avaliagdo da qualidade dos
produtos biolégicos para controle de doengas em plantas (MORANDI & BETTIOL, in
BETTIOL & MORANDI, 2009).
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Hoje no Brasil podemos citar estudos de controle de nematdides em goiabeira por
gorgulho (Conotrachelus psidii); pré imunizacdo contra tristeza dos citros por estirpes fracas
do virus (LOPES, 2009); controle do mofo cinzento em diversas culturas pelo fungo
Clonostachys rosea, (BOECHAD & BETTIOL, 2009), controle de nemat6ides por estirpes
de C. rosea em laboratério (ZOU et al., 2010), além de fungos conhecidamente patogénicos
que podem exercer antagonismo a outros patégenos, produzindo metabdlitos e enzimas de
inibicdo e/ou destruicdo de tecidos como as micotoxinas de Penicillium sp e Aspergillus SP
(DURAN in ESPOSITO & AZEVEDO, 2004) e glucanases e eniatinas de Fusarium
sp.(POHANKA, 2004).

No comércio diversos produtos bioldgicos estdo disponiveis, entre eles encontramos o
virus PRSV-W pré imunizante contra 0 mosaico da abobrinha; Acremonium para a lixa do
coqueiro; Bacillus subtillis para controle de diversas doencas; Trichoderma sp para controle
de patdgenos de solo, substrato e parte aérea de diversas culturas (BOECHAD & BETTIOL,
2009).

A manipulacdo exercida pelo homem, porém, deve ir além da aplicagdo de
microrganismos antagdnicos no momento apropriado. E preciso dar condigdes para seu
desenvolvimento mantendo o equilibrio bioldgico existente no solo. Quanto mais complexa
for a comunidade microbiana do solo, maior a sua estabilidade (REIS, 1991). Métodos
quimicos tendem a produzir flutuacdo em nivel de doenca, enquanto o biolégico tende a
estabilidade e baixo nivel desta (BAKER & COOK, 1974).

Nesta Optica, 0 manejo de praticas culturais pode ou ndo favorecer as atividades
microbianas. Fungos de solo dependem principalmente de rotagéo de cultura que diminui o
hospedeiro e controla os patdgenos que tenham poucas estruturas de sobrevivéncia; acréscimo
de substratos organicospodem estimular o antagonista; métodos que melhorem a estrutura do
solo e manejo de restos de cultura podem servir de base nutricional para inicio de infecgdo de
colo de planta como no trigo, ou como material de manutencéo de propdgulos em dorméncia
para patdgenos como B. cinerea (VALDEBENITO-SANHUEZA, 1991).

No biocontrole de B. cinerea deve ocorrer a colonizagdo do filoplano pelo agente
antagdnico, antes da instalagdo do patdgeno diminuindo a esporulacdo deste e retardando a
disseminacdo e a producdo das estruturas de sobrevivéncia. A estratégia de tratamento
preventivo recomendada e utilizada na aplicacdo de indculo a campo foi a sugerida por Dubos
& Bulit, (1979), Blakeman & Fokema (1982) e Valdebenito-Sanhueza et al (2007). Segundo
estes autores, a instalacdo prévia e colonizacdo de antagdnicos nos frutos, dependem de se

efetuar os tratamentos com os antagonistas a partir da floragdo, dando aos antagonistas a
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oportunidade de colonizar a base nutritiva proveniente das partes florais senescentes, antes da
chegada do patégeno.

A possibilidade de novos estudos e os resultados atuais na area de biocontrole, bem
como a exigéncia do mercado consumidor, principalmente o de exportagdo, por produtos de
alta qualidade e sem residuos toxicos de produtos quimicos, incentiva o produtor brasileiro
que vem buscando aumento de sua exportacdo investindo em préticas biotecnolégicas na

busca principalmente de qualidade (RETZ et al., 2007).

2.3. UMA VISAO AGRICOLA: OS PEQUENOS FRUTOS

Habitantes naturais de solo europeu, 0s pequenos frutos conhecidos como berries sdo
destaques por apresentarem grande potencial econdmico entre 0s pequenos produtores com
custo médio de implantacgdo e de facil manutencdo estando hoje entre os sistemas de producéao
com franca ascendéncias nas regides de maior altitude e clima frio do Brasil (ANTUNES et
al., 2002), segundo maior produtor destas frutas em ranking mundial (RETZ et al.,2007;
GRIMALDI et al., 2008).

Entre os pequenos frutos, o mirtilo conhecido como blueberry (inglés) e ardndano
(espanhol), é uma baga achatada de cor azul intenso coroada por l6bulos persistentes do
célice, cujo tamanho gira em torno de 1 a 2,5 cm de didmetro e 1,5 a 4 g de peso
(FACHINELLO, 2008). O fruto de sabor exotico (FISHER et al., 2008) foi introduzido no
Brasil em 1983 pela Embrapa Clima Temperado (Pelotas, RS) para pesquisas, mas foi em
Vacaria que surgiu a primeira iniciativa comercial a partir de 1990, alcangando hoje 20,7 ha
de plantio com produgdo estimada de 62,3 toneladas de frutas na safra de 2009/2010. Entre as
frutas € uma das mais ricas em antioxidantes estudadas (ANTUNES, 2002; SALGADO,
2003; PAGOT, 2010), com contetdo elevado de polifendis, tanto na casca como na polpa, 0s
quais conferem fungBes de protecdo sobre as paredes das células humanas (FACHINELLO,
2008) e antocianinas, que fortalecem as paredes das artérias (COUTINHO & GOMES, 2005),
sendo que as associacOes destes compostos conferem beneficios neurocognitivos, atuando
como preventivo potencial dos mecanismos neurais e doengas neurovegetativas dos seres
humanos (COULTRAP et al., 2008; KRIKORIAN et al., 2010). Por esses motivos vem sendo
chamada de fonte de longetividade (SILVA et al., 2008).

A amora conhecida como blackberry (inglés) e mora (espanhol) é um fruto agregado
ou mini drupas vermelhas (ANTUNES et al., 2002). De sabor levemente acido, teve impulso

no Brasil a partir de 1974, importada pela Embrapa Clima Temperado (Pelotas RS). Hoje €
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considerada de maior cultivo entre os pequenos frutos da regido sul do pais onde a &rea de
maior concentragdo esti na regido dos Campos de Cima da Serra no RS (PAGOT, 2003),
com érea de producdo atual estimada em 211,6 ha, tendo alcangado na safra de 2009/2010
producio de 883 toneladas destas frutas (PAGOT, 2010). E uma fruta rica em vitamina C e E
apresentando substancias antixidantes com alto valor terapéutico (SALGADO, 2003),
vitamina A, B e célcio (KRAHE et al. ,2008) sendo ainda considerada sua acdo
quimiopreventiva contra o cancer (WARGOVICH, 2006), calmante, digestiva, anti-séptica e
refrescante (COUTINHO & GOMES, 2005).

A framboesa conhecida como raspberry (inglés) e frambuesa (espanhol) é assim como
a amora, um fruto agregado e de minidrupas vermelhas (ANTUNES et al., 2002), de flavor
Unico e sabor adocicado e delicado (KRAHE et al, 2008). Considerada antioxidante
(SALGADO, 2003), cujos frutos vermelhos sdo estudados como agentes quimiopreventivos
contra o cancer (WARGOVICH, 2006). A framboesa foi introduzida no Brasil inicialmente
em Campos do Jorddo na serra da Mantiqueira, ndo sendo possivel precisar a data. Hoje os
maiores produtores estdo entre os estados de S&o Paulo, Minas Gerais e Rio Grande do Sul,
em regides de grande altitude. No Rio Grande do Sul destaca-se a regido dos Campos de Cima
da Serra (PAGOT & HOFFMANN, 2003), tendo iniciado com a implantagcdo de um hectare
experimental em 1989 (KRAHE et al.,2008), produzindo hoje em 11 ha, 81,2 toneladas na
safra 2009/2010 (PAGOT, 2010).

Na safra de 2009/2010 as culturas de amora, framboesa e mirtilo juntas alcangaram um
total de 242,7 ha de éarea cultivada nos Campos de Cima da Serra produzindo 1026,5
toneladas (PAGOT, 2010). Porém estes pequenos frutos apresentam sintomas de diversas
moléstias causadas por microrganismos como fungos, bactérias e virus, que tém trazido sérios
problemas & produgdo. Dentre estas podemos destacar aquelas cujos agentes casuais sdo
fungos.

Segundo Valdebenito-Sanhueza (2004), o mirtileiro apresenta a requeima de flores e
podridéo de frutos (Botrytis cinerea), cancro dos ramos por Botryosphaeria (Botryosphaeria
corticis  (oito  racas  fisiologicas), requeima de ramos  (Botryosphaeria:
Botryosphaeriadothidea, Phomopsis: Phomopsisvaccinii), mumificagdo dos frutos (Monilinia
vaccinii-corymbosi), Oidio (Microsphaera vaccinii), mancha das folhas e cancro
(Gloeosporium: Gloeosporium minus, Sinn-Marssonina), mancha de folhas e cancro de ramos
(Septoria: Septoria albupuncta), antracnose (Glomerella cingulata), mancha dupla
(Dothichiza carolinia), mancha das folhas (Gloeocercospora: Gloeocercospora inconspicua),

mancha das folhas e podriddo de frutos (Alternaria tenuissima), ferrugem da folha
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(Pucciniastrum vaccinii), podridao de raizes (Armillariella mellea (A. ostoyae), Phytophthora
cinnamomi), galha da coroa e dos ramos (Agrobacterium tumefaciens, A rubi).

Razeiras (2004) relaciona as seguintes doencas fungicas que atacam os pomares de
framboesa: mofo cinzento ou podriddo do fruto (Botrytis cinerea), podriddo do colo
(Phytophthora infestans), antracnose (Elsinoe veneta/Sphaceloma necator), sarna
(Cladosporium sp.), requeima dos brotos (Dydimella aplanatta), ferrugem amarela
(Phragmidium rubi-idaei), ferrugem tardia das folhas (Pucciniastrum americanum), oidio
(Sphaerotheca macularis), mancha das folhas (Cilindrosporium rubi), podriddo das raizes
(Phytophthora sp. e Fusarium sp.) e galha da coroa e dos ramos (Agrobacterium tumefaciens e
A. rubi).

As amoreiras comumente apresentam sintomas de mofo cinzento (Botrytis),
antracnose (Elsinoe veneta / Sphaceloma necator), cancro dos ramos da amoreira
(Botryosphaeria dothidea), mancha das folhas por (Septoria rubi), podriddo dos frutos
(Colletotrichum gloeosporioides), galha da coroa e dos ramos (Agrobacterium tumefaciens, A.
rubi), ferrugem alaranjada (Gimnoconia nitens: A peckiana), Ferrugem dos ramos e folhas
(Kuehneola uredinis) e ferrugem da amoreira preta (Phragmidium violaceum)
(VALDEBENITO-SANHUEZA, 2004).

Dentre todos os microrganismos patogénicos alguns séo poligafos e infectam todo o
grupo de pequenos frutos como é o caso do fungo necrotréfico Botritys cinerea, causando
enormes perdas aos produtores, que ndo encontram no mercado, produtos agroquimicos

registrados para o manejo fitossanitario desta doenca nestas culturas (PAGOT, 2010).

2.4. O FUNGO Botrytis cinerea: AGENTE CAUSADOR DO MOFO CINZENTO EM
PEQUENOS FRUTOS

O fungo necrotréfico B. cinerea (Pers. Ex Fr.estagio perfeito=Botryotinia fuckeliana
(de Bary) parasita de varias culturas em regides Umidas do planeta, causa epidemias de mofo
cinzento que apodrecem frutos em diversas fases de desenvolvimento até chegar & mesa do
consumidor (VALDEBENITO-SANHUEZA et al., 1997; BOFF et al., 2001, ELAD et al.,
2004, WILLIAMSON et al., 2007). Passando o inverno, esporula na primavera sobre folha
mortas e frutos mumificados, cujos esporos sdo carregados pelo vento e pela 4gua (BERRIE,
2000), podendo ainda ser disseminados por processos de irrigagéo e vetores.

Os sintomas da podriddo causada por B. cinerea nos frutos sdo manchas de aspecto

encharcado, deprimidas e descoloridas, que crescem rapidamente. Os frutos tornam-se moles,
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aquosos e de coloragdo marrom clara. Em condi¢des de campo, o patdgeno se desenvolve nas
partes mortas das plantas, e a partir delas, iniciam a colonizacdo de tecidos sadios. Ao
apodrecerem os tecidos, a epiderme se rompe, e sobre ela se desenvolvem as estruturas do
fungo (AGRIOS, 1997).

No framboeseiro e amoreira as flores ainda em botdo raramente séo colonizadas, mas
as flores abertas sdo suscetiveis. Conidios pegajosos em contato com as estruturas florais
frutos e/ou folhas germinam e suas hifas crescem por todo o espago intercelular atingindo os
tecidos em aproximadamente sete dias (ELLIS et al., 1997).

Nas epidemias de B. cinerea em pequenos frutos, o polen ndo precisa estar presente
para os conidios germinarem no estigma. A antera, os filamentos, os estames e as pétalas sdo
também colonizados. O receptaculo do fruto e outras partes estéreis ficam expostos até a

colheita (Figura 1).

A B

Figura 1 - Fases de desenvolvimento de amora e fontes iniciais de infecgao.
A. Flor; B. Restos de Estigma; C. Receptaculo floral, desenvolvimento do carpelo e restos de
estilete; D. Restos de estame e estilete em fruto desenvolvido.

As infecges iniciais das partes das flores sdo consideradas latentes (ELLIS et al.,
1997). A colonizagdo ocorre ap0s esta fase ndo patogénica ou infeccdo latente em pétalas
senescentes, onde 0 micélio produzido pode invadir os tecidos do fruto. Pela grande oferta de
agua e acucar, o fruto maduro apresenta excelentes condigdes ao desenvolvimento do fungo
(AGRIOS, 1997). O patdgeno pode permanecer quiescente no receptaculo floral até o
amadurecimento deste, produzindo lesdes necroticas em pré ou pos colheita (BOFF et al.,
2003; MORANDI et al., 2002). As condigGes que propiciam o aparecimento desta doenga nos
frutos séo alta umidade relativa do ar, ventos e temperatura entre 18 a 23°C, podendo manter
atividade até a 0°C (RONQUE, 1998). No Sul do Pais estas condi¢es sdo frequentes, e 0s
pequenos frutos como o mirtilo, a framboesa e a amora preta sdo comumente atacados por

este patdgeno na pré e pos colheita (PAGOT, 2006), ocasionando perdas aos produtores.

2.5. OS FUNGOS Clonostachys rosea E Trichoderma spp: UMA HISTORIA DE
BIOCONTROLE
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2.5.1. Clonostachys rosea

Dentre os agentes de controle bioldgico testados para controlar B. cinerea, o fungo
filamentoso Clonostachys rosea foi observado como um eficaz e versatil antagonista em
estudos no final da década de 1980 (SUTTON et al., 1997), sendo isolado na Universidade de
Guelph, Canada, em junho de 1993 de folhas de morangueiro em trabalhos de selecdo de
antagonismo a B. cinerea (PENG & SUTTON, 1991). Ambos os fungos invadem a folha de
morangueiro ainda jovem e progressivamente colonizam os tecidos foliares, quando a folha se
torna senescente (SUTTON, 1994), esporulando somente sobre as folhas mortas. E comum
encontrar C. rosea em folhas de morangueiro sem causar sintomas de moléstia (SUTTON,
1992).

O micoparasita necrotrofico C. rosea (Link: Fr.) vem sendo citado como antag6nico a
B. cinerea em estudos de diversas culturas (DUBUS, 1989; SUTTON, 1994; MORANDI et
al., 2003; YAHALEM, 2003; YAHALEM et al., 2004; CAPIEAU et al., 2004; ZAMBONI-
PINOTTI et al., 2005). Pertencente ao Filo Ascomycota; Sub-filo Pezizomycotina; Classe
Sordariomycetes;  Subclasse  Hypocreomycetidae;  Ordem  Hypocreales;  Familia
Bionectriaceae (Base de dados do NCBI, 2011) é in6cuo ao homem ao colonizar frutos
eficientemente (SUTTON citado por VALDEBENITO-SANHUEZA et al., 1997).

Habitante natural do solo C. rosea pode viver saprofiticamente ou parasitando outros
fungos como B. cinerea (MORANDI et al., 2003), atuando por competicdo pelo substrato
com o patdgeno, impedindo ou reduzindo sua colonizacdo (VALDEBENITO-SANHUEZA et
al., 1997a), micoparasita B. cinerea, infectando conidios e tubos germinativos através da
penetracao direta pelas pontas das hifas sem a formacdo de apressorios (LI et al., 2002). O
recuo e ruptura das paredes da célula hospedeira pela penetracdo das hifas em conidios e

tubos germinativos parasitados de B. cinerea que apresentaram sinais de desintegracao

citoplasmética podem ser vistos em microscopia eletrdnica (Figura 2) (Li et al., 2002).

it T

Figura 2 - Colonizagdo de hifas em conidios e tubos germinativos de B. cinerea (BC)
de C. rosea (ex G. roseum) (GR). E possivel observar as penetragbes de hifas em
conidios (Figura 4A, B, seta para a esquerda) e em tubos germinativos (4A, B, seta
para a direita) de B. cinerea (LI et al., 2002; HUNG et.al., 2002).

2.5.2. Trichoderma spp
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O fungo Trichoderma spp. € encontrado na maioria dos solos, incluindo a camada de
hiumus das florestas (WARDLE et al., 1993) e se apresenta sob vérias espécies consideradas
efetivas como agentes de biocontrole de fungos fitopatogénicos de plantas de importancia
econdmica (CASSIOLATO & SOUZA, 2000).

A primeira publicagdo sobre o uso de Trichoderma spp como agente de controle
bioldgico de doencas de plantas no Brasil, foi em 1950 por Foster, mas somente em 1987 um
produto com este fungo foi usado comercialmente no Brasil contra Phytophthora cactorum,
causador da podriddo de raizes (VALDEBENITO-SANHUEZA, 1991). Vérios estudos foram
conduzidos com este antagonico desde entdo, sendo atualmente o mais utilizado no Brasil e
outros paises da América Latina (BETTIOL & MORANDI, 2009).

Em abril de 2008 foram identificadas 13 empresas produtoras de Trichoderma no
Brasil em formulagdes de gréos colonizados, p6 molhével, suspensdo concentrada, granulos
dispersiveis, 6leo emulsiondvel e esporos secos. Os patdgenos alvos Pythium, Rhizoctonia,
Macrophomina, algumas espécies de Fusarium, Sclerotinia, Sclerotium, Crinipellis e Botrytis
para as culturas de feijdo, soja, algoddo, fumo, morango, tomate, alho, cebola, plantas
ornamentais e cacau. Sendo também recomendado para tratamento de sementes (BETTIOL &
MORANDI, 2009) e compostos para crescimento de plantas (SILVA-RIBEIRO, 2001;
GUIMARAES, et al., 2008).

No controle de B. cinerea trabalhos realizados mostram penetragdo de uma espécie de
Trichoderma harzianum Rifai em hifas de B. cinerea 72 horas apés o contato, sendo detectada
ap6s 10 dias atividade de quitinase (BELENGER et al. 1995). Silva-Ribeiro (2001)
demonstra o crescimento deste patégeno inibido por substancias toxicas volateis produzidas
por Trichoderma spp, ¢ Noronha e Ulhoa (2000) purificaram uma f-1,3 glucanase de
Trichoderma harzianum sendo que camada de B-glucana corresponde a camada interna da
parede celular de alguns microrganismos e pode ser hidrolisada por -1,3 glucanases Fleuri &
Sato (2005), entre outros.

Conhecidos e ativos micoparasitas de fitopatdgenos, Trichoderma spp. e C. rosea
destacam-se por apresentarem interacdes antagonistas, podendo atuarem atraves de um ou de
uma associagdo de mecanismos definidos por:

1. Antibiose: Compreende a secrecdo de metabdlitos secundarios toxicos a
fitopatogenos (MELO, 1996). Dentre estes metabolitos, estudos tem mostrado a produgdo de
antibioticos por Trichoderma sp (BELANGER et al., 1995; GRAUME- COOK & FAUL,
1999; HOWELLLI, 2006).
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2. Competicdo: E a relacdo negativa entre duas populacdes, em que ambas s&o
afetadas com relacdo ao crescimento destas, no que diz respeito a espago ou nutrientes
limitantes (MELO, 1996).

3. Micoparasitismo: Em uma relacdo de parasitismo, 0 parasita geralmente prejudica o
hospedeiro por uma questdo de requerimento nutricional deste. Dentre 0S mecanismos
antagonicos, € o que mais se destaca (SILVA-RIBEIRO, 2001). Os micoparasitas biotroficos
ocupam células vivas, enquanto os necrotréficos matam células hospedeira por ocasido do
contato e penetragdo, como é o caso dos fungos antagdnicos em questdo. O micoparasitismo
envolve a localizagédo, contato e penetracdo com consequente obtencdo de nutrientes (MELO,
1996). Apds o contato Trichoderma sp e C. rosea continuam a crescer sobre a hifa
hospedeira, geralmente enrolando-se em sua extensdo (MELO, 1996; VALDEBENITO-
SANHUEZA,1997). Imagens de microscopia eletronica de varredura (Figura 3) mostram

micoparasitismo de C. rosea (ex Gliocladium roseum) sobre B. cinerea (LI et al. 2002).

Figura 3 - Microscopia eletrénica mostrando hifas finas de C.
rosea (A) parasitando hifas de B. cinerea (B)
(VALDEBENITO-SANHUEZA, 1997 a).

A possibilidade destes fungos atuarem por agfes antagonistas em conjunto remete a
idéia de sinergismo. O termo sinergia, deriva do grego Synergia, cooperacao no trabalho ou,
efeito coordenado de vérios sistemas para realizar um trabalho, tarefa complexa ou funcéo. A
sugestdo de sinergismo entre toxinas e enzimas pode ser um evento comum, uma vez que a
co-producdo de enzimas liticas da parede celular e metabdlitos toxicos ocorram entre agentes
de biocontrole. Estas enzimas combinadas agem sinergisticamente (LORITO et al., 1993),
nao resultando em toxidez aos vertebrados e plantas, pois estes ndo contém o polimero de

destino.

2.6. UMA VISAO HOLISTICA: PATOGENOS USADOS EM BIOCONTROLE
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Estudos apontam que reconhecidos patdgenos como Penicillium spp, Fusarium spp.
(ZAZZERINI & TOSI, 1985) e Fusarium solani (Mart) Sacc. (ILLIPRONTI & MACHADO,
1993) vém sendo usados no controle de S. sclerotiorum. O fungo Fusarium oxysporum ndo
patogénico é apontado por Fravel (2008) como biocontrolador de patdgenos veiculados ao
solo com efeito supressor.

Vérios fungos produzem pigmentos fungicos que sdo ativos contra bactérias,
leveduras, fungos e protozoarios que se difundem em meio de cultura tipo Agar, podendo
variar de cor dependendo do pH (SEIFERT, 2001). Para Blanc (1998), F. oxysporum produz
um pigmento fungico do tipo quinonas que correspondem a ampla variedade de cores como o
amarelo, laranja, rosa e vermelho, de acordo com a posi¢cdo do grupo ceto, metabolitos
secundarios que ndo possuem fungdo clara no crescimento celular, porém sdo de importancia
biotecnoldgica e agricola. Duran et al., in Esposito e Azevedo (2004) constatam que 0s mais
importantes pigmentos produzidos por F. oxysporum sdo as antraquinonas capazes de
“permeabilizar a membrana plasmética de B. cinerea, aumentando a concentragdo de fosforo
no meio intracelular” (MENDONZA et al., 2005).

Outros metabolitos que sdo reportados no controle de B. cinerea sdo derivados de
fungos filamentosos (GULINO, 2000; THINES, 2004). Alguns destes compostos como as
eniatinas produzidas por Fusarium sp. podem inibir a germinagdo de conidios (POHANKA,
2004), enquanto enzimas de importancia agroecoldgica produzidas por diferentes cepas de
Trichoderma e Fusarium sp., como celulases (B -glucosidanasas, 31-4 glucanasas) lisam
paredes, micélios e conidios de patogenos (ATLAS & BARTH, 2002).

Parasita de plantas ou saprofitico em plantas em decomposicdo (BARNET &
HUNTER, 1972), F. oxysporum pode formar dentro de cada espécie uma subdivisdo ou
formae speciales que consiste em uma certa especificidade, tanto por determinadas plantas
hospedeiras, como também pelo tecido vascular destas plantas, ndo se manifestando em outras
culturas (EGGERT et al., 2010), podem ainda sobreviver saprofiticamente por longo tempo,
na matéria organica (EDDEL et al., 1997).

Como podemos ver, o detalhnamento dos ecossistemas vem mostrando claramente que
a maioria das relagdes entre 0s seres vivos sdo essencialmente cooperativas com caréter de
coexisténcia e interdependéncia simbidtica em vérios graus (CAPRA, 1982). Apesar do
conhecimento vigente sobre este carater cooperativo observado em estudos de biocontrole,
existe uma possibilidade infinita de encontrar microrganismos de interesse agronémico,
desconhecidos ou conhecidamente patogénicos com efeito antagonico, com potencialidade de

uso em biocontrole ainda sem conhecimento. A constatagdo deste fato abre um leque de
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possibilidades que ndo podem ser ignoradas incitando a novos estudos cada vez mais
descomprometidos com os paradigmas atuais e mais comprometidos com a viséo real do

mundo.
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3. HIPOTESES

1. A aplicacdo associada dos fungos antagonistas Trichoderma asperellum e de
Clonostachys rosea exerce efeitos sinergéticos que potencializam o controle de Botrytis

cinerea em mirtilo, framboesa e amora, em relagéo ao efeito isolado dos mesmos.

2. Fungos antagonistas isolados a partir de solo sob a cultura que se deseja proteger
tendem a serem mais eficientes do que isolados de outras culturas, no biocontrole de B.

cinerea.

3. Os fungos de solo associados as culturas de amora, framboesa e mirtilo sdo afetados

pelo sistema de manejo a que as culturas estdo submetidas.
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4. OBJETIVOS

GERAL

Avaliar a ocorréncia de sinergismo entre Clonostachys rosea oriundo de culturas de
morangos e Trichoderma asperellum® no controle de Botrytis cinerea em culturas de
amoreira, framboeseiro e mirtileiro na regido de Vacaria, Rio Grande do Sul; bem como o
potencial antagbnico de fungos isolados destas culturas e a possibilidade de seu uso a campo

para o controle de mofo cinzento nas culturas de origem.

ESPECIFICOS
1. Avaliar o potencial sinergético entre Trichoderma asperellum e o isolado

GFO4 de C. rosea no controle de B. cinerea a campo.

2. Isolar linhagens de fungos com coldnia de cor rosada, compativel com C.
rosea de ocorréncia natural no solo, onde se encontram estabelecidas culturas de amora,

framboesa e mirtilo.

3. Relacionar a situacdo de cultivo do solo com o indice de colonizagdo de
fungos isolados, procurando estabelecer uma condicdo 6tima para desenvolvimento de

antagbnicos naturais.

4. Avaliar o antagonismo entre B. cinerea, GFO4 de C. rosea e os fungos isolados

de solo.

5. Caracterizar morfoldgica e geneticamente os isolados com melhor resposta

antagonica a B. cinerea a campo, em culturas de amora, framboesa e mirtilo.
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5. CAPITULO I

AVALIACAO DE SINERGISMO ENTRE OS FUNGOS Trichoderma asperellum E A
ESTIRPE GFO4 DE Clonostachys rosea CONTRA Botrytis cinerea, EM FRAMBOESA,
AMORA E MIRTILO

RESUMO

Os frutos de pequeno porte sdo comumente atacados por podriddes em todo o mundo. Entre
elas encontra-se 0 mofo cinzento causado pelo fungo necrotrofico Botrytis cinerea. Tentando
minimizar prejuizos sem alterar o sabor natural dos frutos, bem como reduzir a acumulagéo de
residuos quimicos no ambiente, estudos de biocontrole vém sendo conduzidos com
microrganismos antagdnicos. Dentre estes se encontram o0s fungos Trichoderma SP. e
Clonostachys rosea que tem se mostrado eficientes no controle deste patogeno em varias
culturas, porém ainda ndo foram relatados estudos de sinergismo resultante de co-inoculagéo
entre estes antagonicos. Este trabalho objetivou a avaliagdo de biocontrole sobre B. cinerea
exercido por Trichoderma sp. e C. rosea e o possivel sinergismo entre eles na agéo antagbnica
a este fungo co-inoculados em frutiferas de amora (Rubus fruticosus), framboesa (Rubus
ideaus) e mirtilo (Vaccinium spp.) sendo conduzido em parcelas de cinco plantas para cada
tratamento e cultura de pomares comerciais instalados em Vacaria, Rio Grande do Sul, Brasil.
Este controle foi testado inoculando por asperso 10° conidios/mL de C. rosea, isolado GFO4
de morangueiros (EMBRAPA Uva e Vinho); além de 10° conidios/mL  Trichoderma
asperellum, sozinhos e co-inoculados, duas vezes por semana durante a floragdo das plantas.
A avaliagdo considerou trés plantas centrais de cada cultura e tratamento, das quais foram
colhidos sete frutos por datas de colheita (sete) e avaliados no quarto dia de prateleira quanto
ao aparecimento de sintomas de B. cinerea. Os resultados foram submetidos & anlise
estatistica e as comparagdes de médias por meio do teste DMS de Fisher, considerando o
nivel minimo de significAncia de 5% (P < 0,05). A co-inoculagéo dos fungos T. asperellum e
C. rosea apresentou 0 melho controle do mofo cinzento nos frutos.

Palavras- chave: T. asperellum. Clonostachys rosea. Biocontrole. sinergismo.
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EVALUATION OF SYNERGISM BETWEEN THE FUNGUS Trichoderma asperellum
AND STRAIN OF GFO4 Clonostachys rosea AGAINST Botrytis cinerea IN
RASPBERRY, BLACKBERRY AND BLUEBERRY

ABSTRACT

The small fruits are commonly attacked by rot around the world. Among them is the gray
mold caused by the fungus Botrytis cinerea necrotréfic. Trying to minimize losses without
changing the natural flavor of the fruit and reduce the accumulation of waste chemicals in the
environment, biocontrol studies have been conducted with antagonistic microorganisms.
Among these are the fungi Trichoderma sp and Clonostachys rosea that has proven effective
in controlling this pathogen in many fruit crops, but have not been reported studies of
synergism resulting from co-inoculation between these antagonistic. This study aimed to
evaluate the biocontrol exercised of B. cinerea by Trichoderma sp and C. rosea and the
possible synergism between them in the antagonistic action of this fungus co-inoculated in
blackberry (Rubus fruticosus), raspberry (Rubus ideaus) and blueberry (Vaccinium spp) was
conducted on plots of five plants for each treatment in a culture of commercial orchards
installed in Vacaria, Rio Grande do Sul, Brazil. This control was tested by spray inoculating
10° conidia / mL of C. rosea isolated GFO4 of strawberry (EMBRAPA- CNPUV), in
addition to 10° conidia / mL Trichoderma asperellum ® | alone and co-inoculated twice a
week during the flowering plants. The evaluation has three central plants of each crop and
treatment, seven of which were collected by fruit harvest dates (seven) and evaluated on the
fourth day shelf for the emergence of symptoms of B. cinerea. The results were subjected to
analysis of variance and comparisons of mean by DMS Fisher, test (P < 0,05). The co-
inoculation of the fungus T. asperellum and C. rosea had the best control of gray mold on

fruits.

Keywords: Trichoderma asperellum . Clonostachys rosea. Biocontrol.
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1. INTRODUCAO

O uso do controle bioldgico surgiu nas ultimas décadas como uma alternativa vidvel
para reduzir a quantidade de produtos quimicos, podendo ser aplicados de forma isolada ou
dentro de um programa de manejo integrado de doengas. Estes métodos alternativos de
biocontrole vém sendo usados em vérias culturas por meio da adicdo de microrganismos
antagdnicos como 0s micoparasitas necrotroficos Clonostachys rosea e Trichoderma ssp., que
tém sido considerados eficazes, principalmente no controle de fitopatbgenos com estruturas
de resisténcia dificeis de serem atacadas (MELO, 1996).

O fungo C. rosea tem sido citado com antagdnico ao patdgeno Botrytis cinerea em
vérios sistemas de manejo e culturas de alface em hidroponia (PUNJA & YUP, 2003); flores
como rosas (MORANDI et al.,2003) e facsia (SILVERA- PEREZ, 2006), em estufas;
frutiferas como framboeseiro e amoreira a campo (ZAMBONI-PINOTTI et al., 2005); bem
como em produgdo de mudas como fucsia (SILVERA-PEREZ, et al. 2010). O fungo
Trichoderma ssp. em formulacdo comercial é relatado em estudos de biocontrole a B. cinerea
principalmente em morangos (RICARD & RICARD, 1997).

A inibicdo de patdgenos por antagbnicos se da principalmente por competicéo,
micoparasitismo ou e antibiose, podendo ocorrer simultaneamente (PAPAVIZAS, 1985;
VERO & MONDINO, 2002). O fungo C. rosea é conhecido como um micoparasita de hifas,
esporos, esclerodios e corpos frutiferos de diferentes fungos, entre os quais se encontra o B.
cinerea (LI et al., 2002). A capacidade deste fungo de crescer endofiticamente em tecidos
imaturos permite competir com o patdgeno pelos tecidos senescentes e esporular em folhas
mortas. A antibiose, que é a producdo de substdncias ndo toxicas por parte de um
microrganismo com efeito a curtas distancias, estd presente em C. rosea e segundo Howell,
(1998) é responsavel pela agdo sinergistica em conjunto com outros mecanismos como
competicao e micoparasitismo.

O fungo Trichoderma sp. é amplamente descrito como capaz de associar-se a planta
podendo mediar relagdes de sinergismo, bem como estabelecer comunidades muito
complexas dentro de cada sistema radicular, podendo ser emergentes destas interagdes entre

fungos, além de exercerem micoparasitismo e competicdo por nutrientes em patdgenos
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(BARTINICK & GARCIA, 1968). A complexidade e o sinergismo com que se apresentam as
acOes de biocontrole de Trichoderma ssp. s@o as causas mais provaveis de sua eficiéncia no
controle de B. cinerea (COOK, 1993). O micoparasitismo de Trichoderma ssp. € citado
Howell (2006). Os mecanismos de agdo entre enzimas e antibiotico apolares produzidos por
ele apesar de demonstrarem sinergismo, considera-se que 0 modo de acdo das pironas néo esta
bem elucidado (HOWEL, 1998).

No entanto a aplicagdo exclusiva deste antagonico resulta em controle parcial de B.
cinerea, se a doenca ocorrer em alta incidéncia o que poderia ser evitado, segundo GULLINO
et al. (1985), com a mistura de vérias linhagens do antagonista para evitar a falha de um Unico
isolado e/ou explorar possivel sinergismo entre diferentes isolados.

A co-producdo de enzimas liticas da parede celular e metabdlitos téxicos ocorrem
entre agentes de biocontrole. Estas enzimas combinadas agem sinergisticamente (LORITO, et
al., 1993). No biocontrole de B. cinerea, diferentes classes de enzimas de degradacdo celular
sdo produzidas. Para Bartnicki & Garcia (1968) a maioria dos fungos patogénicos contém
quitina e 1,3-P glucanos em suas paredes celulares e a dissolugdo ou perturbagdo destes
polimeros estruturais tém efeitos negativos sobre o crescimento e diferenciagdo destes fungos.
Espécies de Trichoderma e Clonostachys produzem enzimas quitinase e endoquitinases de
degradacdo celular que podem reagir sinergisticamente com propriedades antifungicas e séo
capazes de controlar eficazmente fungos fitopatogénicos como B. cinerea inibindo a
germinagdo de esporos in vitro (LORITO et al., 1993) e/ou degradam a quitina, glucano e
celulose que séo responsaveis pelas paredes celulares do patdgeno (MAMARABADI et al.,
2004).

Pesquisas sobre a interacdo entre microrganismos do solo quando co-inoculados ja
demonstraram efeitos positivos no crescimento da planta, como FMA e bactérias promotoras
de crescimento vegetal (BPCP), por Lovato et al (1996). Outras pesquisas como a realizada
por Muthukumar et al. (2001), mostram que a co-inoculagdo simultanea com FMA e
Azospirillum brasilense em mudas de Azadirachtaindica A. .juss, apresentam efeito sinérgico
no crescimento, enquanto, atualmente Oliveira et al. (2011), aponta a co-inoculagédo e
consequente colonizacdo de fungos micorrizicos e bacterias do género Rhizobium, em
condig@es controladas, como responséavel pelo melhor desenvolvimento radicular de mudas de
Acaccia mangium, tendo aumentado a sobrevivéncia destas quando transferidas para o campo.
As probabilidades de crescimento em associagdes entre microrganismos podem apontar para

outros tipos de sinergismo, como o biocontrole.
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No entanto, a ocorréncia de mutacGes espontaneas nas estirpes das colegdes de
culturas de rizobios e bradirrizobios é um fator que tem comprometido o processo simbidtico,
uma vez que esta variabilidade representa um problema potencial para a manutengdo e
indicagdo de estirpes na fabricagéo de inoculantes (BANGEL, 2000) com possibilidade desta
variabilidade ocorrer com todos os candidatos antagonicos. Em geral, ao serem comparados
as estirpes parentais, os variantes apresentam alteracdo de importantes caracteristicas
simbidticas, que envolve desde a perda de infectividade (KUYKENDALL & ELKAN, 1976)
a alteracbes na eficiéncia e potencial de competicdo por sitios nodulares (MULLEN &
WOLLUM 11, 1989).

Contudo, tem sido observada a ocorréncia de variantes com alta eficiéncia simbi6tica e
poder competitivo (PERES et al., 1984; SATO, 1995). Desta forma, acredita-se que estirpes
do mesmo sorogrupo de reacdo ou variantes genéticos da mesma estirpe poderiam estar
fazendo parte de um mesmo material biolégico (MEYER & PUEPPKE, 1980; KORUSNY-
ANDREANI, 1997).

Alguns estudos apontam efeitos positivos na nodulacdo pela co-inoculacdo de rizébio
com outras especies de bactérias. Ao mesmo tempo em que apontam falta de informacbes
mais precisas da tecnologia de co-inoculagdo como, por exemplo, de Bradyrhizobium e
Azospirillum (BANGEL, 2000).

Acredita-se que a maior dificuldade oriunda dos problemas de co-inoculagédo pode
estar relacionada a pouca informagéo. Em relagéo a Trichoderma e C. rosea ndo se encontram
ainda, estudos quanto ao efeito de sinergismo pela co-inoculagdo dos dois antagdnicos no
controle de micoparasitas como B. cinerea em culturas de amora, framboesa e mirtilo. Isto
suscita “acdes de pesquisa sobre o entendimento de interacdes entre agentes de biocontrole,
plantas e ambiente” (BETTIOL & MORANDI, 2009). A co-inoculagdo entre estes dois
antagdnicos apresenta efeito de sinergismo no controle deste patdgeno nas culturas de amora,
framboesa e mirtilo pela co-inoculagdo dos fungos Trichoderma asperellum e C.rosea

(GFO4) sendo esta afirmacéo testada neste trabalho.
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2. MATERIAL E METODOS

Utilizou-se o isolados GFO4 de C. rosea pertencentes a cole¢do da Embrapa Uva e
Vinho que foram obtidos de morangos na serra galicha em trabalho feito por Dall’Onder et al.
(2001) reproduzidos em grdos de trigo, conforme metodologia adaptada de Valdebenito-
Sanhueza & Dall’Onder (2007), mantidos em frascos sob refrigeracdo de 4°C até 0 momento
do preparo do inéculo, quando foram abertos assepticamente, e a partir da lavagem de 2g de
grdos com posterior filtragem em algodéo estéril, foram produzidos 4 L de suspenséo aquosa
na concentragdo de 10° conidios/mL conferida em camara de Neubauer em 4gua destilada.

Para o preparo do indculos de Trichoderma, foi usado T. asperellum de (Novozymes
BioAg®) na concentragio de 10° conidios/mL, obtida com 2mL da formulagdo em 2L de 4gua
destilada e estéril, conforme informag6es do rétulo do produto.

Além dos isolados em separado foram aplicados T. asperellum® e GFO4 co-
inoculados, acrescidos de espalhante adesivo (Age Bem), sendo que a testemunha recebeu

somente &gua destilada como tratamento.

2.1. INSTALACAO DO EXPERIMENTO A CAMPO

Foram escolhidas ao acaso 35 plantas de amoreira do cultivar Tupi com 11 anos de
producéo, 35 plantas de mirtileiro do cultivar Raibash Duck com oito anos de producéo e 35
plantas de Framboeseiro do cultivar Heritage com seis anos de produgdo, mantendo
espacamento de 3,00m X 0,30cm entre plantas para cada cultivo. Para cada tratamento com os
candidatos antagonicos e para a testemunha foram escolhidas ao acaso quatro plantas de cada
cultura.

Estas culturas estdo estabelecidas em um pomar sob Latossolo Bruno Distroférrico
tipico da regido dos Campos de Cima da Serra da cidade de Vacaria, RS, Brasil situado a uma
distancia de 7 km do ponto zero da cidade em diregdo a cidade de Lagoa Vermelha, a uma
altitude de 957m. Este pomar que detém selo de produgdo orgénica e de qualidade de

exportacao estava sendo tratado com cama de aviario e com calda sulfocélcica e cobre, sendo
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que a aplicacdo destes cessou bem antes da floracdo e inicio dos tratamentos com o0s

antagonicos utilizados neste trabalho.

2.2. APLICACAO E AVALIACAO DOS ISOLADOS A CAMPO

As aplicacdes foram realizadas com aplicador do tipo spray na parte aérea das plantas
de cada parcela e cultura duas vezes por semana, sempre no final da tarde, a partir da pré
floracdo até a colheita dos frutos.

Foram realizadas sete avaliagbes de frutos, colhidos duas vezes por semana. No
momento da colheita foram consideradas trés plantas centrais de cada cultura para cada
tratamento, deixando uma planta entre os tratamentos como anteparo para evitar deriva. De
cada planta considerada foram colhidos sete frutos colocados em bandejas separadas por
cultura, tratamento e repeticdo sendo cobertas com saco pléstico e deixadas em condicdes de
prateleira & temperatura ambiente por quatro dias. Apos este tempo cada fruto foi observado
sob microscopio esteroscopio para a identificacdo de sinais de podriddo cinzenta que
apresenta aspecto encharcado, deprimido, com mofo cinza sobre a superficie.

Os resultados foram submetidos a andlises estatisticas conforme o delineamento
experimental do esquema de amostragem utilizado consistindo de 35 plantas alinhadas por
cultura, demarcadas com tratamentos pré-determinados, adotando-se um modelo linear de
analise de variancia. As comparag@es entre os valores médios, de cada uma das varidveis nos
diferentes tratamentos, espécies e semanas foram efetuadas por meio do teste DMS de Fisher.
Para atenderem-se as pressuposicOes tedricas dos testes, para a varidvel numero de frutos
infectados foi adotada a transformagdo raiz quadrada conforme sugeridas pela analise
descritiva dos dados. Para todos os testes efetuados foi considerado o nivel minimo de

significancia de 5%.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os fungos C. rosea e T. asperellum quando aplicados isoladamente, apresentaram
controle a B. cinerea, e a menor incidéncia da doenca nas trés culturas ocorreu nos
tratamentos com estes fungos em co-inoculacéo (Tabela 1).

Espécies de Trichoderma e Clonostachys produzem enzimas quitinase e
endoquitinases de degradacgdo celular que possivelmente ndo resultaram em toxidez as plantas
dos pequenos frutos utilizados neste trabalho, concordando com Lorito et al. (1993) que
afirma que plantas em geral ndo apresentam o polimero de destino destas enzimas.

Para Gullino et al. (1983) a aplicagdo exclusiva de Trichoderma resulta em um
controle parcial de B. cinerea se a doenga ocorrer em alta incidéncia o que poderia ser evitado
com a mistura de varias linhagens do antagonista para evitar a falha de um unico isolado e/ou
“explorar possivel sinergismo entre diferentes isolados” (BETTIOL, 1991) acentuando o

controle da doenca.

Tabela 1 - NUmero de frutos de amoreira, framboeseiro e mirtileiro com sintomas de B.
cinerea em relagdo ao numero total de frutos colhidos apds tratamentos
realizados com Clonostachys rosea (isolado GFO4) e Trichoderma asperellum.

Tratamentos Culturas
Amoreira Mirtileiro Framboeseiro
"TGFO4 T T T U 05B 038B 029B
GFO4+Tricho 0,09C 0,19BC 0,04C
Tricho 0,61B 0,47B 0,37B
Testemunha 1,90A 1,33A 2,76A

IMédias de trés repeticOes entre a média de todos os frutos de amoreira, framboeseiro e
mirtileiro, colhidos durante sete semanas de analise.
Dados que ndo seguem da mesma letra na coluna diferem entre si pelo teste de DMS de
Fisher a 5 % de probabilidade de erro. CV = 17,44%
As enzimas produzidas pelos dois isolados em co-inoculagdo podem ter reagido
sinergisticamente inibindo a germinacdo de esporos de B. cinerea & campo como diferindo

das afirmacgOes de Lorito et al., (1993), que observaram esta inibi¢do in vitro, bem como
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induzindo ao rompimento das paredes celulares do patdgeno, vindo de encontro as afirmacdes
de Mamarabadi et al., (2004).
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4. CONCLUSOES

Nas condigdes em que este experimento foi conduzido é possivel afirmar que:

-A co-inoculagdo de T. asperellum com C. rosea em condigdes de campo para as trés
culturas sob manejo de producéo orgénica em estudo, controlou o mofo cinzento demostrando
efeito sinergético pelo controle superior ao exercido por inoculagdes dos antagdnicos

isolados.

-A co-inoculagdo de fungos pode ter efeitos positivos em controle bioldgico, na

agricultura o que incita novos estudos.
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6. CAPITULO II

ISOLAMENTO DE FUNGOS DE SOLO ASSOCIADOS AS CULTURAS DE
AMORA, FRAMBOESA E MIRTILO NO SUL DO BRASIL.

RESUMO

Os fungos de solo constituem inimeras espécies, que sofrem alteracbes por diversos fatores.
Dentre estes, € possivel destacar o manejo e caracteristicas quimicas do solo utilizado no
estabelecimento de diferentes culturas. Este trabalho objetivou o isolamento de fungos mais
frequentes no solo associados a culturas de amora (Rubus sp.), framboesa (Rubus idaeaus) e
mirtilo (Vaccinium spp.) em manejo integrado e convencional, em Latossolo Bruno, na regiéo
de Vacaria, situada no nordeste do Rio Grande do Sul, Brasil. As amostras de solo foram
coletadas sempre pela manhd, em quatro pontos da regido, em quatro datas entre junho de
2008 e marco de 2009. As amostras coletadas foram diluidas até 1073, colocadas em placas de
Petri de 9 cm de didmetro contendo meio BDA acrescido de antibidtico e submetidas a
incubagdo a 25°C com fotoperiodo de 12 horas por 7 dias. A maior incidéncia de fungos
isolados pertence aos géneros Penicillium sp e Aspergillus sp., do antagdnico Trichoderma sp.
e de fungos com coloragdo de colbnia rosadas, indicativo da presenga de antraquinonas que
impermeabilizam e lesam células de B. cinerea. As coldnias isoladas, foram comparadas
quantitativamente quanto ao tipo de manejo a que estavam submetidas as plantas de origem.
Os fungos candidatos a antagonicos e Trichoderma sp. foram isolados somente nos quatro
solos, em cada uma das trés culturas conduzidas com manejo integrado. Penicillium sp. e
Aspergillus sp. apareceram mais frequentemente em solos de todas as culturas, independendo
do manejo utilizado.

Palavras-chave: Fungos de solo. Isolamento. pequenos frutos.
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ABSTRACT

ISOLATION OF SOIL FUNGI ASSOCIATED TO THE CULTURES OF
BLACKBERRY, RASPBERRY AND BLUEBERRY IN SOUTHERN BRAZIL
HIGHLAND

The soil fungi are numerous species that are altered by several factors. Among these we can
point out the management and chemical characteristics of soil used in the establishment of
different cultures. This work aimed the isolation of fungi in the soil frequently associated
blackberry (Rubus sp), raspberry (Rubus idaeaus) and blueberry (Vaccinium spp) in
conventional and integrated management in Brown Latosols, in Vacaria, located in the
northeast Rio Grande do Sul, Brazil. Soil samples were always collected in the morning at
four points in four regions between June 2008 and March 2009. The samples were diluted to
10-3, placed in Petri dishes of 9 cm in diameter containing PDA medium plus antibiotics and
subjected to incubation at 25 ° C with a photoperiod of 12 hours for 7 days. The highest
incidence of fungi isolated belong to the genera Aspergillus and Penicillium sp, the
antagonistic fungus Trichoderma sp.e colored pink colony, indicating the presence of
anthraquinones waterproof and damage to cells of B. cinerea. The isolated colonies were
compared quantitatively on the type of management that were submitted to the source
material. The candidates antagonistic fungi and Trichoderma sp. were isolated only in the four
soils in each of the three cultures conducted with integrated management. Penicillium sp and
Aspergillus sp appeared more frequently in soils of all cultures, regardless of management
used.

Keyword: Soil fungi. Isolated. smail fruit.
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1. INTRODUCAO

O Brasil é o segundo maior produtor mundial de frutas, entretanto com uma pequena
participacdo no mercado internacional, cuja exportagdo vem aumentando aos poucos nos
altimos anos com cadeias produtivas investindo em tecnologias buscando principalmente
qualidade (REETZ, et al., 2007). Os pequenos frutos conhecidos como berryes, estdo entre 0s
sistemas de produgdo com franca ascendéncias nas regides de maior altitude e clima frio do
Brasil.

A amora (Rubus fruticosus) e a framboesa (Rubus idaeus) séo frutos agregados ou
mini drupas vermelhas (ANTUNES et al., 2002), de plantas angiospermas dicotiledéneas,
ordem das Rosales, familia Rosacea e género Rubus, com reproducéo vegetativa ou sexuada.
A amora preta ou Tupi difundida em vérias regides do mundo que teve impulso no Brasil na
década de 1970 destaca-se no momento atual, ndo sé pelo sabor como também por seu poder
terapéutico, rica em vitamina E, C, e substancias antioxidantes (SALGADO, 2003).

A framboesa origindria do hemisfério Norte que foi introduzida inicialmente em
Campos do Jorddo, SP, além de ser apreciada por seu sabor e perfume caracteristico, é
considerada antioxidante (SALGADO, 2003) e seus frutos vermelhos vém sendo
considerados de grande importancia para estudos, como agentes produtores de substancias
quimio preventivas contra o cancer (WARGOVICH, 2006).

O mirtilo (Vaccinium spp.) cujo fruto € uma baga de sabor agridoce, com cor que varia
do azul claro ao azul escuro, é uma planta do tipo arbustiva, que pode alcancar desde alguns
centimetros de altura a espécies de até 4m. Pertencente a familia Euricaceae (PAGOT, 2006),
reproduz-se por propagacéo de clones. Embora ainda pouco conhecida no Brasil, vem sendo
uma boa alternativa para alguns pequenos produtores de algumas regides sul e sudeste, por ser
uma fruta muito apreciada ndo so pelo sabor exé6tico como também pelos poderes medicinais
e alto valor econdmico (ANTUNES, 2002), além de ampliar espago para exportagao.

A amora preta e a framboesa desenvolvem-se em quase todo tipo de solo, mas os solos
ligeiramente &cidos com pH em torno de 55 a 6,0 sdo os melhores, enquanto que a
temperatura mais fria é a preferida. J4 o mirtilo oriundo do sul dos Estados Unidos requer um

solo um pouco mais &cido com pH entre 5,0 e 5,5, poroso, normalmente com aplicagdo de
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casca de pinus ou serragem em decomposi¢do e uma necessidade baixa de frio, em torno de
600 hs anuais. O estabelecimento das mudas nos solos manejados para seu melhor
desenvolvimento deve seguir fileiras simples, o que propicia facilidade em manejo posterior
ao plantio e controle de doencas (PAGOT, 2006).

Na regido sul do pais os pequenos frutos encontraram situagdes favoraveis ao seu
desenvolvimento, estando as areas de maior cultivo concentradas nas regides de Vacaria,
Feliz e Pelotas (ANTUNES et al., 2002). Segundo a EMATER/RS-ASCAR (2010), somente
nos Campos de Cima da Serra, que compreendem os municipios de Vacaria, Campestre da
Serra e Ipé, cujo solo e temperatura se ajustam bem as necessidades destes frutos o total de
producdo de amora preta passou de 380 toneladas em 2005 para 1972 toneladas em 2009; a
framboesa de 45 a 81 toneladas e o mirtilo de 32 a 62 toneladas, respectivamente.

Estas culturas sdo atacadas por diversas doengas causadas por varios microrganismos
patogénicos cuja incidéncia pode ser reduzida pelo manejo adequado estimulando a
diversidade da microbiota associada, utilizando-a como instrumentos de biocontrole. Porém, a
manutencdo e o uso da biodiversidade com finalidades econdmicas e sociais ainda é um
desafio a enfrentar (MELO, 1996), embora o uso de microrganismos como agentes de
controle biolégico, com o objetivo de minimizar danos e prejuizos a cultivos agricolas ja
venha sendo estudados ao longo do tempo (TRONSNO, 1991; ANDREWS, 1992; SUTON &
YU, 1997; FORTES, 2007).

Muitos microrganismos se encontram concentrados no solo rizosférico devido ao
aumento de disponibilidade de substrato (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006). A exportacéo de
nutrientes nas colheitas (NEVES & RUMJANECK in MELO & AZEVEDO, 1998) aliados a
fatores quimicos de manejo pode alterar o equilibrio dindmico destes microrganismos, sendo a
perda da microbiota extremamente danosa, o0 que leva a desequilibrios biol6gicos que podem
determinar a extin¢éo de algumas espécies de plantas e animais (MELO & AZEVEDO 1998).
Vérios microrganismos de solo apresentam reacfes de antagonismo a patdgenos mantendo em
equilibrio estas populagdes.

O solo visto como um componente critico na biosfera terrestre funciona ndo s como
sistema de producdo agricola, mas também na manutencgdo da qualidade ambiental com efeito
local e regional, podendo ser caracterizado como um corpo natural organizado, vivo e
dindmico que desempenha inumeras funcdes no ecossistema terrestre (REETZ, 2007). O
manejo do solo é, portanto sindnimo relacionado a sua fertilidade e extremamente importante
quando se trata de microrganismos relacionados a diferentes culturas que se encontram neste.

Esta enorme diversidade microbiana interligada entre si sofre em condi¢Oes adversas que



51

podem ocasionar a sele¢do dos mais resistentes, determinando perdas de espécies importantes
ao desenvolvimento destas culturas. Dentre os microrganismos de solo, a biomassa flngica é
predominante (KURAKOV et al., 2008) e nela se encontram vérias especies com potencial
antagdnico e de promogdo de crescimento, entre outros.

Fungos filamentosos do género Penicillium sp., produzem micotoxinas do tipo
patulia, ocratoxina, citrinina, penitrina e &cido ciclopiazdico A; enquanto Fungos
filementosos do género Aspergillus, produzem micotoxinas do tipo aflatoxina B1, G1, M1,
ocratoxina a, easterigmatocistina e acido clicopiazoico (STEYN, 1995). Estas substancias s&o
consumidas de forma involuntaria, tendo efeitos toxicos para consumo em produtos agro-
alimentares sendo ainda carcinogénicos, mutagénicos, teratogénicos, citotdxicos,
neurotoxicos, nefrotdxicos e imunodepressores (ROBISON et al., 2000). O crescimento
destes fungos micogénicos e a producdo de micotoxinas dependem das complexas relagdes
existentes entre fungo, substrato e ambiente. Por outro lado, estes mesmos fungos quando
presentes em solos corretamente manejados, sem excessos quimicos, tém efeito positivo no
desenvolvimento de culturas, como o fungo Penicilium sp estudado como promotor de
crescimento (KOIKE et al., 2001) e Fusarium sp usado como inibidor de germinagdo de
conidios de B. cinerea (GULLINO, 2000; POHANKA, 2004). Além disto, os fungos destes
géneros apresentam capacidade de adsorcdo relativa de metais pesados em &gua e solos
(MOREIRA & SIQUEIRA, 2006) e séo capazes de solubilizar fosfatos (RAO et al., 1983).
Em relagdo aos nutrientes para as plantas, fungos do género Aspergillus estdo envolvidos na
mineralizagdo de pequena quantidade de N- organico na forma de proteinas, peptidios, amidas
e amidinas.

Espécies de Trichoderma sdo consideradas eficientes antagonistas contra uma série de
fungos fitopatogénicos do solo (WELLS, 1988; MARTINS-CORDER & MELO, 1998 ;
LISBOA et al., 2007) usados na promogéo de enraizamento (FORTES et al., 2007), atuando
tanto pela producdo de compostos metabdlitos, como antibiticos e enzimas extracelulares.
Produzem compostos volateis e ndo volateis capazes de inibir o crescimento de uma série de
fungos (DENNIS & WEBESTER, 1971 a, 1971 b) por competi¢do por nutrientes, espago e
oxigénio (CHET, 1987). Considerado promotor de crescimento de plantas (BARNET &
HUNTER,1972) contribui na oxidagdo do enxofre (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006) sendo
ainda usado em tratamento de sementes (CELAR & VALIC, 2005).

Habitante natural do solo, o fungo Clonostachys rosea pode viver saprofiticamente ou

parasitando outros fungos como B. cinerea (MORANDI et al., 2003), competindo por
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nutrientes (NOBRE et al., 2005; ZAMBONI-PINOTTI, et al., 2005), sem causar sintomas de
moléstia (SUTON, 1994).

Microrganismos usados em biocontrole estdo sujeitos a diversos fatores abiéticos que
derivam de aspectos fisicos, quimicos ou fisiologicos do meio ambiente e que podem
influenciar sua atuagéo no ecossistema. Dentre estes fatores podemos citar temperatura, luz,
gases, pH, aeracdo, umidade e solo. A esporulacéo destes fungos é geralmente estimulada pela
luz. A exigéncia de CO, é satisfeita sem maiores dificuldades, mas a luz sé é disponivel na
superficie do solo.

Este fato restringe o crescimento de microrganismos fotoliticos verticalmente até os
primeiros 15mm de profundidade do solo. Segundo Inglis et al. (1999) (citados por ONOFRE
et al., 2001) a luz visivel possui efeito estimulante na reprodugdo dos fungos, ndo somente
desencadeando a maturagdo dos primoérdios reprodutivos, mas também aumentando o nimero
das estruturas em valores absolutos, entretanto, este fator torna-se importante na fase final do
processo. Tsai et al. (1992) afirmam que os efeitos exercidos sobre microrganismos podem
sofrer variagBes de acordo com espécies dentre outros fatores, podendo alguns fungos iniciar
0 processo de esporulagdo na auséncia de luz e outros na presenca desta.

Este trabalho visou o isolamento e caracterizagdo morfoldgica de fungos presentes em
um Latossolo Bruno Distréfico, na regido superficial da rizosfera, com cultivo de amora,
framboesa e mirtilo, relacionando a frequéncia fungica as condicbes quimicas e ao manejo do

solo.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. CARACTERIZACAO DA REGIAO DE AMOSTRAGEM

O solo dominante na regido de Vacaria é classificado como Latossolo Bruno
Distroférrico tipico, sendo um solo bem intemperizado e &cido, exceto em poucos locais,
como préximo as calhas dos rios (ALMEIDA, 2006), onde podem ser mais rasos. O clima da
regido é do tipo Cfb, segundo a classificacdo de Kdppen, (C=mesotérmico umido, f: chuvas
bem distribuidas; b: temperatura do més mais quente com média inferior a 22°C). A
precipitacdo pluviométrica é acima de 1.538 mm, bem distribuida nos meses do ano, verdo
ameno com temperatura média para janeiro e fevereiro de 20°C e para 0s meses mais frios de
junho e julho média inferior a 10°C (EMATER/RS- ASCAR, 2010). O clima tmido confere
acidez aos horizontes superficiais do solo, devido a lixiviagdo e decomposi¢do do material
organico (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006).

2.2. CARACTERIZAGAO DOS POMARES AMOSTRADOS

As coletas de solo cultivados com plantas de amoreira, framboeseiro e mirtileiro para
analise de ocorréncia fangica na regido dos Campos de Cima da Serra da cidade de Vacaria,
RS, foram realizadas em quatro pontos em torno da sede ou ponto zero, escolhidos de modo a
se obter uma boa representatividade do solo com estas culturas sob controle integrado e
convencional da regido, distribuidos da seguinte forma: Pontos A1R, F2R, distancia 18 km,
altitude de 950m; Pontos M3I, A4l ,F5l, distdncia 7 km , altitude de 957m; Pontos F6M,
ATM, distancia 19 km , altitude de 963m; Ponto M8V: distancia 10 Km, altitude de 963m,

conforme visualizado no mapa mostrado na figura 4.
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Figura 4 - Pontos de coleta de solo para isolamento de fungos mais frequentes

em solos com culturas de amora, framboesa e mirtilo.

Vacaria sede: Ponto zero

A. Pontos ALR (i), F2R (c); distancia 18 Km ; altitude de 950m.

B. Pontos M3lI (c), A4l (i), F5I (c); distancia 7 Km ; altitude de 957m.

C. Pontos F6M (i), A7M (c); distancia 19 Km ; altitude de 963m.

D. Km 48- Ponto M8V (i): distancia 10 Km; altitude de 963m.

Pomares de manejo convencional (c) Pomares de manejo integrado ou organico (i)

Os solos de cada ponto de coleta foram identificados por letras indicativas das culturas
(A=Amora; F= Framboesa; M= Mirtilo) em estudo, antecedendo nimeros de 1 a 8 que foram
seguidos de letras de acordo com o local de implantagdo de cada cultura, sendo 0s pontos
AlR, A4l e ATM cultivados com Amora Tupy; F2R, F51 e F6M cultivados com Framboesa
Heritage e os pontos M3I e M8V cultivados com mirtilo Raibash Duck.

As culturas estabelecidas nos solos A1R, A4l, F6M e M8V, sdo anualmente tratadas
com adubo orgénico oriundo de aviarios, adubo foliar do tipo fosfito, sem utilizacdo de
defensivos quimicos, definidas como pomares de cultivo integrado (i), enquanto as
estabelecidas nos solos M3, F51, F2R e A7M, sdo tratadas com agrotdxicos (ndo relacionados

pelos produtores), definidas como pomares de cultivo convencional (c).

2.3. ANALISES QUIMICAS DO SOLO

Analises quimicas das amostras de cada solo coletada foram realizadas pelo
Laboratério de Rotina de Solos da Universidade do Estado de Santa Catarina (CAV-

UDESC), seguindo metodologias propostas por Tedesco, et al. (1995).

2.4. COLETA DE SOLO PARA ANALISE DE FUNGOS
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Em cada ponto de coleta foram estabelecidos blocos compostos por fileiras, onde as
plantas foram escolhidas de forma aleatdria para cada coleta realizada a 10cm das raizes das
plantas, utilizando cilindros de metal de 6 cm de didmetro por 6 cm de altura identificados
para cada solo, sendo um por parcela, tendo o cuidado de retirar anteriormente a cobertura
orgénica, de modo a expor o solo abaixo desta. A amostragem foi realizada sempre em solo
seco, com 4 dias apds chuva, pela manhd, em quatro diferentes épocas (E) distribuidas nos
meses de junho, outubro e dezembro de 2008 e fevereiro de 2009, sendo que as temperaturas
do ar nestas datas foram de 6°C, 25°C, 26°C e 30°C, respectivamente.

As amostras obtidas foram mantidas em geladeira at¢é o momento das analises em

laboratorio devido ao fato destas serem efetuadas em dia posterior ao da coleta.

2.5. QUANTIFICACAO DE FUNGOS E ESTATISTICA

A quantificacdo de fungos das amostras de solo coletadas foi realizada através do
metodo de diluicdo seriada. Esta consistiu na diluicdo progressiva de uma solucdo de cada
amostra de solo coletada, em triplicata. Para isto foram utilizadas 9 gramas de solo suspensos
em 90 mL de solucgdo salina a 9% (9g de NaCl em 1L de H,O destilada e esterilizada). A
solucdo obtida foi agitada por 10 minutos e diluida em agua esterilizada em fator 10, dispondo
posteriormente aliquotas de 0,1 mL da diluicio de 10 em placas de Petri esterilizadas,
preparadas com o meio de cultura seletivo do tipo BDA (batata+ dextrose + agar)
autoclavado, acrescido de antibidtico do tipo Streptomicina (0,3g para 500mL de &gua
destilada e esterilizada). As placas foram levadas a estufa do tipo BOD, com fotoperiodo de
12 h, temperatura de 25°C por sete dias.

Apos a retirada das placas da estufa o crescimento fungico foi observado e as coldnias
surgidas em maior nimero, analisadas morfologicamente segundo Barnett & Hunter (1972) e
quantificadas em Unidades Formadoras de Col6nia (UFC) de acordo com Standart methods -
método 9215 (2005) utilizando microscopio estereoscopio de 40 aumentos a partir de sua
origem central possibilitando uma contagem mais fiel dentro da limitagdo imposta pela
formacéo de micélios.

Como ndo foram feitas repeticdes das coletas em ano posterior, ndo ha como analisar
estatisticamente o efeito de épocas. Dessa forma, os valores foram transformados para escala
logaritmica, para estabiliza-los — In (X + 1), tornando possivel demonstrar o comportamento

de cada grupo, em cada época e local
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A presenca de microrganismos em um determinado solo é fungdo das condigdes
ambientais intrinsecamente relacionadas. A temperatura € um dos principais fatores que
regulam a distribuicdo e permanéncia de um fungo no solo ou na parte aérea da planta. A
temperatura média dos dias de coleta neste trabalho foi de 21,6°C o que propicia o
desenvolvimento de fungos mesofilos como Clonostachys, Fusarium, Tichoderma e
Penicillium. Estes géneros apresentam espécies ocorrentes na maioria dos tipos de solo
(MACHERONI et al., in ESPOSITO & AZEVEDO 2004). Sendo as caracteristicas bioldgicas
influenciadas quando as amostragens sdo feitas em camadas superficiais do solo, onde as
condic@es climéticas e de umidade sofrem variagdes.

Segundo Inglis et al. (1999) (citados por ONOFRE et al., 2001) a luz visivel nas
camadas superficiais possui um efeito estimulante na reproducédo dos fungos, onde ocorre
maior atividade microbiana devido ao constante depdsito de material organico sobre o solo
(MOREIRA & SIQUEIRA, 2006), o que favorece C. rosea (VICINE, 2004). Esta premissa
foi respeitada neste trabalho, sendo a coleta feita na camada superficial do solo.

Mesmo sob acidez existente na regido, a biomassa microbiana se encontra adaptada,
sendo inibida apenas com pH 2,0 e 3,0 considerado muito baixo, o que pode ser determinado
por alto teor de aluminio. Os solos ALR e F2R apresentaram pH acima da necessidade das
plantas por terem sido calcareados anteriormente a implantagdo dos pomares sem controle
agrondmico. Os demais solos apresentam pH de acordo com as necessidades das culturas
implantadas (tabela 2). Nos solos analisados, neste trabalho, o pH ficou em torno de 4,8 a 7,0.
Esta ampla faixa possibilita tanto fungos acidofilos como espécies de Trichoderma spp
(PAPAVIZAS, 1985) como os fungos que se desenvolvem melhor em solos com pH
proximos a neutralidade ou levemente alcalinos como C. rosea, ambos encontrados nas

amostras de solo deste trabalho.
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Tabela 2 - Caracterizagcdo quimica dos solos em estudo com culturas estabelecidas de amora, framboesa e

mirtilo.
Amostra P K Na M.O. H+Al Al Ca Mg
pH mg/ dm® % cmol, / dm?®
T 70 439 151 90 40 06 00 107 63
F2R 70 80,0 578 150 64 10 0,0 11,0 7,0
M3l 48 >80 457 320 125 154 0,6 11,6 39
A4l 6,7 >80 600 650 88 25 0,0 12,4 6,5
F5I 66 525 560 180 59 25 0,0 11,3 6,6
F6M 61 08 34 100 53 17 0,0 6,6 3,6
A7TM 48 13 97,0 50 42 25 0,4 35 2,1
M8V 52 440 181 100 39 70 0,0 6,0 35

*0 pH foi medido em H,0.

A maior incidéncia de fungos isolados, foi correspondente aos géneros Penicillium sp.
e Aspergillus sp. e do antagonico Trichoderma sp. seguido de isolados candidatos com cor de

colbnia rosa indicativo da presencga de antraquinonas (Tabela 3)

Tabela 3 - Total das quatro avaliagdes de Unidades Formadoras de Coldnia (UFC) de fungos isolados de solo
préximo a culturas de amora, framboesa e mirtilo e pH destes solos:

Unidades  de Unidades formadoras de colénia (UFC- n° de fungos /g de solo)
coleta/ pH Penicillium sp. Aspergillus Clonostachys Trichoderma Outros
sp. rosea sp.

/candidatos

AIRpH7,0 ~ ~123X10° ~ ~ T T1,9X107 T T 20105 T T T30X10°” T T 47xio” T T
F2RpH 7,0 1,52 X108 2,0 X10’ zero zero 4,5 X10’
M8V pH 5,2 9,9 X 10’ 1,0 X10’ 3,0X10° 5,0 X10° 3,2 X 10’
A4l pH 6,7 9,1 X10’ 1,1 X10’ 3,8 X107 3,8 X10’ 1,8 X10’
F6M pH 6,1 9,2 X 10’ 1,1 X10° 1,0 X 10° 1,0 X 10° 4,1 X10’
F51 pH 6,6 1,64 X10° 3,5 X10’ Z€ro Zero 5,5 X10’
A7TM pH 4,8 1,32 X108 3,0 X107 zero zero 1,5 X 10°
M31 pH 4,8 1,63 X108 2,4 X10' zero 1,0 X10* 4,0 X 10°

E sabido que logo ap6s a incubagio em condicBes adequadas, cada célula viavel dara
origem a uma col6nia de organismos. Os resultados estdo expressos em Unidades Formadoras
de Coldnia (UFC) embora sabendo que as células tendem a se agregar, formando micélio ou
pseudomicélio, tornando dificil separar as unidades, sendo que uma UFC pode se originar de
varias células (GALVAGNO & FORCHIASSIN in ESPOSITO & AZEVEDO, 2004).
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Fungos do género Aspergillus véem sendo isolados com freqliéncia em areas quentes,
cultivadas e florestas tropicais (KLINCH, 2002). Neste trabalho mostraram o mesmo
comportamento para todas as épocas de coleta evidenciando a diminui¢do de UFC somente
em relagé&o ao tipo de solo das amostras dos solos F6M, M8V e AR1 conduzidos com manejo

integrado (Tabela 4 e Gréfico 1).

Tabela 4 - Unidades Formadoras de Col6nia (UFC) de fungos isolados de solo préximo a culturas de amora,
framboesa e mirtilo em quatro datas de coleta:

Unidade de | Datas de | Fungos mais representativos avaliados (UFC) em quatro datas de coleta
coleta coleta Penicillium Aspergillus Isolados com  Trichoderma Outros
colbnia rosea
AR~ ~ " |Junho08 | 1,4X107 ~ T 20X10° ~ ~ T1,0X10° ~ ~ ~ zero  90x10°
Out 08 3,0X10° Zero 1,0X10° Zero Zero
Dez 08 5,6X10’ 8,0X10° 1,0X10° 3,0X10° 4,0X10°
Fev 09 5,0X10’ 9,0X10° 1,0X10° zero 3,4X10’
A4l Junho 08 | 2,0X10’ 2,0X10° 3,8 X10’ zero 5,0X10°
Out 08 5,0X10° 3,0X10° zero zero 9,0X10°
Dez 08 6,5X10’ 4,0X10° zero Zero 2,0X10°
Fev 09 1,0X10° 2,0X10° zero 3,8X10’ 2,0X10°
ATM Junho 08 | 1,0X10’ 4,0X10° zero zero 7,0X10°
Out 08 3,0X10° 5,0X10° zero zero 7,0X10°
Dez 08 1,03X10° 1,0X107 zero zero zero
Fev 09 1,06X10° 1,1X10° zero zero 1,0X10°
F2R Junho 08 | 2,0X10°® 1,0X107 zero Zero 2,6X107
Out 08 1,2X107 1,0X10° zero zero 8,0X10°
Dez 08 1,06X108 1,02X10’ zero zero 1,0X10°
Fev 09 1,4X107 6,0X10° zero zero 1,0X107
F6M Junho 08 | 1,0X10’ zero zero zero 2,7X10°8
Out 08 1,7X107 zero zero zero 1,0X10’
Dez 08 5,8X10’ Z€ro 1,0X10° 1,0X10° 1,0X10°
Fev 09 7,0X10° zero zero 1,0X10° 2,0X10°
F5I Junho 08 | 1,2X107 2,0X10° zero zero 3,5X107
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Tabela 4. Continua.

Unidade de | Datas de | Fungos mais representativos avaliados (UFC) em quatro datas de coleta
coleta coleta
""""""""" Out08 | Penicillium  Aspergillus  Isolados com Trichoderma  Outros
colbnia rosea
Dez 08 1,15X108 3,0X10° zero zero zero
Fev 09 2,2X107 2,0X107 zero zero 5,5X107
M8V Junho 08 | 3,0X10’ 5,0X10° Zero Zero 2,1X107
Out 08 5,0X10° zero zero zero 5,0X10°
Dez 08 6,3X10’ 1,0X10° 3,0X10° 2,0X10° 5,0X10°
Fev 09 Z€ero Z€ero Z€ero 3,8X107 Z€ero
M3l Junho 08 | 1,0X10’ 1,2X10’ zero zero 1,0X10°
Out 08 5,0X10° zero zero zero 2,0X10°
Dez 08 6,0X10’ 8,0X10° Zero Zero Zero
Fev 09 4,3X10’ 4,0X10° zero 1,0X10* 1,0X10°
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Grafico 1 - Comportamento do fungo Aspergillus sp. em cada época e local de coleta.
Epocas e temperaturas: E1: 6 °C; E2: 25 °C; E3: 26 °C; E4: 30 °C * n° de fungos /g de solo.

Na soma total de fungos coletados, o Penicilium sp. apresentou maior quantidade de
UFC em relacdo aos demais, em todas as unidades de coleta exceto em M8V. A quantidade
média deste fungo se mostrou constante nas avaliacOes das trés culturas (Tabela 4 e Gréfico
2), podendo ser explicado pela presenca de material organico nos solos amostrados. Para
Kuter (1986), fungos como o Penicillium sp. e C. rosea predominam em processos de
decomposicdo de serrapilheira, no caso, casca de pinus. Segundo Sutton et al. (1997),
Clonostachys rosea é mais encontrado colonizando raizes, estames, folhas e sementes de
plantas. Isto pode explicar a pouca incidéncia de colonias roseas candidatas a ser um tipo de
Clonostachys, nas amostras de solo coletadas e somente em culturas de manejo integrado com

maior deposicdo organica (Gréfico 2).
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Grafico 2 - Comportamento do fungo Penicillium sp. em cada época e local de coleta.
Epocas e temperaturas: E1: 6 °C; E2:25 °C; E3: 26 °C; E4: 30 °C.

Nas amostras de solo correspondente aos pomares de amora, A1R e A4l, conduzidos
por controle integrado, fungos roseas candidatos a C. rosea foram encontrados em alta
concentragdo em todas as épocas de avaliacdo. Estes dois pomares ndo apresentaram sintomas
de mofo cinzento causado pelo fungo necrotéfico B. cinerea, podendo ser explicado pela
continuidade de colonizacdo de isolados candidatos. Os solos de controle convencional, ndo
apresentaram isolados flngicos rosados em todas as datas de coleta, que podem ter sido
inibidos pelo uso de supressores microbianos utilizados pelos produtores. No cultivo de
framboesa, estes fungos foram encontrados em F6M e em mirtilo no pomar M8V, ambos

conduzidos com manejo integrado (tabela 4 e grafico 3).
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Grafico 3 - Presenca de coldnias de fungos candidatos do tipo Clonostachys em cada época e local de coleta.
Epocas e temperaturas: E1: 6 °C; E2:25 °C; E3: 26 °C; E4: 30 °C.
Segundo Maccheroni et al., in Esposito & Azevedo (2004), Trichoderma sp. é um

fungo comum. Neste trabalho aparece em todos 0os pomares de manejo integrado nas datas de

maior temperatura. Nos pomares de manejo convencional aparece somente em M31 na data
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de coleta de maior temperatura; porém, com menor incidéncia podendo ter sido inibido nos

demais solos pelo uso de supressores microbianos (tabela 4 e gréafico 4).
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Grafico 4 - Comportamento do fungo Trichoderma sp. em cada época e local de coleta.
Epocas e temperaturas: E1: 6 °C; E2:25 °C; E3: 26 °C; E4: 30 °C.

Baseado na distancia euclidiana e método de agrupamento do vizinho mais distante

das areas e epocas, foi possivel demonstrar em um dendrograma a similaridade entre as

amostras: A menor distancia entre amostras de mesmo local e época indicam uma maior

similaridade entre elas, considerando todos 0s grupos conjuntamente (grafico 5).
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Grafico 5 - Dendrograma baseado na distancia euclidiana e método de agrupamento do vizinho mais distante,

das areas e épocas.
E: Epoca Locais: M31, M8V, A7TM, A4l, A1IR, F2R, F51, F6M
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3.1. RESUMO DOS RESULTADOS

- Fungos miceliais mais frequentes isolados das amostras de solo com culturas
estabelecidas de amora, framboesa e mirtilo coletadas, foram caracterizados
morfologicamente como Penicillium sp., Aspergillus sp., Trichoderma sp. e isolados fungicos

com cor rosea de colonia indicativas da presenca de antraquinonas.

- Os fungos e Aspergillus sp. e Penicillium sp. s&o os isolados com maior frequencia,
sendo Penicillium sp. encontrado em todas as datas de coletas para todas as culturas, tanto em

manejo integrado, quanto em manejo convencional, exceto em M8V.

- As diferentes temperaturas observadas no surgimento de isolados de Trichoderma sp.
e isolados rdseos candidatos a Clonostachys em todas as culturas, ndo parece ter tido
influéncia sobre a quantidade de UFC em solos conduzidos com manejo integrado, durante o

ano em que foram realizadas as coletas.

- Do solo M8V de manejo integrado e pH 5,2 foram isolados Trichoderma e

candidatos somente nas temperaturas mais elevadas.

- O solo A1R com pH 7 conduzido com manejo integrado de amora, apresentou UFC
de isolados candidatos em todas as coletas, independente da temperatura enquanto que para o
solo A4l para a mesma cultura em manejo convencional este fungo s6 foi encontrado na
menor temperatura de coleta ndo sendo encontrado em A7M com 0 mesmo manejo, porém

com solo mais &cido.

- O solo F6M com cultura de framboesa conduzida por manejo integrado apresentou a
menor incidéncia de Trichoderma e isolados candidatos em relagdo as culturas de amora e

mirtilo.

- Os solos F51 e F2R com culturas de framboesas conduzidas por manejo
convencional, ndo apresentaram Trichoderma e isolados candidatos em nenhuma data de

avaliagdo.
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4. CONCLUSOES

Nas condi¢des de realizacdo deste experimento é possivel concluir que:

- Os antagonicos Trichoderma sp., bem como colbnias de isolados rosados candidatos a
Clonostachys, foram encontrados com maior freqiiéncia nos pomares conduzidos por manejo

integrado nas culturas de amora, framboesa e mirtilo, independente da época de coleta.
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7. CAPITULO III

AVALIACAO DE ANTAGONISMO DE FUNGOS ISOLADOS OBTIDOS EM
CULTURAS DE AMOREIRA, FRAMBOESEIRA, MIRTILEIRO CONTRA Botrytis
cinerea EM LABORATORIO, CASA DE VEGETACAO E A CAMPO.

RESUMO

Estudos de isolamento de microrganismos da regido rizosférica e da parte aérea de plantas
como o fungo antagonico Clonostachys rosea a partir de morangos tem sido conduzidos
visando 0 seu uso em biocontrole de Botrytis cinerea causador de mofo cinzento, por
competicdo, micoparasitismo e antibiose. Outros fungos como Fusarium conhecidamente
fitopatogénicos, sdo produtores de metabdlitos tipo antraquinonas, pigmentos capazes de
controlar B. cinerea. Sabendo que algumas espécies destes fungos apresentam formae
speciallis e ndo desenvolvem sintomas em plantas ndo suscetiveis ou ainda apresentam ciclo
ndo patogénico, torna possivel testar sua eficiéncia antagdnica nestas plantas. Este trabalho se
desenvolveu com o objetivo de avaliar C. rosea (GFO4) isolado de morangueiros pela
EMBRAPA- Uva e Vinho e fungos isolados de solo na regido rizosférica de amoreiras (A1,
A4, A7, AlT7), framboeseiros (F2, F5, F6) e mirtileiros (M3 e M8) que apresentaram
colbnias de cor rosada podendo ser indicativo da presenca do pigmento flngico antraquinona.
Estes isolados foram avaliados em testes de cultura pareada em laboratério e os que
demonstraram maior antagonismo nesta fase além de auséncia de sintomas em testes de
fitopatogenicidade foram aplicados em tratamento preventivo contra B. cinerea em mudas de
amoreira (Rubus fruticosus), framboeseiro (Rubus ideaus) e mirtileiro (Vaccinium spp.)
estabelecidas em casa de vegetacdo. Os isolados Al, M3, M8 e GFO4, melhores antagdnicos
dessa fase, foram levados a campo para avaliagdo. O experimento foi conduzido em parcelas
de cinco plantas para cada tratamento e cultura, em pomares comerciais do sul do Brasil.
Foram inoculados por aspersdo com 10° conidios/mL dos isolados duas vezes por semana
durante toda a floragdo. Os resultados foram submetidos a anélise estatistica adotando-se um
modelo linear de andlise de variancia por meio do teste DMS de Fisher, considerando o nivel
minimo de significancia de 5%. Todos os isolados apresentaram controle ao patégeno, porém
M3 e M8 foram os melhores.

Palavras Chave: Botrytis cinerea. Clonostachys rosea. Fusarium sp. biocontrole. pequenos
frutos.
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EVALUATION OF ANTAGONISM OF FUNGAL ISOLATES OBTAINED IN
CULTURES OF MULBERRY, RASPBERRY AND BLUEBERRY AGAINST Botrytis
cinerea IN THE LABORATORY, GREENHOUSE AND FIELD.

ABSTRACT

Studies of microorganisms isolated from rhizospheric region and shoots of plants such as
fungi antagonistic Clonostachys rosea from strawberries have been conducted to its use in
biocontrol of Botrytis cinerea causing gray mold, by competition, and antibiosis
micoparasitismo. Others fungi as known to phytopathogenic such as Fusarium, are producers
of metabolites such anthraquinones, pigments able to control B. cinerea. Knowing that some
species of fungi have speciall formae and do not develop symptoms in susceptible plants do
not have cycle or non-pathogenic, its efficiency makes it possible to test these antagonistic
plants. This work was developed with the aim of evaluating C. rosea (GFO4) isolated from
strawberry by EMBRAPA-CNPUYV and fungi isolated from rhizospheric soil in the area of
mulberry trees (Al, A4, A7, Al7), raspberry (F2, F5, F6) and mirtileiros (M3 and M8)
showed that colonies pink color may be indicative of the presence of fungal anthraquinone
pigment. These isolates were evaluated on tests of paired cultures in the laboratory and those
who showed greater antagonism at this stage and absence of symptoms in phytopathogenic
tests were applied to preventive treatment against B. cinerea on seedlings of mulberry (Rubus
fruticosus), raspberry (Rubus ideaus) and blueberry (Vaccinium spp) on greenhouse
conditions. Isolates Al, M3, M8 and GFO4, antagonistic best of this phase were taken to the
field. To evaluate the experiment was conducted on plots of five plants for each treatment and
culture in commercial orchards in southern Brazil. Were sprays inoculated with 10° conidia /
mL of isolated twice a week throughout flowering. The results were statistically analyzed by
adopting a linear model analysis of variance by means of the DMS Fisher, considering the
level of significance of 5%. All isolates showed the pathogen control, but M3 and M8 were
the best.

Keywords: Botrytis cinerea. Clonostachys rosea. Fusarium sp. biocontrol. small fruits.



66

1. INTRODUCAO

Os cultivares comerciais de pequenos frutos como a amora, framboesa e o mirtilo
oriundos da Europa, encontraram na regido sul do pais a potencialidade climética exigida por
frutos de clima temperado, e por isso estabeleceram-se adequadamente a partir da década de
1990 (HOFFMAN et al., 2005). Estas culturas servem de fonte de renda e melhoram a
qualidade de vida de pequenos produtores (POLTRONIERE, 2003). Isto contribui para a
manutenc¢do de jovens no campo, o que reduz o cinturdo de miséria de entorno das cidades.
Estes frutos, conhecidos por seus altos teores de vitaminas, sdo atacados pelo fungo
necrotrofico Botrytis cinerea, o qual ameaca a producdo e a qualidade dos mesmos.

Este fungo amplamente difundido em regiGes Umidas do planeta, afeta varias espécies
de plantas em sistema de cultivo protegido (AGRIOS, 2004) e a campo. As folhas de culturas
ainda jovens sdo infectadas e o fungo permanece em laténcia nas células da epiderme, até as
condi¢Bes ambientais se tornarem propicias ao inicio de seu desenvolvimento (BRAUM &
SUTTON, 1987). Ataca ainda na producéo de mudas e na fase de floragéo das plantas quando
“sépalas e pétalas sdo infectadas e posteriormente o fruto invadido” , ocasionando o
apodrecimento destes a campo e em poés-colheita, o que resulta em enormes perdas aos
produtores ((SUTTON et al.,1997; COLEY et al., 1980) e aumento do prec¢o ao consumidor.

Em cultivo protegido, 0 manejo de B. cinerea integra préticas que vdo desde a retirada
de tecidos doentes, controle de temperatura e umidade relativa do ambiente até o uso de
fungicidas e/ou biocontrole (SUTTON et al.,1997). A aplicacdo de fungicidas do grupo dos
benzimidazdis, dicarboxinidas tém sido a principal forma de controle do mofo cinzento em
sistema de cultivo protegido. Nestas condicOes de estufa em estufas os 6trabalhadores correm
grave risco para a sua salde pois atuam em condi¢fes de ambiente fechado de cultivo
protegido.

No cultivo convencional de frutos como o morango (Fragaria X ananassa Duch.) a
utilizagdo excessiva de produtos quimicos de agdo ndo especifica como os benzimidazdis e
dicarboxinas e inibidores da sintese do ergosterol (REDMOND et al.,1987) tem contribuido
para resultados negativos tanto na producdo como na comercializagdo. Este processo vem a

favorecer a selecdo dos isolados mais resistentes do patdgeno levando a reaplicacfes em nivel
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crescente, tendo como consequéncia destas aplicagdes na fase de floragdo, a diminui¢éo da
viabilidade do pdlen e da formagdo do fruto () além de deixar residuos toxicos nas
frutas.(KOVACH et al., 2000; DIANEZ et al., 2002; BOF, 2003).

Visando minimizar custos e impactos ambientais proporcionando frutos com auséncia
de residuos quimicos, métodos alternativos de controle vém sendo propostos, dentre os quais
se destaca o controle biolégico por fungos antagdnicos. (BHATT & VAUGHAM,1962;
BRAUM & SUTTON, 1987; REDMON et al., 1987; PENG & SUTTON, 1991

Isolamentos de microrganismos na regido rizosférica e de parte aérea de plantas tém
sido conduzidos com o intuito de serem usados em estudos de biocontrole de B. cinerea.
Fungos conhecidamente antagdnicos a este patdgeno como C. rosea isolado de morangueiro,
vém sendo utilizado em diversas culturas por vérios autores (HANNUSCH & BOLAND,
1996; VALDEBENITO-SANHUEZA et al., 1997; (HUANG et al., 2000; NOBRE et al.,
2005; SILVERA-PEREZ, 2006) vem demonstrando capacidade de impedir o
desenvolvimento de patdgenos por produzirem metabdlitos e/ou consumirem substrato.

Um fator positivo a ser considerado no que se refere & capacidade de C. rosea
colonizar as culturas a serem protegidas (PARKE, 1991), refere-se ao fato de ndo
apresentarem viruléncia nas culturas inoculadas (SUTTON, 1992; HARMAN et al., 2004). A
inoculacdo destes como agentes de controle bioldgico torna-os partes integrantes da
microbiota j& existente como componentes do ecossistema, embora seu destino no
ecossistema ndo seja ainda bem conhecido (LONGA et al., 2009). Porém a capacidade de
permanéncia destes fungos no solo por longo periodo e em boa concentragdo demonstra
caracteristica adequada a um bom antagonista no biocontrole de patégenos. No controle
bioldgico de B. cinerea, C. rosea vém se destacando por colonizar o filoplano a partir da
floragdo oportunizando a colonizagdo da base nutritiva proveniente das partes florais
senescentes, antes da chegada do patégeno (DUBOS & BULIT, 1979; BLAKEMAN &
FOKEMA, 1982). Isso diminui a esporulacdo e retarda a disseminacdo do patdgeno,
reduzindo a produgdo das estruturas de sobrevivéncia (YOHALEM et al., 2004).

No estudo do antagonismo, espécies de patdgenos como Penicillium spp., Fusarium
spp. e Fusarium solani (Mart) Sacc. (ZAZZERINI & TOSI, 1985; ILLIPRONTI &
MACHADO, 1993) vém sendo usados no controle de S. sclerotiorum, um isolado de
Fusarium oxysporum ndo patogénico € apontado por Fravel (2008) como biocontrolador de
patdgenos veiculados ao solo, com efeito supressor.

Microrganismos usados em biocontrole estdo sujeitos a diferentes fatores abidticos que

derivam de fatores fisicos ou quimicos ambiente e podem influenciar sua atuagdo no
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ecossistema. O conhecimento das caracteristicas dos agentes de biocontrole permite uma
maior manipulagéo no que diz respeito a inoculagéo, seguindo as limitagcGes impostas pelos
fatores bidticos e abioticos, a fim de conseguir os efeitos positivos desejados no controle
aplicado.

Esta pesquisa objetivou avaliar a capacidade de antagonismo a B. cinerea dos
candidatos a antagbnicos isolados de solo na regido rizosférica de amoreiras; de
framboeseiros e de mirtileiros. A selecdo dos melhores isolados foi inicialmente realizada em
laboratorio através de testes de cultura pareada e capacidade de colonizagdo. Os melhores
antagdnicos selecionados em laboratério foram aplicadoos em tratamento preventivo contra B.
cinerea em mudas de amoreira, framboeseiro e mirtileiro estabelecidas em casa de vegetacao,
sedo que GFO4 e os melhores isolados foram testados a campo em tratamento preventivo,
nestas culturas e o resultado comparado com os obtidos pela aplicagdo de GFO4 isolado de
morangueiros pela EMBRAPA- CNPUV.
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2. MATERIAL E METODOS

Os experimentos em condi¢bes controladas foram conduzidos no laboratério de
Microbiologia da Universidade do Estado de Santa Catarina (UDESC), Lages, RS e no
laboratério de microbiologia e na casa de vegetagdo da Universidade de Caxias do Sul,
Campus de Vacaria (UCS), RS. Os experimentos a campo foram conduzidos em pomares sob

manejo de produgdo organica certificada em Vacaria, RS.

2.1. OBTENCAO E PROPAGACAO DE INOCULOS
2.1.1. Obtencdo e preparo do indculo do patdgeno

Frutas de amoreira, framboeseira e mirtileiro com sintoma de podriddo cinzenta
obtidos de diferentes cultivares, foram levadas & camara asséptica para isolamento do
patdgeno com agulha histoldgica. O material colhido foi colocado na parte central de placas
de Petri com meio de cultivo BDA (batata dextrose e Agar) estéril, sendo imediatamente
vedadas com filme plastico e levadas a estufa de crescimento tipo BOD a 25 °C em luz
constante por sete dias.

Ap0s o crescimento das coldnias, discos de 3mm de didmetro das mesmas foram
cortados com vazador de cortiga esterilizado e transferidas para placas com BDA esterilizadas
e levadas novamente a incubagdo nas mesmas condicOes anteriores por mais sete dias. As
coldnias purificadas nesta etapa foram mantidas sob refrigeragéo a 4 °C.

Para as inoculagdes utilizadas nos experimentos, foram preparadas suspensdes de
conidios a partir das col6nias mantidas a 4 °C. Os conidios foram suspensos em agua destilada

e esterilizada a uma concentragdo de 10° conidios/mL, com auxilio da cAmara de Neubauer.

2.1.2. Origem dos isolados candidatos a antagdnicos

O isolado de Clonostachys rosea (GFO4) utilizado neste trabalho pertence & colecéo
da Embrapa Uva e Vinho (CNPUV), que foi obtido de morangos na serra gaucha em trabalho

feito por Dall’Onder et al. (2001), mantido sob refrigeragéo a 4 °C.
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Os isolados candidato Al, A4, A7, Al7 , foram obtidos através de isolamento da
regido rizosférica de amoreiras; os isolados F2, F5, F6; de framboeseiros e os isolados M3 e
M8 de mirtileiros, em Vacaria RS, Brasil. Todos os isolados escolhidos, apresentaram
colbnias de cor rosada, o que segundo Mendonza, et al., (2005), pode ser indicativo inicial da

presenca de antraquinonas.

2.1.3. Multiplicagdo dos fungos isolados e preparo dos indculos

Para obtencdo e multiplicagéo de colonias dos fungos candidatos refrigerados foram
obtidos discos de 3 mm de diametro de cada colénia com vazador de cortica esterilizado e
colocados em placas de Petri contendo meio BDA estéril com adicdo de 5ppm de
estreptomicina/Lde BDA, tornando o meio seletivo para fungos. As placas foram vedadas
com papel plastico e levadas a incubagdo em estufa tipo BOD a 25 °C, com fotoperiodo de 12
horas, por sete dias. Apds este periodo foram mantidas sob refrigeragéo de 4 °C.

Para as inoculagdes utilizadas nos experimentos de casa de vegetagdo foram
preparadas suspensdes de conidios a partir de lavagem com 4&gua destilada das placas
colonizadas com os fungos candidatos. A agua resultante foi filtrada em gase estéril que
propiciou a retirada de estruturas flngicas com excec¢do dos conidios a serem usados na
suspensdo. Os conidios foram suspensos em agua destilada e esterilizada para obter uma

concentracdo de 10° conidios/mL, ajustada apos contagem em camara de Neubauer.

2.2. ENSAIOS EM FOLHAS DESTACADAS
2.2.1. Origem e desinfeccdo do material vegetal

Foram utilizadas folhas de plantas de amora cv Tupi, de framboesa cv Heritage e de
mirtilo cv Power Blue, estabelecidas em vasos de casa de vegetacao.

Folhas de plantas foram desinfestadas em cdmara asséptica, com método modificado
de Bettiol (1991), que consistiu em mergulhar sequencialmente o material coletado em alcool
96° por 2 minutos, hipoclorito de sodio 2,5% por 3 minutos, e finalmente 3 enxagues com
agua destilada e esterilizada, sendo as folhas assim desinfetadas secas em papel toalha

esterilizada.

2.2.2. Verificagdo do potencial antagdnico dos fungos isolados em teste de cultura
pareada
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Colbdnias mantidas sob refrigeracdo foram utilizadas neste procedimento cortando-se
discos de Agar colonizado com perfurador de cortica de 0,5cm de didmetro de cada candidato
antagdnicos e colocados em placas contendo BDA a 3cm de distancia de um disco de igual
didmetro colonizado por B. cinerea. As placas foram levadas a estufa tipo BOD a 25 °C com
fotoperiodo de 12 horas por sete dias. Apds este tempo, das coldnias desenvolvidas foram
retiradas discos de Agar da zona de intersec¢do do crescimento dos dois microrganismos e
transferidos para meio BDA + Improdione 2ppm, para verificar o efeito do isolado antagdnico
no crescimento do patdogeno. Como testemunha foi colocado na mesma placa um disco
colonizado somente pelo patogeno. As placas foram levadas a BOD nas condi¢des anteriores.

A avaliacéo do efeito antag6nico ao patdgeno pelos microrganismos isolados foi feita
com a observacdo de trés variaveis: 1) Sobrevivéncia do patbgeno ou do antagonista em
cultura pareada avaliada pela zona de inibi¢do das colbnias conforme inibi¢do do crescimento
das coldnias de B. cinerea; 2) a relacdo antagonista-patdgeno determinada pela escala de
classes de Bell et al. (1982). Conforme esta escala, sdo conferidos graus de antagonismo
sendo que em Grau 1 o antagonista cresce em toda a placa; grau 2, antagonista cresce em 2/3
da placa; grau 3, antagonista e patégeno dividem igualmente a placa; grau 4, patbgeno cresce
em 2/3 da placa e grau 5, patdgeno ocupa toda a placa; 3) Observacdo microscopica de
laminas preparadas a partir do ponto de intersecg¢do dos fungos analisados com observacéo da
relacdo entre as estruturas do patégeno e candidatos. Todo o procedimento foi realizado em

camara asséptica em triplicata.

2.3. TESTE DE PATOGENICIDADE DOS ISOLADOS EM AMORA, FRAMBOESA
E MIRTILO

Os isolados Al e A17 de amoreira e M3 e M8 de mirtileiro, que demonstraram melhor
antagonismo a B. cinerea em testes de cultura pareada, foram submetidos a testes de
patogenicidade nas de amora, framboesa e mirtilo.

Treze plantas de cada cultura foram estabelecidas em vasos de 5 kg de solo corrigido
para serem inoculadas.

Para o preparo dos indculos, placas de Petri de cada um dos isolados que estavam
sendo mantidas sob refrigeracdo sofreram a adicdo de 5mL de agua estéril em cada uma, com
conseqiiente raspagem das coldnias que foram filtradas em gase e adicionadas a 100 mL de
4gua destilada e estéril, de modo a se obter uma concentragio de indculo de 107 conidios mL’

! por planta.
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Cada in6culo foi aplicado no solo e parte aérea de trés plantas de cada cultura por
aspersdo, e uma testemunha por cultura foi aspergida apenas com agua estéril. O volume
utilizado por planta foi de 100 mL. As plantas inoculadas foram mantidas em condi¢Oes
controladas de laboratério com temperatura media de 22°C e umidade constante por 30 dias.

A avaliagdo ap0s este periodo, consistiu na dessecacdo de toda a planta observando o
surgimento ou nao de sintomas de doencas fungicas da parte radicular, dos vasos e da parte
aérea de cada planta. A observacdo foi realizada com auxilio de lupa estereoscépica e

microscopio Optico e crescimento em meio de cultura.

2.4. ESTUDO EM CASA DE VEGETACAO
2.4.1. Instalacdo dos experimentos

Plantas de amora, cv Tupi, framboesa, cv Heritage e mirtilo, cv Power Blue foram
cultivadas em casa de vegetacdo. Utilizou-se 24 mudas de cada cultura estabelecidas em vasos
de 5 litros de volume cada uma (Figura 5). O solo foi corrigido com 5 kg por m® de adubo
organico com as seguintes caracteristicas: pH 7, 1% de nitrogénio (N) total, 3,2% de fésforo
(P20s), 1,2% de potassio (K;0), num total de 5,4% de NPK, com umidade determinada em 65
°C. O adubo foi incorporado ao solo juntamente com vermiculita e receberam uma cobertura
de casca de pinus envelhecida.

O delineamento experimental consistiu de plantas divididas em seis parcelas de mudas
de plantas de cada frutifera, sendo uma planta para cada tratamento em trés repeticdes, as
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quais foram mantidas imidas por meio molhamento automatico de jatos por asperséo por 10

minutos diarios.
2.4.2. Descrigéo dos tratamentos

As culturas de amoreira, framboeseiro e mirtileiro mantidas em casa de vegetacdo
foram submetidas aos tratamentos com os isolados antagonistas Al, Al17, M8, M3 e GFO4
por suspensdo de conidios preparados a partir de placas colonizadas aplicadas com aplicador
do tipo spray na parte aérea e no solo de cada vaso e para cada parcela e cultura, duas vezes

por semana durante trés meses, na dose de 100mL por planta a cada aplicagéo

2.4.3. Auvaliacdo para as trés culturas em casa de vegetacéo

Para a avaliagdo dos tratamentos foram colhidas ao acaso trés folhas jovens e de
aparéncia sadias de cada cultura e repeticdo, as quais foram submetidas a desinfestacdo
superficial e colocadas em bandejas plasticas de 30cm x 50cm x 8cm forradas com papel
toalha, cobertas por tela plastica de malha fina tipo sombrite, sendo todo o material
previamente esterilizado. A seguir as folhas das plantas tratadas foram pulverizadas com uma
suspensdo de 10° conidios/mL por planta, obtida através dos isolados de B. cinerea, exceto a
testemunha. As bandejas contendo as folhas foram cobertas por sacos plasticos e mantidas em
estufa tipo BOD a 21°C com fotoperiodo de 12 horas por quatro dias.

Apos este tempo, de cada folha foram cortados discos de 1cm de didmetro com
perfurador manual, em trés repeticdes. Os discos cortados foram colocados em placas de Petri
e levados a freezer a -10°C por 30 minutos conforme metodologia desenvolvida por Zamboni-
Pinotti & Valdebenito-Sanhueza (2007), como uma alternativa ao uso do agente ativo
paraquat em laboratério usado para destruir os tecidos folhares revelando endofiticos. Na
sequéncia os discos foram colocados em placas de Petri contendo meio BDA e levadas a
estufa tipo BOD a 20°C com fotoperiodo de 12 horas por sete dias. Posteriormente registrou-
se a colonizagdo dos discos de folhas pelo patdgeno ou antagonista, pela estimativa de areas
colonizadas, adaptando-se a metodologia descrita por Dall’Onder et al. (2001), que consiste
em comparagdo com disco setorizado em porcentagens. A observagdo de micélio foi feita com
auxilio de microscopio esterioscopico.

As andlises estatisticas de discos de folhas das plantas tratadas em casa de vegetacéo

foram conduzidas adotando-se um modelo linear de andlise de variancia. As comparacdes
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entre os valores médios, de cada uma das variaveis nos diferentes tratamentos foram efetuadas
por meio do teste DMS de Fisher. Para atenderem-se as pressuposicdes tedricas dos testes, em
algumas varidveis foi adotada a transformacdo raiz quadrada e em outras a transformacéo
arco-seno. Todas as transformagdes foram efetuadas conforme sugeridas pela anélise
descritiva dos dados. Porém, os resultados sdo apresentados na escala original. Para todos 0s

testes efetuados foi considerado o nivel minimo de significancia de 5%.

2.5. TRABALHO REALIZADO A CAMPO
2.5.1. Origem e conservacdo dos isolados antagonistas

Para este trabalho, foram utilizados os isolados Al, Al7, M3, M8 e GFO4 como
fungos antagonistas como tratamentos. Para obtengdo e multiplicacdo de col6nias dos fungos
antagonistas resfriados, foram cortados discos de 3mm de didmetro com vazador de cortica
esterilizado e colocados em placas de Petri com meio BDA estéril e estreptomicina, seletivo
para fungos. As placas foram vedadas com filme pléastico e levadas a incubagdo em estufa tipo
BOD a 25 °C, com fotoperiodo de 12 horas, por 7 dias. Apds este periodo foram mantidas
novamente sob refrigeracdo de 4 °C até o momento de uso.

Os conidios, para producéo de indculo utilizado em testes a campo foram produzidos a
partir de grdos de trigo conforme metodologia adaptada de Valdebenito-Sanhueza &
Dall’Onder (2007), que consiste em grdos embebidos em &gua destilada por 6 horas, fervidos
por 15min, colocados em frascos plasticos de 1L ocupando 20% do volume destes, com
tampas rosqueadas com pequena abertura na parte central fechadas com algodéo e papel
aluminio e autoclavados por 30min. Para inocular os gréos estéreis foram utilizados 5 mL de
suspensdo aquosa com 10’ conidios mL™ de cada um dos isolados e ajustadas apds contagem
em cdmara de Neubauer, as tampas foram fechadas e vedadas com filme pléstico. Os frascos
foram colocados em posicéo horizontal, perpendiculares a uma fonte de luz em temperatura
de 22 °C por 7 dias. Apos este tempo os frascos foram agitados novamente e recolocados nas
condigdes anteriores por mais 30 dias.

Depois de colonizados, os grdos foram mantidos nos frascos sob refrigeracdo de 4°C
até o momento do preparo do indculo, o isolado foi preparado a partir da lavagem de 2g de
grdos com posterior filtragem em algodéo estéril, em 4 L de suspensdo aquosa ajustado na

concentragdo de 10° conidios mL™.
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2.5.2. Estabelecimento dos experimentos em cultivo comercial

Foram utilizadas neste trabalho plantas de amora da cultivar Tupi, framboesa da
cultivar Heritage e mirtilo da cultivar Raibash Duck, sendo escolhidas trinta e cinco plantas de
amoreira da cultivar Tupi com 11 anos de produgdo, trinta e cinco plantas de mirtileiro do
cultivar Raibash Duck com 8 anos de producéo e trinta e cinco plantas de framboeseiro da
cultivar Heritage com 6 anos de producéo. Todas no espagamento de 3,00 m X 0,30 m entre
fileiras e plantas. Para cada tratamento com os isolados antagonistas e testemunha foram
escolhidas quatro plantas ao acaso para cada repeti¢éo.

O pomar onde estas culturas estdo estabelecidas apresenta Latossolo Bruno
distroférrico tipico da regido dos Campos de Cima da Serra, RS, Brasil situado a 7 Km do
ponto zero da cidade em uma altitude de 957 m. Este pomar detém selo de producéo orgénica
e de qualidade de exportagdo. A aplicacdo de calda sulfocéustica cessou 1 més antes da

floracéo e inicio dos tratamentos com os antagdnicos candidatos utilizados neste trabalho.

2.5.3. Descricdo dos tratamentos e avaliacdo para as trés culturas em cultivo
comercial

Suspensdo de conidios antagonistas foi preparada a partir de grdos de trigo
colonizados com os isolados GFO4, Al, A17, M8 e M3 acrescidos de 0,01 mL de espalhante
adesivo a cada 100 mL de in6culo. A testemunha recebeu somente agua destilada.

As aplicacbes foram realizadas por aspersdo de 1 L de indculo por planta, usando
aplicador do tipo spray na parte aérea das plantas de cada parcela e cultura duas vezes por
semana, sempre no final da tarde, a partir da pré floragdo até a colheita dos frutos. Em
amoreira e mirtileiro foram realizadas 10 aplicagbes dos tratamentos antes da primeira
avaliacdo enquanto que em framboeseiro foi iniciada a colheita ap6s a 62 aplicagdo. Para esta
avaliagdo observou-se o surgimento de sintomas de mofo cinzento nas trés culturas
comerciais que receberam tratamentos com isolados candidatos. Os frutos para as avaliages
colhidos das trés plantas centrais de cada cultura considerada, realizada a cada quatro dias a
partir do inicio da colheita totalizaram sete avaliacBes até o final desta. De cada planta
considerada foram colhidos sete frutos colocados em bandejas separadas por tratamento e
repeticdo sendo cobertas com saco plastico e deixadas em condicbes de prateleira a
temperatura ambiente por quatro dias. Apds este tempo cada fruto foi observado sob
microscopio esteroscopico, para a identificagdo de sinais de podriddo cinzenta. As condi¢des

climéticas dos dias de cada colheita foram fornecidas pelo INMET (Instituto Nacional de
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Meteorologia, 2010).

2.5.4. Anélises Estatisticas

As andlises estatisticas de discos de folhas das plantas tratadas em casa de vegetacéo
bem como de nimero de frutos tratados a campo foram conduzidas conforme o delineamento
experimental e o esquema de amostragem utilizado em cada um dos experimentos, adotando-
se um modelo linear de andlise de variancia. As comparagdes entre os valores medios, de cada
uma das variaveis nos diferentes tratamentos foram efetuadas por meio do teste DMS de
Fisher. Para atenderem-se as pressuposicOes tedricas dos testes, em algumas variaveis foi
adotada a transformagdo raiz quadrada e em outras a transformacdo arco-seno. Todas as
transformagdes foram efetuadas conforme sugeridas pela analise descritiva dos dados. Porém,
os resultados sdo apresentados na escala original. Para todos os testes efetuados foi

considerado o nivel minimo de significancia de 5%.
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3. RESULTADOS E DISCUSSOES
3.1. ANTAGONISMO EM MEIO DE CULTURA

Os isolados Al, A4, A7 e A17 de amoreiras; F2, F5 e F6 de framboeseiros e M3 e M8
de mirtileiros, diferiram entre si na agdo antagonista a B. cinerea.

A sobrevivéncia do patégeno ou do candidato antagonista em cultura pareada, avaliada
pela zona de inibi¢do das col6nias esta disposta no quadro 1. Observa-se que os isolados Al,

Al7, M3 e M8 inibiram o crescimento de B. cinerea acima de 80%.

Isolados candidatos antagonistas
Al A4 | AT Al7 | F2 F5 F6 M3 M8

Crescimento%

Crescimento dos
. 100* 0 0 80 0 0 0 100 100
isolados

Crescimento de
0 100 100 0 100 100 100 0 0

B.cinerea

Quadro 1 - Sobrevivéncia do patégeno ou do antagonista em cultura pareada avaliada pela zona de inibicéo (%).
* Média de sete repeticdes. Os resultados devem ser observados entre linhas comparando candidato antagénico
e patogeno.

A capacidade antagonista obtida em cultura pareada através da relacdo
patdgeno/isolado candidato que foi medida pelo crescimento das coldnias determinada pela

escala de classes de Bell et al. (1982) pode ser indicativo de antibiose e pode ser observada no

quadro 2.
Isolados | Al A4 AT Al7 F2 F5 F6 M3 M8
Graus 1* 5 5 3 5 5 5 2 2

Quadro 2 - Capacidade antagbnica a B. cinerea dos antagénicos candidatos isolados em cultura pareada medida
pela escala de classes de Bell et. al.(1982).

* Média em sete repeticbes. Classes de Bell et al. (1982): Graus: 1) antagonista cresce em toda a placa; 2)
antagonista cresce 2/3 da placa; 3) antagonista e patdgeno dividem igualmente a placa; 4) patégeno cresce 2/3 da
placa; 5) patégeno ocupa toda a placa.

Os nove fungos isolados com a caracteristica cor rosa de col6nia, quando testados em
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cultura pareada, demonstraram antagonismo a B.cinerea quanto a avaliagdo de zona de
inibicdo, entretanto somente Al, Al7, M3 e M8 foram capazes de desenvolverem-se nesta
zona. O isolado Al em repique da zona de inibicdo desenvolveu-se completamente
alcancando o didmetro total da placa (9cm) em sete dias, enquanto os isolados M3 e M8
apresentaram col6nias menores neste periodo com didametro médio de 7cm para M3 e 6,4 para
M8. Embora as col6nias de Al7 tenham apresentado maior desenvolvimento em relagdo ao
patdgeno, ndo o inibiram completamente. A expansdo micelial € uma caracteristica de bom
antagonico segundo Fokema (1993) e Punja & Utkhede (2003) e isto se confirma na avaliacéo
de antagonismo da zona de inibicdo medida pela escala de classes de Bell et al. (1982). Nesta
escala, 0 isolado Al obteve classe 1, enquanto os isolados A4, A7, F2, F5 e F6 que nédo
sobreviveram ao patégeno em repique de zona de inibicdo, obtiveram classe 5.

Quando os pontos de interseccdo em cultura pareada foram fotografados através de
microscopia Optica, hifas de A1, A17, M3 e M8 mostraram competicdo e parasitismo em hifas
de B. cinerea, corroborando com Azevedo (2003) que afirma que uma caracteristica
recomendavel para um candidato antagbnico € que tenha mais de um mecanismo de
antagonismo, como supressdo de esporulacdo, parasitismo, antibiose ou inducdo de
resisténcia.

Os pontos de intersec¢do das coldnias fungicas de M3 (Figura 6) e M8 (Figura 7)
observadas em microscopia optica foram comparados com resultados obtidos em microscopia
eletronica de varredura de GFO4 e B.cinerea, em cultura de amoreira (Zamboni Pinotti,
2005).

1 il
i i

il

Figura 6 - Micoparasitismo do isolado M3 sobre o fitopatdgeno B. cinerea.
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Figura 7 - Micoparasitismo do isolado M8 sobre o fitopatdgeno B.
cinerea.

Bettiol (1991) citando Wody & Tveit (1955) reafirma que um bom antagbnico deve ter
rapida colonizacdo. Baseado nesta premissa, somente 0s isolados que apresentaram resultados
positivos de desenvolvimento de colonia em cultura pareada foram testados em tratamentos
realizados em amoreiras, framboeseiros e mirtileiros estabelecidos em casa de vegetacéo.
Além destes utilizou-se o isolados GFO4 como ponto de comparagdo da eficacia do

antagonismo exercido pelos isolados de solo obtidos como eficientes antagonistas.

3.2. ANALISE DE FITOPATOGENICIDADE

As plantas inoculadas com os isolados Al, Al7, M3 e M8 mantidas em condi¢Ges
ideais para desenvolvimento de fungos em laboratério foram analisadas quanto ao surgimento
de sintomas de doencas flngicas em suas estruturas. Embora a cor das col6nias envolvidas,
nestes ensaios, possa ser encontrada em diferentes fungos que podem ser conhecidamente
antagonicos como C. rosea ou patogénicos como Fusarium sp., as plantas analisadas nao
apresentaram sintomas de infecgéo.

Melo & Azevedo (2000) observam que F. oxysporum invade o sistema radicular de
plantas hospedeiras, inibindo seu crescimento por ocasionar podridfes de raizes e de partes
dos vegetais em contato com o solo. Em estagio inicial de desenvolvimento de plantas,
quando ndo impede a germinacao, pode ocasionar rapida desidratacdo do hipocolito acima do
solo com colapso e morte da planta hospedeira. Uma caracteristica sintomatica deste patdgeno
é a coloragdo de cor escura (preta e marrom) do hipocotilo e o sistema radicular que
permanece proximo a superficie do solo. A auséncia destes sintomas nas plantas inoculadas
em laboratdrio com os fungos isolados pode ser indicativo de que estes sejam antagdnicos
naturais, sugerindo a intensidade de C. rosea ou Fusarium sp. ndo virulento. Este fungo pode
estar em forma perfeita de ciclo saprofitico na qual ndo desenvolve doenga ou/e ainda

apresentar Formae especiallis (f.sp) que segundo Balmer (1978) pode determinar uma certa
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especificidade por determinadas plantas ndo apresentando sintomas em outras. Trabalhos

posteriores de sistemética devem ser realizados para determinar a identidade de tais isolados.

3.3. ANTAGONISMO DOS ISOLADOS A Botrytis cinerea AVALIADO EM FOLHAS
DESTACADAS DE PLANTAS SUBMETIDAS A TRATAMENTO PREVENTIVO EM
CASA DE VEGETACAO

Esta etapa do trabalho utilizou os fungos isolados de solo M3, M8, Al e Al7 que
demonstraram antagonismo em cultura pareada e o padréo isolado GFO4. Os resultados da
comparagdo em folhas destacadas de plantas de amoreira, framboeseiro e mirtileiro, quanto ao
efeito dos tratamentos preventivos a B. cinerea aplicados nas plantas destas culturas, crescidas
e tratadas em casa de vegetagdo e avaliadas quanto a colonizacdo da parte aérea das plantas
pelos antagdnicos selecionados e pelo patdgeno, apds aspersdo deste, estdo demonstrados nas
tabelas 5 e 6.

Os isolados inoculados em tratamentos preventivos em amoreira, framboeseiro e
mirtileiro em casa de vegetacdo, permitiram comparar a eficacia de colonizagdo destes em
discos de folhas destacadas das trés culturas (Tabela 5) e a infeccdo destes por B. cinerea
(Tabela 6).

Tabela 5 - Discos de folhas de amoreira, framboeseiro e mirtileiro
colonizados por fungos candidatos antagonistas e o isolado
GFO4 em tratamentos preventivos em casa de vegetagao.

Discos de folhas colonizados por

Tratamentos isolados antagonistas® (%)
Amoreira Framboeseiro Mirtileiro
T T T GFO4 B3C T T 99A © T T 100A
M8 99 A 100 A 100 A
Al7 13D 53B 78 BC
Al 78 BC 100 A 74C
M3 92 AB 100 A 96 AB
Testemunha 1D 55 C 10D
C.V. (%) 20,07

IMédias de trés repeti¢des. Dados que ndo seguem da mesma letra na
linha e coluna diferem entre si pelo teste de DMS de Fisher a 5% de
probabilidade de erro.
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Tabela 6 - Andlise da variavel porcentagem de discos de folhas de
amoreira, framboeseiro e mirtileiro colonizados com Botrytis
cinerea apos os tratamentos preventivos aplicado em casa de
vegetacéo.

Discos de folhas colonizados por Botrytis

Tratamentos cinereal (%)

Amoreira Framboeseiro Mirtileiro
"GFO4 T~ T T T g§BC ~ 1CD 0C
M8 4 BC 1CD 0C
Al7 14B 24B 23B
Al 17B 8BC 7BC
M3 1C 0D 1C
Testemunha 62 A 1A  9A

C.V. (%) 56%

IMédias em trés repeti¢cbes. Dados que ndo seguem da mesma letra na
linha e coluna diferem entre si pelo teste de DMS de Fisher a 5% de
probabilidade de erro.

A eficécia do estabelecimento e antagonismo destes tratamentos feito pela observacdo
do percentual de discos colonizados de folhas destacadas de plantas tratadas pelos
antagonistas em casa de vegetacdo e inoculadas pelo patdgeno em laboratério demonstrou que
os isolados, M3 e M8 tiveram maior capacidade de estabelecimento e também apresentaram
menor esporulacdo do patdgeno em amoreira, porém ndo diferindo significativamente de
plantas tratadas com o isolado Al.

Para as folhas de framboeseiro, o isolado Al7 obteve o menor percentual de
colonizacdo em relacdo aos demais isolados com diferenga significativa destes que
apresentaram maior percentual de colonizacdo em relagdo ao patdégeno (Tabela 5). Mesmo
com baixo percentual de colonizagdo em relagdo aos demais, diferiu significativamente da
testemunha.

Para as folhas de mirtileiro, os isolados M3 e M8 apresentaram os melhores niveis de
colonizacéo néo diferindo de GFO4. Embora os isolados Al e Al7 tenham apresentado um
menor indice de colonizacdo em relacdo aos anteriores, estes também diferiram da testemunha

As variagOes observadas quanto a capacidade de colonizagdo dos isolados nos
diferentes hospedeiros podem, segundo Nobre et al. (2005), estar associadas as caracteristicas
das plantas, & sucessdo microbiana na superficie das folhas e as mudancas morfol6gicas no
desenvolvimento foliar, o que se observa quando se trata culturas diferentes.

Outro fato que se deve considerar para a elevada colonizagéo dos isolados candidatos
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é a forma pela qual os tratamentos foram aplicados nas plantas em questdo estabelecidas em
casa de vegetacdo. A aplicacdo preventiva, segundo Zang et al. (1996), Yu & Sutton, (1997),
Zamboni- Pinotti (2004) e Valdebenito-Sanhueza et al. (2007), é a forma desejavel quando se
procura competidores de fungos que possuem fase quiescente e/ou sejam necrotrdficos nas
folhas como o B. cinerea.

A aplicagdo de 10° conidios mL™ de C. rosea foi eficaz em controle de mofo cinzento
em morangueiro (SUTTON & PENG, 1993), roseira (MORANDI et al., 2001) e foi repetida
com os isolados candidatos aplicados de forma preventiva nesta fase do trabalho.

Sabendo que o fungo necrot6fico Botrytis cinerea pode sobreviver e esporular sobre
restos culturais, os quais constituem fontes de substrato para o patégeno, o manejo da retirada
dos restos de cultura que servem de base nutricional para inicio de infeccdo das plantas como
material de manutencdo de propédgulos em dorméncia para patdgenos como B. cinerea
(BAKER & COOK, 1974; VALDEBENITO-SANHUEZA, 1991) foi realizado em condigdes
de casa de vegetagdo. Este manejo que segundo Fokema (1993) e Punja & Utkhede (2003)
possibilita a reducdo de substrato, propagulos, e severidade da doenca, pode ter sido um dos
fatores responsaveis pelo alto porcentual de colonizacdo dos isolados candidatos inoculados
na concentragdo sugerida de 10° conidios mL™ sobre as plantas consideradas, crescidas e
tratadas em casa de vegetacdo, uma vez que puderam se estabelecer nestas culturas antes de
entrarem em contato com B. cinerea em laboratério. Mas considerando que o nivel de
senescéncia dos restos de folhas simulados em casa de vegetacdo é menor do que aquele
possibilitado em condigdes naturais se impde limite na extensdo dos resultados positivos

obtidos, uma vez que a esporulacdo de B. cinerea & campo ocorre em maior quantidade.

3.4. BIOCONTROLE DOS ISOLADOS SOBRE Botrytis cinerea EM CULTURAS
COMERCIAIS DE AMOREIRA, FRAMBOESEIRO E MIRTILEIRO

Testes de antagonismo em folhas de plantas que estdo crescendo sob condigOes
controladas sdo a chave para selecdo de agentes de biocontrole. Porém para Bettiol (1991),
testes in vitro sdo pobres preditores da eficiéncia dos agentes de biocontrole in vivo por ndo
simularem a diversidade e complexidade do solo e da superficie das plantas. Para atender a
esta premissa, os isolados Al, M3, M8, melhores antagdnicos nos testes realizados em casa de
vegetacdo, foram testados acampo, sob condi¢cdes naturais quanto ao antagonismo a B.
cinerea em culturas comerciais de amora, framboesa e mirtilo.

Em condicbes de campo os fatores que propiciam o aparecimento de B. cinerea nos



83

frutos sdo alta umidade relativa do ar, ventos e temperatura entre 18 a 23 °C, podendo manter
atividade até a 0 °C. Enquanto para C. rosea a temperatura 6tima para germinagdo esta na
faixa de 24 a 33 °C, e a umidade relativa favorecida é aquela proxima a saturacdo nestas
temperaturas (KOHL et al., 1999). A verificacdo destes fatores foi feita nos dias de colheita
dos frutos das trés culturas em analise, sendo que os dados fornecidos pelo INMET (Instituto

Nacional de meteorologia, 2010) estéo expressos no Quadro 3.

Ano 2009 2010

Més Nov Dez Jan

Dia 26 03 07 10 14 17 22 26 02

Temper | In 230 | 230 |196 | 25,0 23,4 219 (278 |285 |281
atura Méx 273 | 242 |204 |253 24,0 22,0 (282 |300 |289
°C Min 235 | 23, 194 | 23,7 22,5 195 | 26,7 | 280 |268

UR% |In 81 43 86 61 39 79 58 49 49

Méx 82 55 90 67 46 87 64 50 53

Min 58 41 84 59 35 73 56 39 44

Vento Velocidade | 4,3 2,8 2,2 2,8 2,9 3,6 0,9 3,6 2,2
km/h Diregdo 219 | 194 181 79 313 135 | 86 250 170
Rajada 121 |75 6,6 5,0 13,1 7,5 35 7.4 5,8
RadiacdoWh/m” /dia | 1.510 | 4.013 | 992.0 | 2.741 | 3.8446 | 1.516 | 1.835 | 3.075 | 3.592
840 | 956 09 951 85 47 823 a7 556

Precipitagdo 0,0 0,0 2,6 5,6 27,0 0,2 0,2 0,0 0,0

mL/m? por dia

Quadro 3 - Dados obtidos pelo INMET na 172 hora do dia, momento da colheita dos frutos.

As frutas colhidas e colocadas em cumbucas plésticas comerciais deixadas por quatro
dias em condigOes de prateleira a cada data de avaliagéo, foram entdo observadas quanto ao
namero de frutas sintomaticas.

Em amoreiras, a terceira data de avaliacdo apresentou o maior nimero de frutos
infectados com B. cinerea tratados com GFO4, A1, A17, M8, M3, porém tendo controle sob o
patdgeno estatisticamente diferente da testemunha (Tabela 7). Este dia apresentou a menor
temperatura no momento da colheita (19,5) e a menor radiagdo de todas as datas avaliadas
(992.009 Wh/m?) o que pode ter favorecido uma maior germinagdo do patogeno em relagéo
aos candidatos que como C. rosea esporula quando estimulado pela luz , segundo Vicine
(2004).
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Tabela 7 - Numero de frutos de amoreira com sintomas de B. cinerea em cada data colheita para cada
tratamento.

Tratamentos AvaliacBes®

26/11/09 03/12/09  07/12/09 10/12/09  17/12/09 22/12/09  26/12/09

GFO4 0,66 BC 0,33AB 1,33BC 0,33BC 0,33B 0,00B 0,33B
M3 0,66 BC 0,33AB 1,66AB  1,00AB 0,33B 0,00B 0,00B
M8 1,33B 0,66AB  166AB 0,33C 0,00B 0,33B 0,00B
Testemunha 3,00 A 1,00 A 2,33A 1,66 A 2,66 A 1,66 A 1,00 A

1 Médias de 3 repeti¢des a cada data (dia/més/ano) de colheita considerada.
Dados que ndo seguem da mesma letra na coluna diferem entre si pelo teste de DMS de Fisher a 5 % de
probabilidade de erro. CV 17,44%

Embora em framboesas o patégeno tenha sido detectado em todas as datas de
avaliagdo (Tabela 8) manifestaram-se em plantas com todos os tratamentos na 12, 22 e 32 datas
de coleta. Na 1?2 o isolado GFO4 apresentou controle igual ao da testemunha, enquanto que
M8 na 22 e M3 na 32 avaliagdo ndo diferiram das testemunhas. As condigdes de umidade nos
dias de avaliacdo, apesar de necessérias ao antagonista, podem ter sido favoraveis a
esporulacéo de B. cinerea nesta cultura, resultado que pode ser comparado a similares obtidos
por Peng & Sutton (1990).

Tabela 8 - NUmero de frutos de framboeseiro com sintomas de B. cinerea em cada semana de colheita para
cada tratamento.

Tratamento AvaliacBes”

10/12/09 14/12/09  17/12/09  22/12/09  26/12/09  29/12/09  02/01/10

Al 0,66 BC 0,33BC 2,00AB  0,66C 0,00D 0,00C 0,33B
GFO4 2,33A 0,33BC 1,00CD 0,00C 0,33CD 0,00C 0,33B
M3 1,33B 0,33BC  3,00A 1,66 B 1,33B 1,00B 0,33B
M8 1,00 BC 1,66 A 1,00CD 0.66C 0,00D 0,00C 0,33B
Testemunha 2,33 A 133A 233A 3,66 A 4,66 A 2,00A 3,00 A

1 Médias de 3 repeticdes a cada data (dia/més/ano) de colheita considerada.
Dados que ndo seguem da mesma letra na coluna diferem entre si pelo teste de DMS de Fisher a 5 % de
probabilidade de erro. CV 17,44%

Porém o numero de aplicagBes dos isolados antes do inicio da colheita pode ter
determinado este resultado em framboeseiro, onde foram realizadas 6 aplicagdes a partir da
floragdo (trés semanas antes da colheita) o que corrobora com Valdebenito- Sanhueza et. al.
(1997); Melo et. al.(1998), quanto ao aumento da eficacia do controle de acordo com o
aumento de aplicacdes dos isolados. Estudos de Yu & Sutton (1997) e Yu & Sutton (1998)

sugerem que aplicagdes com doses de 10’conidios/mL sdo mais eficientes em framboeseiro.
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Isto pode ser indicativo da necessidade de aplicagbes com maior concentragdo ainda antes do
inicio da floracdo com espago amiude entre elas.

Blakeman & Fokema (1982), j& preconizavam que 0 uso de microrganismos isolados
do préprio ambiente deve ser preferido, mesmo que outros também sejam eficazes, porém de
ambientes distintos. Em mirtileiro todos os isolados foram eficientes no controle de B. cinerea
sem diferenca entre os isolados obtidos na cultura do mirtileiro em relagdo aos demais (Tabela
9), e destes com relagdo a GFOA4.

Apesar da possivel variabilidade das espécies nativas de isolados e usadas neste
trabalho, as estirpes Al, M8 e M3, colonizaram das plantas de amoreira, framboeseiro e
mirtileiro tratadas, e eficientes em reduzir a esporulagéo de B. cinerea sem produzir nenhum

sintoma de doencas.

Tabela 9 - Nimero de frutos de mirtileiro com sintomas de B. cinerea em cada semana de colheita para cada

tratamento.
Tratamentos Avaliacdes
26/11/09 03/12/09  07/12/09  10/12/09  17/12/09  22/12/09  26/12/09
TTALT T T T 000B ~ 000B  000B ~ 000NS 000NS 200A 033AB
GFO4 0,66 B 0,00B 0,00B 0,00 0,00 0,00B 0,00B
M3 0,00 B 0,66 B 0,00B 0,00 0,00 0,00B 0,00B
M8 0,00 B 0,00B 0,33AB 0,00 0,00 0,00B 0,00B

Testemunha 2,66 A 2,00A 1,00 A 0,66 A 0,66 A 133A 1,00 A

1 Médias de 3 repeticdes a cada data (dia/ més/ ano) de colheita considerada.
Dados que ndo seguem da mesma letra na coluna diferem entre si pelo teste de DMS de Fisher a 5 % de
probabilidade de erro. CV 17,44%.
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4. CONCLUSOES

Nas condi¢des em que o experimento foi conduzido foi possivel observar em:

A. Testes conduzidos em laboratério:

-Em testes de cultura pareada realizada em laboratdrio os isolados A1, A17, M3 e M8
demonstram antagonismo a B. cinerea .

-Todos os isolados apresentam mecanismos de competigdo por substrato, antibiose e
parasitismo em hifas de B.cinerea em imagens obtidas em microscopia Optica, indicando um
bom potencial de biocontrole.

- Os isolados A1, M3 e M8 ndo desenvolvem sintomas nas plantas em testes de

fitopatogenicidade.

B. Testes de casa de vegetacao:

- Os isolados A1, M3 e M8 séo capazes de colonizar todas as culturas em estudo.

- Os isolados Al, M3 e M8 apresentam controle superior nas culturas de amoreira,
framboeseiro e mirtileiro quando comparados ao isolado GFO4 obtido de morangueiros.

- Para as folhas de mirtileiro, M3 e M8 isolados de mirtileiro apresentaram 0s

melhores niveis de coloniza¢do em relacdo aos isolados de amoreiras.

C. Testes conduzidos a campo

- Todos os isolados candidatos aplicados a campo realizaram biocontrole sobre B.
cinerea.

- As condicOes de umidade nos dias de avaliagdo, podem ter favorecido a esporulagéo
de B. cinerea, mas o controle exercido pelos isolados foram superiores em relagdo a
testemunha.

- O controle exercido pelos isolados candidatos ndo indicaram especificidade
antagdnico-planta.

-Nenhuma planta apresentou sintomas de doencas causadas pelos isolados Al, M3 e
M8.
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-Os isolados candidatos podem ser antagdnicos ou patdgenos de ciclo saprofitico ou

Formae speciallis, tendo controlado o B. cinera sem atacar a planta.
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8. CAPITULO IV

CARACTERIZACAO DE FUNGOS ISOLADOS DA REGIAO RIZOSFERICA DE
AMOREIRA, FRAMBOESEIRO E MIRTILEIRO ANTAGONISTAS A Botrytis
cinerea

RESUMO

Fungos isolados de solo para uso em biocontrole de patdgenos como Botrytis cinerea
precisam ser caracterizados, sendo a caracterizacdo morfoldgica a primeira disponivel para
identificacdo do agente causal da doenga da planta, bem como do antagbnico. As
caracteristicas morfolégicas mais importantes sdo a coloracdo da cultura, as formas dos
conidios, e a velocidade de crescimento. No entanto a analise morfolégica pode ndo chegar ao
nivel de espécie, o que pode ser feito pela caracterizacdo molecular. Neste trabalho, trés
fungos isolados de solo com culturas estabelecidas de amora, framboesa e mirtilo que
apresentaram variagdes de cor rosa de coldnia compativeis com a descricéo literaria com C.
rosea e Fusarium sp., foram analisados quanto a morfologia e apds submetidos a
caracterizacdo molecular realizada através de reagdo em cadeia da Polimerase (PCR) sendo
que para amplificacdo da regido do rDNA foram utilizados os iniciadores ITS1 e ITS4, onde
os resultados foram avaliados por eletroforese em gel de agarose. Os produtos da PCR que
apresentaram aproximadamente 600 pares de base (pb) sequenciados possibilitaram a
construcdo da arvore filogenética dos bidtipos dos isolados. Apds realizado o sequenciamento
foi possivel fazer o alinhamento das sequéncias obtidas no software Clustal W e comparar
com as sequéncias do genbank.

Palavras- chave: fungo. morfologia, caracterizagdo molecular.
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CHARACTERIZATION OF FUNGI ISOLATED FROM SOIL OF MULBERRY,
RASPBERRY AND MIRTILEIRO ANTAGONISTS OF Botrytis cinerea

ABSTRACT

Fungi isolated from soil for use in biocontrol of pathogens such as Botrytis cinerea must be
characterized, and the morphological aspects are the first available to identify the causal agent
of plant disease, as well as antagonistic. The most important morphological features the color
of the culture, forms of conidia, and growth rate. However morphological analysis may not
reach the level of species which can be done by molecular characterization. In this work, three
fungi isolated from soil with established cultures of blackberry, raspberry and blueberry
showed that variations of pink colony compatible to the literature with C. rosea and Fusarium
sp, were analyzed for morphology and after undergoing molecular characterization performed
using polymerase chain reaction (PCR) and for amplification of the rDNA region of the
primers used were 1TS1 and ITS4, where the results were analyzed by electrophoresis agarose
gel. PCR products that were approximately 600 base pairs (bp) sequences allowed the
construction of the phylogenetic tree of isolates of biotypes. After performing the sequencing
was possible to align the sequences obtained in Clustal W software and compared with the
sequences of GenBank.

Keywords: fungi. morphology. molecular characterization
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1. INTRODUCAO

O controle biolégico vem utilizando microrganismos nos processos de producéo e
protecdo agricola em sistema de producdo orgénica e integrada sendo uma alternativa
saudavel pela diminuicdo de residuos no solo e nos alimentos. Diversas pesquisas tém sido
desenvolvidas, no sentido de substituir e/ou diminuir a utilizacdo de insumos quimicos
residuais. O isolamento de microrganismos é o primeiro passo para a sua utilizacdo em
biocontrole com eficicia a ser comprovada através de testes in vitro e in vivo e posterior
disponibilizagdo comercial na agricultura. Antes desta disponibilizacdo precisam estar
devidamente caracterizados, classificados e ordenados.

A taxonomia considerada como sinbnimo de sistematica é utilizada para classificacdo
e ordenacdo de organismos (STUESSY, 1990; HAWKSWORTH et al., 1995).

O Index Fungorum revisado e atualizado periodicamente, organizado por diferentes e
renomadas instituicbes (CAB Biosciences, Inglaterra; CBS, Holanda, e Landcare Research,
Nova Zelandia) é fonte de referéncia confidvel para pesquisas. De acordo com o banco de
dados virtual GenBank (NCBI) que utiliza o Index Fungorum como fonte de referéncia 0s
fungos do género Clonostachys e Fusarium pertencem a Filo Ascomycota.

Além de apresentarem fases anamorfica e telemorficas, uma forte caracteristica
apresentada pelos Ascomycotas, é a presenca de micélio septado, com paredes celulares
contendo quitina e glucanas, e a producdo de um tipo especial de frutificagdo denominado
asco. Embora os ascomycotas possam se diferenciar macroscopicamente de fungos
pertencentes a outras divisdes, suas estruturas microscopicas como exemplificado pela

presenca de ascos, sdo diagndsticas do grupo (SCHROERS et al., 1999).

1.1. O ASCOMYCOTA Clonostachys rosea

Clonostachys na sua fase telemodrfica de Bionectria pertence a Subdivisdo
Pezizomycotina, Classe Sordariomycetes, Subclasse Hypocreomycetidae, ordem Hypocreales

e familia Bionectriaceae.
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O género Gliocladium foi descrito por Corda entre 1839/ 1840, a espécie Gliocladium
roseum de Bainer foi reclassificado na sua forma anamodrfica (fase assexuada) como
Clonostachys rosea (Link: Fr.) por Schroers et al. (1999). Foi incluido no género Bionectria
de Nectria ochroleuca (teleomorfica), por Schroers e Samuels (1999) ordem Hypocreales,
apols reinterpretagdes de caracteres em diferentes estados e consideraces das coldnias em
estado natural e em cultura (SUTTON et al., 1997).

Em meio agarizado este fungo apresenta colbnias geralmente esbranquicadas
alaranjadas ou salm&o crescendo de forma radial por extensdo do extremo de hifas
unicelulares, formando micélio verdadeiro ndo implicando no aumento do tamanho da
populacdo. Clonostachys rosea apresenta paredes transversais ou septos que permitem a
passagem de organelas (morfologicamente discutiveis) de um compartimento a outro (JEED
& CHUA, 2000), podendo estar ocluidos por corpos de Woronin, estrutura densa, cristaloide
esferico, hexagonal ou retangular com funcdo de manter a integridade hifal (JEED & CHUA,
2000) impedindo o extravasamento citoplasmético seguido de morte (MARKHAN, 1994).
Apresentam também, anastomoses, conexdes laterais ou pontes que permitem passagem de
agua, nutrientes e também de organelas (JENNINGS & LYSEK, 1996). As pontas de hifas
que ndo apresentam conididforos podem ser analisadas pela presenca/auséncia de vesiculas de
Spitzenkdrper no apice destas, vistas como uma regido mais escura e mais ou menos esférica,
que cora com hematoxilina férrica, sendo um complexo dindmico e polimérfico mudando
forma, tamanho e posicdo durante o crescimento da hifa desaparecendo quando cessa o
crescimento que pode ser visto em contraste de luz, no microscopio (ESPOSITO &
AZEVEDO, 2004).

Os conidiomas deste fungo em fase anamdrfica, tem fialides terminais ou sub-
terminais sendo as intercalares raras ou ausentes, dimorfismo dos conidi6foros e massa
colorida, predominantemente hialina, incolor ou esverdeada (SCHOERS, 2001). A produgéo
de esporos é apical sucessiva, produzindo em forma verticiliada, a qual apresenta conididforos
primérios que consistem em ramificacfes que partem de um mesmo eixo e secundarios
(GANS, 1984 citado por SCHOERS, 2001).

1.2. Fusarium oxysporum

O género Fusarium na fase telemdrfica, é classificado como pertencente ao reino
Eumycota, divisdo Ascomicota, classe Euascomycetes, ordem Hipocreales, familia
Hypocreaceae (DE HOOG et al., 2000 in GODOY & COLOMBO, 2004).
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Suas hifas séo geralmente septadas com conidioforos varidveis, forma fidlides simples
ou em grupos. Os conidios sdo hialinos e variaveis: macroconidio curvado tipico,
microconidio ovalado podendo apresentar formacéo em cadeia e conidio intermediario com 2
ou 3 células curvado ou ovalado. Os trés tipos de conidio sdo produzidos nas culturas e
provavelmente no solo, embora no solo possa sobreviver por mais tempo pela formagéo de
clamidodsporos, células especiais de descanso onde as hifas se diferenciam tomando forma
arredondada, suas paredes se espessam e em seu interior sdo encontradas substancias de
reserva como glicogénio. Todas as espécies do género Fusarium formam clamidésporos que
se separam das hifas e em condigBes favoraveis de temperatura e umidade germinam
originando novo individuo (BALARDIM & COSTA, 2005). Na fase telemorfica, produzem
peritécios, envelopes de frutificacdo que protegem os ascos (SAMUELS, 2001).

Em meio de cultura fungos do género Fusarium podem apresentar micélio extenso e
algodonoso com zonas concéntricas (radial) e coldnia de coloragdo rosa palido, roxo,
alaranjado purpura ou amarela e até celeste, verde oliva e pardo no verso da mesma
(SEIFERT, 2001).

1.3. VARIABILIDADE GENETICA DOS ISOLADOS POR SEQUENCIAMENTO DO
DNA RIBOSSOMAL

Segundo Kuhls et al. (1997) estudos cléssicos, realizados em fungos somente pela
morfologia baseada na similaridade ou auséncia de caracteres resulta numa reviséo
insatisfatoria ou limitada pelo baixo nimero de caracteres fenotipicos a serem analisados
(FUNGARO, 2000). Isto porque varios fatores podemafetar as caracteristicas especificas e
variacOes intrinsecas ao patdgeno ou antagbnico, ou seja, permite apenas uma identificagéo
em nivel de género, sujeita a subjetivismo na avaliacéo.

O conceito de filogenética, que considera as relacdes genealdgicas entre os isolados,
tem tido avancos no campo da biologia molecular, pela analise do DNA langando nova luz
sobre as discussdes das relagdes genealdgicas evolutivas questionando sobre a maneira como
a taxonomia baseada apenas na morfologia era vista até entdo. A discriminagdo intra-
especifica, mais complexa e objetiva, é possivel através de avaliacbes moleculares.

Esta &rea de pesquisa, especialmente com o uso de métodos moleculares, envolvendo a
variabilidade presente ao nivel de DNA teve um grande avango com o desenvolvimento da
PCR. Estas novas metodologias tém avancado muito nos ultimos anos e provocado uma

verdadeira revolucdo na habilidade de detectar variabilidade a niveis de organismo e
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bioquimico. Atualmente, técnicas que utilizam marcadores moleculares estdo sendo
implementadas para o estudo de diversidade genética em um grande ndmero de grupos de
organismos (STRALIOTO & RUMJANEK, 1999).

A maioria dos métodos moleculares se utiliza do produto da técnica de Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR). Estas técnicas empregam métodos baseados na amplificacdo
e/ou avaliacdo de sequéncia de &cidos nucléicos para estudos da diversidade procariota,
possibilitando a anélise da comunidade microbiana e o uso dos meios de cultura seletivos e
técnicas de plagueamento (CASAMAYOR et al., 2000). A PCR, usada na descricdo de
microrganismos (ELSAS et al, 1998) e no estudo da variabilidade de populagdes de fungos
(GUTHRIE et al., 1992; MILLS et al.,1992) foi descrita por Saiki et al. (1985), como uma
técnica muito sensivel de analise que consiste na amplificacdo de pequenos e especificos
segmentos de genoma, e permite obter in vitro, vérias copias de determinadas regifes do
DNA.

Para os PCRs deve-se em primeiro lugar extrair o material genético da célula.
Normalmente o material extraido € o DNA que depois de extraido sofre a adicdo de uma
mistura (pré-mix) que contém os dNTPs (desoxirribonucleotideos trifosfatos), que sdo as
bases nitrogenadas ligadas com trés fosfatos, os primers também chamados de
oligonucleotideos e a enzima DNA polimerase em uma solucéo tampé&o.

Para a analise de diversidade genética e filogenia é apropriado o uso de genes do
rDNA (Acidos desoxiribonucleicos ribossomais), distribuidos de forma ampla entre os seres
vivos (JUNIOR et al., 2002), sendo normalmente encontrados em mdltiplas copias, com
regides génicas (18S, 5,8S e 28S) altamente conservadas e unidas por regides espacadoras
(ITS1 e ITS2) que podem ser altamente variaveis e curtas (500 a 800 pb), surgindo em grande
numero de copias no genoma carreando informagdes sobre a filogenia e o nivel taxondmico
(FREEMAN et al, 2001).

O rDNA proporciona meios para a analise filogenética, de acordo com os niveis
taxondmicos das espécies, permitindo assim a separacdo dos isolados em espécies distintas e,
consequentemente, diferenciacdo dos isolados dentro de cada espécie (FUNGARO, 2000).

A eletroforese em gel de agarose é uma técnica de separacdo de moléculas que
envolve a migracdo de particulas no gel durante a aplicacdo de uma diferenca de potencial,
separando moléculas de acordo com seu tamanho, onde as de menor massa migram mais
rapidamente ou de formato que obtenham mais facilidade de migracdo. Apos a eletroforese

em gel, os fragmentos de DNA normalmente sdo corados por brometo de etideo e fluorescem
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vivamente com a luz ultravioleta, permitindo localizar as bandas correspondentes ao DNA
que devem ser analisadas.

Posteriormente o uso de programas computacionais permite a comparacdo destas
seqliéncias auxiliando nos estudos filogenéticos que podem ser comparados em bancos de
dados de estudos de nucleotideos (MARTINS, 2005).

O objetivo deste trabalho foi de proceder a uma andlise da biodiversidade com
caracterizacdo e consequente verificacdo da relacdo filogenética entre os isolados flngicos
com cor de coldnia rosada, obtidos de culturas estabelecidas de amora, framboesa e mirtilo,
na busca de antagdnicos para o controle de B. cinerea causador da podriddo cinzenta em
diversas culturas. Considerando as afirmacdes de Fungaro (2000) no que diz respeito a
limitacdo de analises morfoldgicas, os fungos assim avaliados foram submetidos a uma

analise molecular que possibilita conhecer as relagdes filogenéticas existentes entre eles.
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2. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos nos laboratérios de Microbiologia da Universidade
do Estado de Santa Catarina (UDESC), Lages, SC; da Universidade de Caxias do Sul,
Campus de Vacaria (UCS), RS e de Genética do hospital das Clinicas de Porto Alegre, RS.

2.1. OBTENCAO DOS ISOLADOS

Foram utilizados trés isolados que apresentaram antagonismo a B. cinerea em
experimentos conduzidos anteriormente em amoreiras, framboeseiros e mirtileiros a campo.
Os isolados foram: Al oriindo de isolado de solo na regido rizosfeérica de amoreiras, M3 e
M8 da regido rizosférica de mirtileiros, e GFO4 pertencente a cole¢cdo da Embrapa Uva e
Vinho oriundo de morangueiros.

A multiplicacdo dos isolados foi atraves de repiques cortados discos de 3mm de
didmetro da coldnia estoque e colocados em placas de Petri contendo meio BDA estéril com
adicdo de 5ppm de estreptomicina, tornando o meio seletivo para fungos. As placas foram
vedadas com filem plastico e levadas a incubacdo em estufa tipo BOD a 25 °C, com
fotoperiodo de 12 horas, por sete dias. Apos este periodo foram mantidas sob refrigeracéo de
4 °C.

2.2. CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DOS ISOLADOS

A estrutura dos isolados foi comparada com a literatura disponivel quanto as
caracteristicas morfolégicas de cor de col6nia; incremento da massa fungica; hifas (presenca
de septos, Woronin, anastomoses, vesiculas de Spitzenkdrper; dismorfismo) forma de
conidiéforos e tipo de conidios.

A primeira avaliacdo foi feita pela observagdo da coloragéo e crescimento hifal de
colbnias purificadas, desenvolvidas em meio BDA por 7 dias em estufa tipo BOD, com 21 °C

e fotoperiodo de 12 horas. O incremento de massa fungica foi avaliado pelo crescimento
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medio das coldnias de cada isolado e este foi comparado com o obtido em mesmas condicdes
com o isolado GFO4.

Amostras das estruturas reprodutivas, foram analisadas no microscopio 6ptico com
aumento de 400 vezes. O microscopio acoplado a tela de TV, permitiu um aumento de uma
parte da amostra para 32 polegadas que permitiu além de melhor visualizacdo, fotografar
estruturas dos fungos em estudo para comparagéo com a literatura.

As pontas de hifas das subamostras que néo apresentam conididforos foram analisadas
pela presenca/auséncia de vesiculas de Spitzenkdrper no pice destas, vistas como uma regido
mais escura e mais ou menos esférica. Para isto foram retiradas pontas de hifas das colonias
dos isolados com agulha histoldgica flambada em alcool 95 °C, colocadas em lamina, coradas
com uma gota de hematoxilina férrica cobertas com laminulas e levadas para observagéo em
microscopio de luz. A avaliacdo foi feita segundo Esposito & Azevedo (2004) que conferem
Padrdo 1: o conjunto de vesiculas é escura sem &rea central (core) caracteristico dos
basidiomicotas; padrdo 3: conjunto de vesiculas com core claro, orientado em diregdo ao
apice, caracteristico dos ascomicetos; padrdo 6: forma de tagas, polarizado, rodeado de um
core grande e claro onde também estdo incluidos os basidiomiocotas e padrdo 9: auséncia de

core.

2.3. ANALISE MOLECULAR DOS ISOLADOS

2.3.1. Extracéo de DNA

A extracdo de DNA foi feita a partir das coldnias dos isolados flngicos e de C. rosea
(GFO4) que estavam sendo mantidos sob refrigeracéo a 4°C.

As colonias refrigeradas foram raspadas e aplicadas em cartdes FTA® (Classic Card),
projetados para coleta de material em ar seco e temperatura ambiente para purificagdo de
acidos nucléicos. O material transferido para os cartdes foram amassados com um pistilo de
porcelana por 15 segundos vizando estourar as paredes celulares (Ao aplicar pressdo €
importante ter uma batida répida e forte suficiente para quebrar as paredes celulares num
angulo de 90°. Ao mesmo tempo, bater o cartdo muito fortemente ird destruir a matriz). Apos
este procedimento, as FTA® foram deixadas em temperatura ambiente para secar por 1 hora
ou mais e obter completa secagem do cartéo antes de perfuracéo para garantir a integridade da
amostra impressa. Apos este tempo os cartdes contendo as amostras foram colocados sobre

uma esteira plastica de 30cm x 15cm e usando um microperfurador (Harris Micro Punch Tool



97

®) de 2,0 mm, foram removidos discos a partir do centro da area de amostra seca. Cada disco
foi transferido para um tubo apropriado para amplificagdo (tubo de 1,5mL para
microcentrifuga) e a cada tubo foi adicionado 200uL de solugdo tampao de lise (Tris-HCI
50mM pH 7,2; EDTA 50mM pH 8,0; SDS 3%; -Mercaptoetanol 1%) sendo o tubo invertido
duas vezes e deixado em repouso por 5 min em temperatura ambiente. Os demais reagentes
foram pipetados e procedeu-se a mesma inversdo e repouso. Utilizando uma pipeta foi
removido e eliminado o mé&ximo possivel dos reagentes. Foi repetida a pipetagem e remocéo
dos reagentes.

Em seguida foi adicionado a cada tubo 200 pL de TEQ!1 (10 mM Tris, 0,1mM EDTA)
que apds tampado foi virado duas vezes e incubado durante 5 minutos em temperatura
ambiente, ap6s 0 que, os reagentes foram pipetados para retirar 0 méximo possivel RTE. O
procedimento de adigéo e pipetagem de TEQ1 foi repetido.

Cada disco FTA® foi entéo transferido para um tubo de PCR com uma pinga limpa e
esterelizada. Os discos secaram por uma hora em temperatura ambiente.

Ao manusear os discos secos foram tomados cuidados por causa da carga estatica que
pode se desenvolver em alguns materiais de plastico de laboratério que podem repelir os
discos. Desde que o processo de purificacdo do DNA remove a prote¢do quimica da FTA®,
recomendou-se que a amplificacdo do PCR fosse realizado dentro de um periodo de trés horas

de secagem ou a amostra armazenada a 4° C.

2.3.2. Amplificacdo das amostras do DNA

As regides ITS1-5,8S-ITS2 do rDNA foram amplificadas utilizando os iniciadores
ITS1 (5’TCCGTAGGTGAACCTGCGG3’ e ITS4 (5’TCCTCCGCTTATTGATATGC3’)
(Invitrogen) (WHITE et al., 1990). Seguindo a metodologia modificada de Saiki (1988), cada
tubo de PCR contendo amostra com DNA purificado seco, sofreu o acréscimo de j25-50uL do
mix completo de amplificagéo e levado a Termociclador Biocycler MJ96+®, programado
com ciclos de temperatura pré-estabelecidos e tempos exatos especificos para cada reagao
(fragmento a ser amplificado). Na primeira etapa do ciclo a temperatura foi elevada de 94 °C
por 4 minutos para separar a dupla cadeia de DNA (Desnaturagdo). Na segunda etapa, a
temperatura foi reduzida a 55 °C, para que 0s primers se anelassem (processo de pareagéo)
com a fita molde de DNA (anelamento). Na ultima etapa do ciclo a temperatura foi elevada a

72°C por 90 segundos e por fim uma extenséo final a 72°C por 10 minutos para a enzima
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funcionar sintetizando a nova molécula. Em seguida um novo ciclo foi iniciado até completar
30 ciclos.

Para a amplificacdo das amostras foram utilizados um total de 50 uL de componetes,
sendo a mistura realizada através de pipetagem de 28,25 uL de &gua ultra pura, 5,0 uL de
solucéo tampéo, 0,5 puL de dNTPs, 5,0 uL de iniciador 1TS1, 5,0 uL de iniciador 1TS4, 3,0 uL
de MgCl,, 0,25 uL. de Taq polimerase e 3,0 uL de DNA.

2.3.3. Eletroforese em Gel de Agarose

Apos a amplificacdo, 4 uL da reagdo de PCR, mais 4 pL de tampdo decorrida, foram
avaliados por eletroforese em gel de agarose 2%: 7g de agarose aquecidos no microondas por
2-3 minutos em poténcia méxima até a completa dissolucdo da agarose. Apds o resfriamento
desta solucéo foi adicionado (10 mg.mL™) 6,5 uL de Brometo de Etidio. O volume do gel foi
completado para 80 mL, colocado no injetor de gel, e, em tampdo TBE 1X (Tris — HCI
0,89M; Acido Bérico 0,89M; EDTA 0,02M), juntamente com um padréo de peso molecular
de 100 pb (pares de base).

Sequencialmente, o gel foi vertido continuamente na placa aderente sobre a qual
ficaram 0s espagadores cobertos pela placa repelente, com grampos nas laterais da placa
nivelada. Apos verter o gel, foi colocado o pente invertido na placa fixado com os grampos e
deixado em repouso para completa polimerizacao.

Para correr o gel foram seguidos o0s seguintes passos: Antes de colocar o gel para
aquecer, foram limpos os residuos nas placas e no local onde fica o pente; a seguir foram
retirados os grampos da placa e o gel encaixado no suporte (cuba de eletroforese Gator™®);
0 espago onde fica o pente foi limpo, ndo tocando na linha deste pente. Apos, o tampéo foi
colocado em cima e embaixo das placas; encaixados 0s suportes das correntes; conectados 0s
plugs na fonte; colocado o medidor de temperatura e s6 entdo o gel foi aquecido por 45
minutos (a temperatura chegando a 45°C) com tampéo TBE 1X.

As canaletas foram limpas com borrifador e com o gel ja aquecido o pente foi
colocado criando pogos para a colocagdo das amostras que foram aplicadas rapidamente,
deixando correr por 15 minutos, desligando e tirando o pente. Apds este procedimento as
amostras ficaram correndo no gel por um periodo aproximado de 1 % horas (agquecimento:
1300V 46mA 60W e apds aplicar as amostras: 900V 75mA 75W). Como o DNA é carregado
negativamente foi sendo atraido pelo eletrodo positivo migrando através do gel de agarose.

Apos a corrida das amostras na presenca da corrente elétrica, o gel foi visualizado em luz
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ultravioleta que fez o DNA brilhar (como “rastros” deixados no processo da corrida) pela

adicdo do brometo de etidio, fotografado.

2.3.4. Sequenciamento da regido ITS do rDNA

O sequenciamento foi realizado no Laboratério de Identificagdo Genética (LIG) do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre-RS. Os produtos da reacdo de PCR foram encaminhados
para o LIG para a realizacdo do sequenciamento, o qual foi realizado no ABI Prism 3130xI
(Applied Biosystems). Juntamente com o produto da reacdo de PCR foi encaminhada a
solucédo dos primers ITS1 (10uM) e ITS4 (10uM), utilizada na reacéo de PCR.

2.3.5. Anélise filogenética

As sequéncias obtidas através do sequenciamento foram utilizadas para fazer o
alinhamento pelo software Clustal W (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/) e ap6s foram
processadas no Software Mega 3.1, para construgdo da arvore filogenética dos isolados. Foi
utilizado o método de TAMURA-NEI (1993) para a construgdo da matriz de distancias, e o

método de Neighbor-Joining (NEI, 1987) para a construcédo da arvore.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. ANALISE MORFOLOGICA

Na analise feita através da observacéo e comparacéo da cor das coldnias, os isolados
apresentaram coloracédo entre o rosa claro e alaranjado (Anexo 1), compativel com C. rosea
GFO4, isolado de morangos e compardvel com coloracdo descrita na literatura por Seifert
(2001) em Fusarium sp.

A avaliagdo do incremento de hifas dos isolados avaliados pela média da medida do
raio de 5 colonias crescidas em placas de Petri demonstrou um maior crescimento do isolado

Al, ficando M8 e M3 com media proxima a obtida por GFO4 C. rosea (Tabela 10).

Tabela 10 - Média do crescimento do diametro das coldnias dos
isolados candidatos, comparadas a obtida pelo isolado
GFO4 de C. rosea.

Médiada medida do Raio

Isolado
(cm)
I o VR
Al 9,0
M8 58
M3 6,2

*Meédias obtidas em 5 placas de cada isolado

As observacdes das estruturas fungicas feita através de métodos de microscopia dptica
permitiu observar que a medida que as hifas foram crescendo e se ramificando iniciaram o
processo de diferenciagdo hifal, o que caracteriza um crescimento polarizado, corroborando
com Esposito & Azevedo (2004) de que esta é uma caracteristica comum a fungos
filamentosos com micélio verdadeiro, como é o caso de C. rosea e Fusarium sp.

Néo foi possivel observar corpo de Worin ocluindo parcialmente poros de septos do
isolado Al, o que por si s, ndo exclui a possibilidade de ser C. rosea, porém foi o Gnico que

apresentou peritécios o que segundo Samuels et al. (2001) é uma caracteristica da fase
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telemorfica encontrada nos géneros Cosmospora, Nectria e Gibberella, fase telemorfica de
Fusarium sp., podendo sugerir que Al seja este fungo.

A presenca de pontes de ligagdo entre hifas vizinhas ou anastomoses que conforme
literatura sdo encontradas em fungos como C. rosea puderam ser visualizadas nos trés
isolados em estudo bem como no isolado GFO4. No é&pice de algumas hifas foi possivel
observar a presenca de vesiculas de Spitzenkdrper em contraste de luz, vistas como uma
regido mais escura e mais ou menos esférica apresentando conjunto de vesiculas com core
claro, orientado em diregdo ao apice compativel com o padrdo 3, o que para Esposito &
Azevedo (2004) é caracteristico dos ascomicetos que séo septados (Anexo 2).

Em primeira observagdo, os conidios se apresentaram sob forma de microconidios,
unicelulares ovais em fialosporos hialinos ou coloridos em massa com producdo apical
sucessiva, 0 que poderia ser uma caracteristica de C. rosea. Porém, em diversas observagdes
posteriores foram verificados conidios médios (mesoconidio) formados por 2 células, o que
segundo Seifert (2001) é encontrado em poucas espécies de Fusarium, e ainda macroconidios
levemente curvos e septados caracteristicos do género. Isto corrobora com Boot (1971),
quando afirma que este fungo nem sempre produz todos os tipos de esporos, o que pode
dificultar uma caracterizagéo baseada apenas em uma primeira anélise morfolégica. Porém os

conidi6foros destes fungos apresentam diferencas.

3.2. ANALISE FILOGENETICA

A quantificacdo do DNA gendmico extraido dos fungos Al, M3 e M8 isolados de
culturas de amoreira, framboeseiro e mirtileiro e de GFO4 obtido de estruturas de
morangueiros mostrou aproximadamente 600pb (pares de base). Esta PCR resultou da
utilizagdo dos iniciadores ITS1 e ITS4 em gel de agarose 2% (Figura 8). Apds realizado o
sequenciamento foi possivel fazer o alinhamento das sequéncias obtidas no software ClustalW
(http://www.ebi.ac.uk/clustalw/) no qual se observou a diferenca genética existente entre 0s
bidtipos. Foi utilizado junto ao alinhamento das sequéncias um outgroup de Cucumis sp. para

enraizar a arvore filogenética. (Anexo 4).
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Figura 8 - Gel da extracdo e quantificagdo do DNA gendmico extraido de isolados Al de solo
de amoreira, M3 e M8 de solo de framboeseiro e GFO4 de tecidos de morangueiro com o
marcador Lambda.

As sequéncias de DNAs obtidas dos isolados Al, M3 e M8 e GFO4 mostram que
existe diferenca genética entre os bidtipos dos fungos isolados, sendo que Al, M3 e M8
pertencem ao um mesmo grupo, porém diferem geneticamente entre si, embora M3 e M8
estejam muito proximos. Estas diferencas podem ser evidenciadas pela construcdo da arvore
filogenética através do software Mega 3.1 a partir das seqliéncias obtidas e alinhadas
utilizando-se o software Clustal W (Figura 9).

I: M8
M3
Al

— OUTGROUP
GFO4

0.02

Figura 9 - Arvore filogenética construida pelo software Mega 3.1 a partir de sequéncias da regi&o
ITS1-5,8S e ITS2 do rDNA de biotipos de isolados flngicos utilizando o método Neighbor-
Joining e utilizando como outgroup a sequéncia do bidtipo de Cucumis sp. obtida no GenBank.

Através da pesquisa no Blastn encontrou-se organismos cujas sequéncias se
assemelham com as sequéncias confrontadas. A similariedade das bases entre as seqiiéncias
obtidas neste estudo quando confrontadas com as do GenBank foram de 99% a 100% que
segundo ALTSCHUL et al. (1997) indica alta confiabilidade de correlagdo entre o isolado
confrotado com aquele semelhante depositado no banco de dados. Isto nos permite afirmar
com maior precisdo a identidade dos isolados utilizados neste trabalho demonstrados através
de relagdes filogenéticas (Quadro 4).
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Isolado Blast Espécie Score | Evalue | indice de
similaridade
Al HQ637284.1 Giberella moniliformes 893 0,0 99%
M8 JN222394.1 Fusarium oxysporum 593 0,0 99%
M3 HQ451894.1 Fusarium oxysporum 898 0,0 100%
GFO4 HM849054.1 Bionectria sp. 931 0,0 99%

Quadro 4 - Analise de confrontacdo das sequéncias obtidas com as do banco de dados do GenBank, por meio do

Blastn com a espécie de maior score.

Segundo Fungaro (2000), através do rDNA, é possivel a separacdo dos isolados em

espécies distintas e conseqiientemente a diferenciagdo dos isolados dentro de cada espécie. Os

isolados M3 e M8 sdo espécies de Fusarium oxysporum porém diferem entre si dentro da

filogenia. Al representa o género Giberela monillia que corresponde a fase telemorfica de

Fusarium oxysporum, segundo o INDEX Fungorum acessado em outubro de 2011,

completando e confirmando o que foi observado em anélise morfoldgica.

Os isolados M3, M8 e Al, apesar de pertencerem ao mesmo género, sao de espécies

diferentes e ndo desenvolveram doencas quando testados em trabalhos anteriores quanto a sua

patogenicidade em culturas de amoras, framboesas e mirtilos, podendo, segundo Hamada

(2005) estar em fase de ciclo saprofitico ou formae speciallis ndo desenvolvendo doenca

quando aplicados nestas culturas.
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4. CONCLUSOES

- A anélise morfoldgica das col6nias dos isolados Al, M3 e M8 possibilitou a
determinar o Filo dos mesmos como sendo Ascomycetos.

- A fases anamdrfica e telemorfica sémente foram determinadas através de
identificagdo molecular.

- As sequéncia de bases da regido 1TS1-5,8S-ITS2 permitiram inferir sobre a possivel
espécie de fungo que pertence o segmento de DNA analisado, constituindo uma ferramenta
atil em estudos de diversidade genética;

- As sequéncia de bases do isolado Al corresponde a Giberella moliformes, telemorfo
de Fusarium sp.

- As sequéncias obtidas em GFO4 correspondem a Bionectria sp, fase telemorfica de
Clonostachys rosea.

- Os fungos M3 e M8 apresentam sequéncias de bases corespondentes a espécies de
Fusarium oxysporum, diferentes quanto a filogenia.

- A auséncia de sintomas em plantas inoculadas anteriormente podem indicar que as
espécies M3 e M8 estdo em fase de ciclo saprofitico ou ndo Formae speciallis ndo
desenvolvendo doenga quando aplicados.

-0 isolado GFO4 quando em analise molecular, demonstrou ser Bionectria sp., 0 que

corresponde a fase telemorfica de C. rosea.
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9. CONCLUSOES GERAIS

- O controle bioldgico de Botrytis cinerea em pequenos frutos pode ser potencializado pelo

uso de fungos antagonistas em co-inoculacéo.

- A caracteristica de antagonismo a B. cinerea pode ser expressada por outros fungos que ndo
aqueles ja conhecidos como Clonostachys rosea e Trichoderma sp., o que justifica a

continuidade dos trabalhos nesta linha de pesquisa.
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Anexo 1- Cor de colbnias dos isolados A1, M8 e M3 comparados com o isolado C. rosea

GFO4

Y R — AACCCCTGTGA-CATACCACTTGTTGCCTCGGCGGA 35
N ——— TCCCAACCCCTGTGA-CATACCAATTGTTGCCTCGGCGGA 39
L]0 —— AACCCATGTGA-CATACCTATTGTTGCTTCGGCGGG 35
L —— TCCAACCCCTGTGA-CATACCACTTGTTGCCTCGGCGGA 38
OUTGROUP  ATTAGACAAGTTATCTAACTCCCAAACCCATGTGAACTTACC-ACTGTTGCCTCGGCAGA 59
. *
M3.2 o \cormmm— CC----GC-----TCC----CGG---TAAAACGGGACGG- 63
ALl o Yc oRmmmm— CC-----GC------TCC---CGG-—-TAAAACGGGACGG- 67
GFO4.2  A-TTGC---mmeeme CCCGGGCGC--—--CTC--GCG--TGCCCCGGATCAGG 69
M8.1- o7\ clommmm— CC----GC----TCC---CGG--TAAAACGGGACGG- 66
OUTGROUP  TGTTGCTGGGCGAACCTACCCTGTAGCGAGCTACTCTGTAGCGACCTACCCGGGAACGGC 119
ok e ek kA ok Ak ek
[V ——— CCCGCCAGAGGACCCCTAAACTCTGTTTCTATATGTAACTTCTGAGT 110
Y ——— CCCGCCAGAGGACCCCTAAACTCTGTTTCTATATGTAACTTCTGAGT 114
[c]=/oY 1 J—— CGCCCGCCT-AGGAACTTTAACTCTTGTTTTATTTTGAATCTTCTGAGT 117




M8.1- - CCCGCCAGAGGACCCCTAAACTCTGTTTCTATATGTAACTTCTGAGT 113
OUTGROUP TTACCCTGTAGCGCCTGCCGGTGGACTACTAAACTCTTGTTATTTTTAAGTAATCTGAGC 179

Kk kK kkk  Kkkk ok kK Kk k FkkkKk

M3.2 AAAACC-ATAAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAA 169
All AAAACC-ATAAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAA 173
GFO04.2 AGTTTTTACAAATAAATAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAA 177
M8.1- AAAACC-ATAAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAA 172

OUTGROUP GTCTTATTTTAATAAGTCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAA 239

*

M3.2 GAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTT 229
All GAACGCAGAAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTT 233
GFO04.2 GAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTT 237
M8.1- GAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTT 232

OUTGROUP GAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTT 299

M3.2 TGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAA 289
All TGAACGCACAGTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAA 293
GFO04.2 TGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCTGAGCGTCATTTCAA 297
M8.1- TGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAA 292

OUTGROUP TGAACGCACATTGCGCCCATTAGTATTCTAGTGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAA 359

*

M3.2 CCCTCAAGCAC----AGCTTGGTGTTGGGACTCGCG--TTAATTCGCGT----------- 332

All CCCTCAAGCCC----AGCTTGGTGTTGGGACTCGCGAGTTAAATCGCGT----------- 338

GFO04.2 CCCTCATGCCCCTAGGGCGTGGTGTTGGGGATCG---GCCAAAGCCCGCAAGGGACGGCC 354
M8.1- CCCTCAAGCGC---AGCTTGGTGTTGGGACTCG CG 324

OUTGROUP CCCTTAAGCCT----AGCTTAGTATTGGGAACTGGC--TTTACTGCCAT----------- 402

M3.2 --TCCTCAAATTGATTGGCGGTCACGTCG-AGCTTCCATAGCGTAGTAGTAAAACCCTCG 389
All -TCCCCAAATTGATTGGCGGTCACGTCG-AGCTTCCATAGCGTAGTAGTAAAACCCTCG 395

GFO04.2 GGCCCCTAAATCTAGTGGCGGACCCGTCGTGGCCTCCTCTGCGAAGTAGTGATATTC-CG 413
M8.1-
OUTGROUP -TCCTCAAATTCAACGGCGGATTTATAGCAATCTCTG-AACGTAGTAATTTTTTTCTCG 459

M3.2 TTACTGGTAATCGTCGCGGCCACGCCGT-TAAACCCC---AACTTCTGAATGTTGACCTC 445
All TTACTGGTAATCGTCGCGGCCACGCCGT-TAAACCCC---AACTTCTGAATGTTGACCTC 451
GFO04.2 C-ATCGGAGAGCGATGAGCCCCTGCCGT-TAAACCCCC--AACTTTCTAAGGTTGACCTC 469
M8.1-

OUTGROUP TTTTTGAAATACTGTAAACCTCAGCCGCATAAACCCCCCAGATTTTTAATGGTTGA---- 515

M3.2 GGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATA 486

All GGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATA 492

GF0O4.2 AGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATA510

M8.1-

OUTGROUP

CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignment Sem outgroup

M3.2 ----AACCCCTGTGACATACCACTTGTTGCCTCGGCGGATCAGCCC-----GCTCCCGGT 51
Al.l TCCCAACCCCTGTGACATACCAATTGTTGCCTCGGCGGATCAGCCC-----GCTCCCGGT 55
M8.1- -TCCAACCCCTGTGACATACCACTTGTTGCCTCGGCGGATCAGCCC-----GCTCCCGGT 54

GFO04.2 ----AACCCATGTGACATACCTATTGTTGCTTCGGCGGGATTGCCCCGGGCGCCTCGCGT 56

Fkkk *k Kk kK
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M3.2 AAAACGGGACGG---CCCGCCAGAGGACCCCTAAACTCTGTTTCTATATGTAACTTCTGA 108
All AAAACGGGACGG---CCCGCCAGAGGACCCCTAAACTCTGTTTCTATATGTAACTTCTGA 112
M8.1- AAAACGGGACGG---CCCGCCAGAGGACCCCTAAACTCTGTTTCTATATGTAACTTCTGA 111

GFO04.2 GCCCCGGATCAGGCGCCCGCCT-AGGAACTTTAACTCTTGTTTTATTTTGAATCTTCTGA 115

Fhkk Kok hhkkkkk khkkk ok kkk  AkAAk Kk kk ok kkkhkkk

M3.2 GTAAAACC-ATAAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATG 167
All GTAAAACC-ATAAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATG 171
M8.1- GTAAAACC-ATAAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATG 170

GFO04.2 GTAGTTTTTACAAATAAATAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATG 175

Fkk *

M3.2 AAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATC 227
All AAGAACGCAGAAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATC 231
M8.1- AAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATC 230

GFO04.2 AAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATC 235

M3.2 TTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTC 287
All TTTGAACGCACAGTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTC 291
M8.1- TTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTC 290

GFO04.2 TTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCTGAGCGTCATTTC 295

M3.2 AACCCTCAAGCAC----AGCTTGGTGTTGGGACTCG---------CG--TTAATTCGC-G 331
All AACCCTCAAGCCC----AGCTTGGTGTTGGGACTCG--------- CGAGTTAAATCGC-G 337
M8.1- AACCCTCAAGCGC----AGCTTGGTGTTGGGACTCG--------- CG--mmmmm - 324

GFO04.2 AACCCTCATGCCCCTAGGGCGTGGTGTTGGGGATCGGCCAAAGCCCGCAAGGGACGGCCG 355

FhkAAAAAK KKk * Kk kAKKRARAKAK Kkk *%

M3.2 TTCCTCAAATTGATTGGCGGTCACGTCG-AGCTTCCATAGCGTAGTAGTAAAACCCTCGT 390
All TTCCCCAAATTGATTGGCGGTCACGTCG-AGCTTCCATAGCGTAGTAGTAAAACCCTCGT 396
M8.1-

GFO04.2 GCCCCTAAATCTAGTGGCGGACCCGTCGTGGCCTCCTCTGCGAAGTAGTGATATTC-CGC 414
M3.2 TACTGGTAATCGTCGCGGCCACGCCGTTAAACCCC-AACTTCTGAATGTTGACCTCGGAT 449

All TACTGGTAATCGTCGCGGCCACGCCGTTAAACCCC-AACTTCTGAATGTTGACCTCGGAT 455
M8.1-

GFO04.2 -ATCGGAGAGCGATGAGCCCCTGCCGTTAAACCCCCAACTTTCTAAGGTTGACCTCAGAT 473
M3.2 CAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATA 486

All CAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATA 492

M8.1-

GFO04.2 CAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATA 510

Anexo 3. Alinhamento das sequéncias, onde Al é o isolado obtido de amoreira, M3 e M8 obtidos de mirtileiro,
GFO4 corresponde a C. rosea isolado pela Embrapa CNPUVI e OUTGROUP é uma sequéncia de Cucumis sp
utilizada para enraizar a arvore na analise filogenética.



