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CONTROLE BIOLOGICO COMO COMPONENTE DO MANEJO INTEGRADO DE
DOENCAS FUNGICAS EM BEGONIA

RESUMO - As espécies de Trichoderma spp. € Clonostachys rosea sao
bastante estudadas atualmente para o controle biolégico de doencas de plantas. O
objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial dos antagonistas, Trichoderma
asperellum (LQC96) e Clonostachys rosea (LQC62), no controle biolégico das
principais doencas fungicas de begbnia (mofo cinzento, mancha de Mirotécio e
podriddo do colo). A etiologia da podridao do colo em begbnias foi estudada por
meio das analises de suas caracteristicas morfolégicas e moleculares. Foram
realizados ensaios in vitro a fim de verificar os mecanismos envolvidos no controle
biolégico dessas doencas, avaliados por meio da producao de compostos volateis e
compostos soluveis com acao inibitéria aos patdégenos, além da capacidade
hiperparasitica dos antagonistas. A metodologia para avaliar os compostos volateis
consistiu em posicionar dois fundos de placas de Petri sobrepostas, contendo em
uma delas cultura do antagonista e em outra, do patégeno. Para avaliar os
compostos soluveis, foram utilizadas duas metodologias, o método em cultivo sobre
o papel celofane para LQC96 e o método do filtrado da cultura liquida para LQC62.
O hiperparasitismo foi avaliado por meio de culturas pareadas. Verificou-se a
colonizagao e a supressao da esporulacao em discos e em hastes de begébnias.
Apoés a andlise do potencial in vitro, foram realizadas ensaios em casa de vegetacao,
a fim de verificar o controle dessas doencas em cultivo comercial de begénia. Nos
ensaios in vitro, verificou-se que os antagonistas tiveram atividade antagdnica contra
esses patégenos, com a producdo de compostos volateis e sollveis, além de
demonstrar a capacidade hiperparasitica de ambos antagonistas. Ambos agentes de
controle bioldgico avaliados foram capazes de colonizar os discos e hastes de
begdnia e a aplicagdo preventiva na concentracdo de 1x10’ conidios.ml’
demonstrou ser a mais efetiva na supressdao da esporulacdo dos patdbgenos em
discos e hastes de begbnia. No ensaio em cultivo comercial houve reducdo da
incidéncia das doencas com a aplicacdo semanal dos antagonistas. Para o controle

do mofo cinzento e da mancha de Mirotécio as pulverizacdes foliares semanais de
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LQC62 reduziram a incidéncia dessas doencas. Para o controle da podriddo do colo
em begbnias, os tratamentos com LQC62 com aplicacdo foliar e no substrato
apresentaram os melhores resultados seguidos dos tratamentos com LQC96,
concluindo que ambos antagonistas foram eficientes no manejo da podridao do colo
em begbnia. Quanto a etiologia da podriddo do colo descartou-se a associacédo da
doenca a F. begoniae devido a presenca de clamidosporos. Com base na analise da
regido ITS, observou-se 99% de similaridade com isolados de F. oxysporum.
Entretanto, na analise da regido do fator de elongacdo 1-alfa, houve maior
similaridade (100%) com isolados de F. foetens. Desta forma, com as analises
efetuadas, ndo foi possivel chegar a uma identificagdo precisa da espécie de
Fusarium associada aos sintomas de podriddo do colo. Sendo assim, estudos
morfolégicos e moleculares complementares sdo necessarios para a identificagao

desta espécie.

Palavras-chave: Begonia elatior, Botrytis cinerea, Clonostachys rosea, Floricultura,

Fusarium sp., Myrothecium roridum, Trichoderma asperellum.



BIOLOGICAL CONTROL AS A COMPONENT OF INTEGRATED MANAGEMENT
OF FUNGAL DISEASES IN BEGONIA

ABSTRACT - Currently the species of Trichoderma spp. and Clonostachys
rosea are widely studied for biological control of plant diseases. The aim of this study
was to evaluate the potential of these isolates these antagonists (7. asperellum
LQC96 and C. rosea LQC62) in the biological control of major fungal diseases of
begonia (gray mold, Myrothecium leaf spot and stem rot). The etiology of stem rot
was studied using morphological and molecular analysis. [In vitro assays were
performed to verify the mechanisms involved in the biological control of these
diseases, measured by the production of volatile and soluble compounds with an
inhibitory effect on pathogens and the ability of antagonist hyperparasitism. The
methodology for assessing the volatiles consisted of placing two Petri dishes
superimposed on one culture containing the antagonist and another pathogen. To
evaluate soluble compounds, two methods were used, the cultivation on cellophane
for LQC96 and and the culture liquid filtrate method for LQC62. The hyperparasitism
was assessed using paired cultures. There colonization and suppression of
sporulation was evaluate on leaf disks and stem of begonias. After analysis of the
potential in vitro assays, were performed in a greenhouse in order to verify the control
of these diseases in commercial cultivation of begonia. In vitro assays was found that
the antagonists were antagonistic activity against these pathogens, producing volatile
and soluble compounds, and demonstrate the ability of hyperparasitism. Both
biocontrol agents evaluated were able to colonize the leaf discs and stem of begonia
and preventive application in concentration of 1x10” conidia mL™" proved to be the
most effective in suppressing pathogen sporulation on leaf discs and stem of
begonia. The essay on commercial cultivation decreased the incidence of diseases
with weekly application of antagonists. For control of gray mold and Myrothecium leaf
spot, the foliar sprays weekly LQC62 reduced the incidence of these diseases. For
control of stem rot, treatments with LQC62 with foliar application and soil application
showed the best results followed by treatment with LQC96, concluding that both

antagonists were effective in the management of stem rot in begonia. The etiology of
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stem rot caused by Fusarium sp. on begonias demonstrate that the morphological
features discarded F. begoniae, due to the presence of chlamydospores. Based on
the analysis of the ITS region, there was 99% similarity with isolates of F. oxysporum.
However, the analysis of the region of elongation factor 1-alpha, a greater similarity
(100%) with isolates of F. foetens. Thus, with the analyzes performed, it was not
possible to reach a precise identification of the species of Fusarium associated with
symptoms of stem rot. Therefore, morphological and molecular studies are needed to
confirm this species.

Keywords: Begonia elatior, Botrytis cinerea, Clonostachys rosea, Floriculture,

Fusarium sp., Myrothecium roridum, Trichoderma asperellum.



CAPITULO 1 - Consideracgées gerais
1. INTRODUGAO

As cultivares de Begonia x elatior sao plantas provenientes do cruzamento de B.
socotrana Hook. x B. tuberhybrida Voss, estdo entre as dez flores mais vendidas na
Europa Ocidental (REYNOLDS et al., 1998) e no Brasil (JUNQUEIRA; PEETZ, 2008).
Isso ocorre em funcao de plantas deste género apresentam grande diversidade de cores
das inflorescéncias, bem como em funcao da resposta ao fotoperiodo e da longevidade
das inflorescéncias (LARSON, 1980; REYNOLDS et al., 1998).

Na cultura da begbnia, incidem doengas ocasionadas por fungos, bactérias, virus
e nematoéides, que demandam um manejo eficiente para evitar danos econémicos e sua
depreciacdo (ALEXANDRE; DUARTE, 1995). Dentre as doencas, destacam-se o mofo
cinzento (Botrytis cinerea), mancha de Mirotécio (Myrothecium roridum), fusarioses
(Fusarium spp.), podriddo da haste (Lasiodiplodia theobromae) e mancha bacteriana
(Xanthomonas axonopodis pv. begoniae) (ALEXANDRE; DUARTE, 1995; DAUGHTREY
et al., 1995, SCHROERS et al., 2004; FUJINAWA et al., 2012a).

Nao existe nenhuma medida de controle que seja eficiente de forma isolada, seja
comercialmente efetiva e que proporcione protecao das plantas por longo prazo. Nao se
tem observado resisténcia das variedades de B. elatior a essas doengas. Algumas
medidas de controle sdo adotadas para minimizar as perdas, tais como a limpeza de
mesas, bancadas, ferramentas e maquinarios, rouguing, eliminacdo e destruicdo de
restos culturais, obtencdo de mudas sadias, manejo do ambiente e obtencdo de
substrato livre do patégeno e de boa drenagem (JARVIS, 1989; JARVIS, 1992;
ALEXANDRE; DUARTE, 1995; DAUGHTREY et al.,, 1995; HAUSBECK; MOORMAN,
1996; O’'NEILL et al., 2000; GULLINO; GARIBALDI, 2007).

O controle biolégico tem sido uma alternativa estudada para o manejo de doencas
em plantas ornamentais (SUTTON et al., 1997; KOHL et al., 1998; TATAGIBA, et al.,
1998; MCQUILKEN et al., 2001; PAULITZ; BELANGER, 2001; MORANDI et al., 2003,
MORANDI et al. 2006 SILVERA-PEREZ et al., 2010). Um agente de controle biolégico
bastante estudado é o fungo Clonostachys rosea, anteriormente classificado como
Gliocladium roseum (SAMUELS, 1976; SCHROERS et al., 1999).
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Os primeiros trabalhos com C. rosea iniciados no final da década de 1980,
mostraram que este antagonista é capaz de suprimir a esporulacao de B. cinerea em
folhas, pétalas e estames de morangueiro, com eficacia igual ou superior a captan,
fungicida padrao no controle da doenca (PENG; SUTTON, 1991). Deste entdo, este
fungo tem sido testado no controle de B. cinerea em outros hospedeiros, em
ornamentais como geranio, begbnia, ciclamen, rosa e fucsia (SUTTON et al., 1997;
TATAGIBA, et al., 1998; KOHL et al., 1998; MORANDI et al., 2003, MORANDI et al.,
2006; SILVERA-PEREZ et al., 2010). Clonostachys rosea reduz o desenvolvimento e
esporulacdo de B. cinerea por competicao por nutrientes, hiperparasitismo, competicao
por nutrientes e por colonizacdo de tecidos senescentes e tecidos mortos (LUMSDEN,
1981; SUTTON et al., 1997; YU; SUTTON, 1997a; KOHL; FOKKEMA, 1998; MORANDI
et al., 2001).

Da mesma forma, Trichoderma spp. tém sido amplamente utilizado como agentes
de controle biolégico, tanto no controle de patégenos foliares, quanto para patégenos do
solo (ANDREWS, 1992; ELAD, 2000; PAULITZ, 2000; PAULITZ; BELANGER, 2001). O
isolado de T. harzianum T39 foi primeiramente desenvolvido para o controle do mofo
cinzento na cultura da uva, e atualmente é um dos agentes de biocontrole mais utilizado
para o biocontrole do mofo cinzento em casa de vegetacdo em varias
culturas(MALATHRAKIS; KLIRONOMOU, 1992; ELAD; SHTIENBERG, 1995; ELAD;
SHTIENBERG 1996; ELAD et al., 1996; HJELJORD, et al., 2000).

Esse trabalho teve como objetivos: i) Avaliar os mecanismos de acdo dos
antagonistas, T. asperellum LQC96 e C. rosea LQC62, no controle biolégico do mofo
cinzento, da mancha de Mirotécio e podridao do colo; ii) Avaliar a colonizacdao de LQC96
e LQC62 em discos de folha ou haste de begbnia, bem como a supressdo da
esporulagcdo de B. cinerea, M. roridum e Fusarium sp.; iii) verificar o potencial de
biocontrole dos antagonistas, LQC96 e LQC62, as doencas fungicas de begbnia em
condi¢cdes comerciais de cultivo e, por fim iv) Verificar a etiologia de Fusarim sp., agente

causal da podridao do colo em begbnias.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. O comércio de plantas ornamentais

No Brasil, o cultivo e a comercializacdo de plantas ornamentais tornou-se uma
atividade expressiva a partir da década de 70, iniciados principalmente pelos imigrantes
europeus e asiaticos. E em consequencia, esta atividade passou a apresentar os
primeiros sinais de organizagao e crescimento nos estados de Sao Paulo e Minas Gerais
(JUNQUEIRA; PEETZ, 2008; SAO JOSE, 2005).

A producdao de plantas ornamentais apresenta um fluxo no comércio
internacional na ordem de U$ 60 bilhées por ano, ocupando uma darea cultivada mundial
de aproximadamente 190 mil hectares (MOTOS, 2000). Em 2007, o Brasil exportou U$
35,28 milhdes, resultado 9,18% maior quando comparado com o obtido no ano anterior
(JUNQUEIRA; PETTZ, 2008). Porém em 2010, as exportagbes foram de U$ 28,8
milhdes, segundo SECEX, tendo uma reducao de 8,8% em relacdo a 2009. Em 2012, o
volume foi de 26,1 milhoes, sendo esperadas mais redugdes em 2013 (BITTENCOURT,
2013). No cenario mundial, o mercado de flores esta concentrado na Unido Européia,
Estados Unidos e Japao. Destacam-se, ainda, a Colémbia, o Equador e a Costa Rica na
América Latina, e a China, na Asia (MOTOS; PACHECO, 2004).

Apesar das caracteristicas do mercado externo, o principal mercado da floricultura
brasileira € o interno, que em 2007 atingiu 1,3 bilhdes de ddlares e, apesar de exportar
para mais de 40 paises, esta exportacao representou somente 0,22% do mercado
internacional e 3% da produgdo nacional (BUAINAN; BATALHA, 2007). O mercado
interno brasileiro demonstra ritmo de crescimento em 2012 e 2013 devido a
descentralizacdo do comércio de flores somente nas datas especiais, como Dia das
Maes e Dia dos Namorados vindo da mudanca de habitos dos brasileiros, além do
investimento da construcao civil em areas verdes (GARCIA, 2013, BITTENCOURT,
2013).

O consumo brasileiro gira em torno de US$ 4,70 per capita. Entretanto, no periodo
de 1994 a 1998, esse atingiu US$ 6,00 per capita. Contudo, tais nimeros sdo, ainda,

muito baixos frente a padrdes mundiais. Na Suica e na Noruega, por exemplo, o
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consumo per capita chega a US$ 170,00 e US$ 143, 00, respectivamente. Na Alemanha,
US$ 137, 00, nos EUA, US$ 36,00 e na Argentina, US$ 25,00. As estimativas indicam
que o consumo potencial €, pelo menos, equivalente ao dobro do atual, se superadas as
restricbes geradas por aspectos econOmicos e culturais, entre os quais o0 da
concentragdo da demanda apenas em datas festivas e comemorativas, como o Dia das
Méaes, dos Namorados, Finados, entre outros (ANUARIO BRASILEIRO DE FLORES,
2007).

No Brasil, a area cultivada é de aproximadamente 9 mil hectares, destacando-se
as regides Sul e Sudeste, as quais representam 70% da produgédo nacional de flores e
plantas ornamentais. A regido sudeste se destaca por possuir a maior area cultivada,
aproximadamente 5,5 mil hectares, e o maior volume de produgéo (AKI; PEROSA, 2002;
KIYUNA et al., 2013; SAO JOSE, 2005; BRAINER; OLIVEIRA, 2007, IBRAFLOR 2012).
Apesar de ainda estar concentrado no Estado de Sao Paulo, particularmente nas regides
dos municipios de Holambra, Atibaia, via Dutra e Ibilina, a floricultura brasileira evidencia
fortes tendéncias de descentralizacdo produtiva e comercial para varias regidées de todo
o pais. Estima-se que existam cerca de 5 mil produtores de flores no Brasil, na categoria
de pequenos e médios empresarios, possuindo em média 1,8 hectares/produtor e
gerando 3,8 empregos/hectare, movimentando em torno de 20 milhdes (JUNQUEIRA;
PEETZ, 2007; BRAINER; OLIVEIRA, 2007).

A rentabilidade média anual, em 1995, de uma area de um hectare de flores
variava entre U$ 90 mil e U$ 150 mil, ao passo que, se neste mesmo hectare fosse
desenvolvida a atividade da fruticultura, a rentabilidade variava entre US$ 30 mil e US$
90 mil. Assim, Claro (1998) relatou ser possivel arriscar a afirmativa de que a floricultura
se constitui na forma mais adiantada de evolugcédo agricola, pois se utiliza de elevado
grau de tecnologia, além de ser altamente competitiva.

IBGE (2002) descreve com relacao ao controle de pragas e doengas, 81,94% dos
estabelecimentos com atividade principal "producédo de flores e plantas ornamentais"
fizeram controle. Dos 81,94% que fazem controle, 91,60% o aplicaram em plantas
ornamentais. Estes produtores apresentaram receita 30,84% maior em flores e plantas
ornamentais, em média, do que aqueles que ndo fizeram controle. E uma proporcédo
aparentemente alta, mas poderia ser maior em funcdo da necessidade de se evitar

organismos deletérios aos vegetais, com fins de ornamentagdo. E extremamente



negativa, do ponto de vista econémico, a ocorréncia de manchas ou outras altera¢des
nos padrdes desejaveis de qualidade, pois reduzem o valor da espécie explorada ou, até
mesmo, impedem a sua comercializacdo. Contudo, o que deve ser enfatizado neste
campo é o uso adequado de agrotéxicos, buscando a sua maior eficiéncia e seguranca,
bem como manejos alternativos para os problemas fitossanitarios.

Estudos sobre a eficiéncia dos agrotoxicos e boas praticas agricolas sdo de
fundamental importancia para que no Brasil ndo aconte¢a 0 que ocorreu na Holanda,
onde Griffin (1995) informou que, na década de 1970, a contamina¢cdo ambiental devido
ao uso de agrotdxicos na floricultura era tdo alta, que os holandeses tiveram que parar
de consumir agua de seus rios, abastecendo-se das aguas purificadas do rio Reno.

O incremento da producao de flores e plantas ornamentais € uma realidade em
diversos paises. O crescimento deste segmento no Brasil estd ligado aos altos
investimentos em tecnologia, grande diversidade e amplitude de climas e solos, além do
cultivo em ambiente protegido, viabilidade de cultivo de diversas plantas ornamentais
(nativas e exodticas) e a grande capacidade de gerar empregos diretos e indiretos
(ANEFALOS; GUINHOTO, 2003). Esses fatores sao determinantes diretos da qualidade
do produto, ao mesmo tempo em que permitem sensiveis ganhos competitivos via preco
no mercado externo. Por outro lado, ainda existe um longo caminho a trilhar no que
tange aos procedimentos de comercializacdo, desenvolvimento de novos nichos de
mercado e criacdo de programas de estimulo a demanda doméstica. Segundo Mager
(1995), a floricultura é uma atividade que deve ser incentivada, pois além de

proporcionar altos rendimentos, necessita de muita mao-de-obra e tecnologia.

2.2. A begonia e suas doencas

As begbnias sao do género Begonia pertencem a familia das Begoniaceas, com
aproximadamente 1200 espécies diferentes, existindo diversos hibridos comerciais, sdo
considerados um género muito popular de plantas de vaso (ROCKFORD; GORER,
1974). Consistem de plantas com diversos tamanhos, diferentes habitats, folhagens e
flores, mas apresentam caracteristicas em comuns: apresentam flores femininas e
masculinas separadas em uma mesma planta, a flor feminina possui ovario inferior tri-

aladas, e as flores comumente agrupadas, com bracteas na base da flor ou no caule;
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folhas alternadas, obliquamente ovais, com duas estipulas na base (BRILMAYER, 1963).
Elas podem ser classificadas pelo seu sistema radicular em fibrosas, tuberosas e
rizomatosas (SEABROOK; ROCHFORD, 1974; MEJIAS; RUANO, 1990). Segundo
Brilmayer (1963), as begbnias possuem origem tropical e as primeiras espécies foram
descobertas em Santo Domingo em 1690 por Charles Plumier, na qual as nomeou em
homenagem a Michel Begon. Na regido dos Andes, foi descoberta a primeira begbnia
tuberosa, a qual é a considerada a ancestral de todas as begbnias hibridas tuberosas
atualmente comercializadas. Da Africa, surgiram as begénias semi-tuberosas “Maple”,
do Brasil as B. semperflorens, e do México as espécies rizomatosas. Atualmente estao
sendo descobertas novas espécies (YE et al., 2004; PENG; LIU; KU 2005; THOMAS;
HUGHES, 2008).

A begbnia (Begonia x elatior Hort. ex Steud) é conhecida comumente como
begbnia de flor e estd entre as principais plantas ornamentais produzidas e
comercializadas no pais, sendo amplamente utilizadas principalmente na decoragéao de
interiores (REYNOLDS et al., 1998; JUNQUEIRA; PEETZ, 2008). As Begonia x elatior
sdo grupo de cultivares hibridas derivadas do cruzamento entre a B. socotrana Hook
proveniente do sudeste da Ardbia e de muitas espécies de begbnias tuberosas
(complexo de B. x tuberhybrida) do Peru e da Bolivia (KARLSSON; HEINS, 1992). No
Brasil, o cultivo de B. x elatior teve inicio no final da década 80 no estado de Sao Paulo
pela importagcdo de variedades oriundas da Europa. A comercializagdo ocorre durante
todo o ano com picos em determinadas épocas, como Dia Internacional da Mulher, Dia
das Méaes, Dia dos Namorados, Natal e Ano Novo. Comercializado principalmente em
CEASAs, como Entreposto Atacadista da CEAGESP (Sao Paulo), Mercado Permanente
de Flores da CEASA Campinas e em outros importantes centros de vendas, como
Veiling Holambra e SP flores.

No Brasil, o estado de Sdo Paulo destaca-se com o cultivo das variedades de B.x
elatior, sendo estas cultivadas sob casas de vegetacado, em vasos pote 11 e pote 15. O
ciclo da cultura é de aproximadamente 14 semanas e 19 semanas para pote 11 e pote
15, respectivamente. Existem cerca de 30 variedades, nas cores amarelo, laranja, rosa,
branco, vermelho e cores mistas. A propagacao é realizada por estaqueamento de
folhas, cultivadas em substratos comerciais, que geralmente contém turfa, casca de

pinus, casca de arroz carbonizado, fibra de coco e vermiculita expandida, mantidas sob
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alta umidade. A indugdo do florescimento ocorre no comprimento do dia de 12 e 14
horas, sendo assim, o produtor realiza o planejamento da produgcdo conforme 0 manejo
do fotoperiodo. As begbnias sdo plantas de interiores, devem ser mantidas em meia
sombra, sem sol direto e de preferéncia em locais quentes e Umidos.

As plantas ornamentais, incluindo as begbnias, sdo suscetiveis a um grande
namero de doengas que podem constituir um dos fatores limitantes a sua producao. As
doencas mais comuns em begbnias sdao o mofo cinzento (Botrytis cinerea), oidios
(Oidium begoniae), alternarias (Alternaria sp.), fusarioses ( Fusarium begoniae e F.
foetens), mancha bacteriana (Xanthomonas axonopodis pv. begoniae), murcha
bacteriana (Ralstonia solanacearum) cercosporiose (Cercospora begoniae), mancha de
mirotécio (Myrothecium roridum), antracnose (Colletotrichum gloeosporioides), podriddes
de folhas e hastes (Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum, Lasiodiplodia
theobromae e Pythium sp.) e nematbéide das folhas (Aphelenchoides fragariae)
(ALEXANDRE; DUARTE, 1995, DAUGHTREY et al., 1995, SCHROERS et al., 2004;
FUJINAWA et al., 2012%; FUJINAWA et al., 2012b). Essas doencas podem ser fatores
limitantes na sua producao afetando a qualidade, durabilidade e producao de begénias.

No caso do mofo cinzento, causado por Botrytis cinerea Pers.: Fr., cuja forma
perfeita € o ascomycota Botryotinia fuckeliana (de Bary) Whetzel, é um fungo
necrotrofico, ndo especializado, encontrado em todo o mundo, o qual esporula em
tecidos mortos ou em restos de culturas encontrados na superficie do solo e que causa
severas perdas em diversas culturas (LI et al., 2002; JARVIS, 1992). As infestacdes em
begbnias ocorrem quando a umidade esta elevada (>90 %) com temperaturas entre 20-
24 °C. A rapida mudanca da umidade relativa estimula a producdo de esporos,
principalmente nas horas mais quentes do dia. A alta densidade de plantas e baixa
circulagdo do ar podem favorecer o aumento da incidéncia desta doenga. Os conidios
sao dispersos pelo vento, gotas de agua ou movimento de trabalhadores efetuando
praticas culturais (JARVIS, 1980; JARVIS, 1989; HAUSBECK ;PENNYPACKER, 1991).

O patégeno ataca todos os érgaos de parte aérea, principalmente na fase final de
cultivo. Nas folhas, os sintomas iniciais sdo lesdes encharcadas e posteriomente torna-
se de coloracdo castanho claro, apresentando halos concéntricos acompanhado de
abundante esporulacdo de aspecto cotonoso de coloracdo cinza (conidios e

condio6foros). Nas flores, os sintomas podem variar desde pequenas manchas
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descoloridas e Umidas, os quais, com o0 progresso da doenca, evoluir para lesdes
necroticas com a completa destruicdo das flores. Pode afetar o estagio inicial, quando
afeta as mudas, ocasionando podriddes na base da estaca foliar. Para o manejo desta
doenca sao adotadas medidas culturais, como eliminacao diaria de restos culturais e
plantas infectadas, manutencdo de um espacamento adequado entre plantas adequado
para permitir a circulacdo de ar, manejo do ambiente (temperatura e umidade),
sanitizagao, irrigacao na altura do substrato para evitar o molhamento foliar, devendo ser
realizarda durante as primeiras horas do dia para que as folhas sequem, mantendo-se
mais secas possiveis e adubacdo adequada (JARVIS, 1989; JARVIS,1992;
DAUGHTREY et al., 1995; HAUSBECK; MOORMAN, 1996).

A aplicacdo de fungicidas é realizada quando ha condicbes propicias para o
aparecimento do mofo cinzento, sendo registrados produtos a base de tiofanato-metilico
e clorotalonil, (AGROFIT, 2012). Porém, ja tem relatos da resisténcia a fungicidas
observadas em isolados de B. cinerea (PAK et al.,, 1990; JOHNSON et al.,, 1994;
LAMONDIA E DOUGLAS, 1997; YOURMAN E JEFFERS, 1999; DIANEZ et al., 2002;
MYRESIOTIS et al., 2007), aspectos esses derivadis da sua grande maleabilidade
genética (KIMATI, 1995).

A mancha de mirotécio em begbnias foi recentemente descrita no Brasil por
Fujinawa et al. (2012b), e tem como agente causal o fungo Myrothecium roridum Tode:
Fr, o qual também possui uma ampla gama de hospedeiros, incluindo ornamentais como
gardénia, gloxinia, maria-sem-vergonha, sélvia, vrisea, lirio da paz, tango, anturio e
comigo-ninguém-pode (CHASE, 1992; TSAY et al., 1999; MANGANDI et al., 2007;
QUEZADO-DUVAL et al., 2010).

Myrothecium roridum é considerado um fungo parasita facultativo, sobrevivendo a
maior parte como sapréfita no solo, sendo patogénico na presenca de um hospedeiro
suscetivel e em condicoes favoraveis. Os sintomas em begbnias sdo manchas foliares
inicialmente pequenas e circulares evoluindo para irregulares, de coloragdo castanho
claras onde podem ser observadas a presenca de esporodoéquios de coloracdo verde-
escuro com formatos irregulares, com franja esbranquicada formada pelo micélio. Os
esporoddquios sdo formados em anéis concéntricos dentro das areas de necrose
(DAUGHTREY et al., 1995; FUJINAWA et al., 2012b).

Em meio BDA (Batata-Dextrose-Agar), M. roridum forma colénias de coloragdo



9

branca com verso de coloragcdo amarelada, com o decorrer do tempo as coldnias
apresentam circulos concéntricos formados pelos esporodéquios, com formatos
irregulares e uma franja branca de micélio. Este fungo forma esporodéquios com 190-
290 um de diametro. Os conidios sao hialinos, unicelulares, elipséides ou em forma de
bastdo com ambas as extremidades arredondadas e gutulados, medindo 5-7,5 x 2 ym
(FUJINAWA et al.,, 2012b). Ainda nao existem produtos registrados para o controle
desta doenga em beg6nias (AGROFIT, 2012;).

Entre os fitopatdgenos mais agressivos na cultura de begbnia, a fusariose tem
grande importancia para a cultura por acarretar perdas elevadas e ser de dificil controle.
As espécies de Fusarium possuem um estagio saprofitico, sdo amplamente distribuidos
no solo e causam uma enorme variedade de doencas em uma ampla gama de plantas
hospedeiras. Persistem quase que indefinidamente na forma de micélio em restos
culturais ou como esporos de resisténcia denominados clamidosporos. Estes, por sua
vez, podem permanecer viavel por mais de 20 anos (PFENNING; LIMA, 2012). A maioria
das espécies produz tanto microconidios como macroconicios (ALEXOPOULQOS et al.,
1996). A dispersao deste patdégeno ocorre pela agua, pelo solo, material propagativo
infectado, instrumentos e maquinarios contaminados e a sua penetracdo na planta
ocorre de maneira direta ou por ferimento. A taxonomia de Fusarium sofre constantes
mudancas em funcdo dos conceitos de espécie utilizadas.

As espécies F. begoniae (Nirenberg and O’Donnell) [sin. = Fusarium sacchari
(Butler) W. Gams var. elongatum] e F. foetens sdo conhecidas como patdégenos de
begbnia (CAVAT, 1993; NIRENBERG; O'DONNELL, 1998; SCHROERS et al., 2004).

Fusarium foetens foi relatado na Holanda em 2000 (SCHROERS et al., 2004), no
Alemanha em 2001 (EPPO REPORTING SERVICE, 2005), no Reino Unido em 2002
(JONES, 2002), nos EUA em 2003 e 2004 (ELMER et al., 2004), no Japao em 2005
(SEKINE et al., 2008, TIMOTE et al., 2009) e recentemente na Franga (SAURAT et al.,
2013). As plantas doentes mostram uma combinac¢ao da podridao basal, amarelecimento
dos feixes vasculares e murchas (SCHROERS et al., 2003; ELMER; VOSSBRINCK,
2004; BRAND; WIENBERG, 2005; ELMER et al., 2008). Verifica-se a presenca de uma
grande massa de macroconidios na base das plantas colapsadas. Ainda nao héa relatos
deste fungo associado a begb6nias no Brasil.

Estudos preliminares tém mostrado que F. foetens nao é um agente patogénico
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de plantas ornamentais, tais como em Saintpaulia ionantha, hibridos de Impatiens e
Euphorbia pulcherrima. Quando inoculadas, as plantas Cyclamen persicum nao
desenvolvem a doencga, mas apresenta vasos descoloridos a partir do qual o fungo pode
ser re-isolados. As plantas doentes mostraram uma combinacdo da podridao basal,
amarelecimento dos feixes vasculares e murcha, em cuja base apresenta-se colapsada
e coberto por uma grande massa de macroconidios Fusarium (SCHROERS et al., 2004).

Fusarium begoniae ocasiona queima em flores, folhas e haste (DE GRUYTER et
al., 1994) listras transversais marrons necroticas sobre as veias, caules e folhas e flores
(BLIND et al., 1995) e causa podridao seca e cancro em hastes de begbnias, ndo esta
associada com danos nas raizes ou causando descoloracdo vascular (ELMER et al.,
2004) . Porém, nao existem estudos ou relatos destas espécies no Brasil.

Fusarium oxysporum pertence a divisdo de fungos mitospéricos (imperfeitos),
classe Hyphomycetes e ordem Tuberculariales (ALEXOPOULQOS, et al., 1996) O
controle deste fungo é bastante dificil. Atualmente, ndo existe fungicida registrado no
Brasil para o seu controle e ha uma caréncia de informagdes sobre cultivares resistente.
Muitos agricultores fumigavam o substrato e/ou solo com brometo de metila visando seu
controle. Porém, devido ao seu impacto ambiental (destruicdo da camada de ozénio) e
na saude publica (cancerigeno), sua comercializacao esta proibida desde 2007 no Brasil.
Além disso, o0 uso de brometo de metila ndo controla a infeccao por Fusarium que ocorre
apds a sua aplicacao e, muitas vezes, pode aumentar a sua incidéncia devido a
formacao de vacuo biologico. Logo, as medidas de controle preventivas sao as mais
recomendadas, como: drenagem do terreno, eliminagcéo de plantas doentes, limpeza do
terreno, aquisicdo de mudas sadias, plantio em aéreas com baixa densidade do
patdgeno, substrato supressivo e uso de antagonistas entre outras. Em areas com o
patdgeno, uma provavel alternativa para o seu controle é a associagao entre as medidas
de limpeza do ambiente com o uso de antagonistas (DAUGHTREY et al., 1995; O’'NEILL
et al., 2000; GULLINO E GARIBALDI, 2007; ELMER, 2008).

2.3. O controle bioldgico

Os problemas ocasionados pelo uso de agrotéxicos e as exigéncias do mercado

por produtos mais saudaveis, livres de agrotdxicos e de producdo mais sustentavel,
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estdo ocasionando mudancas no manejo de pragas e doencas. Uma das ferramentas
guem vem se destacando € o controle biol6égico (MORANDI; BETTIOL, 2008). O controle
biol6gico tem algumas vantagens sobre o controle quimico, como auséncia de residuos
quimicos em alimentos e no ambiente, ndo exposicao de trabalhadores a agrotoxicos e
menores riscos de desenvolvimento de resisténcia dos patégenos aos produtos
quimicos.

Segundo Cook e Baker (1983), definem o controle biolégico de doengas como
sendo a acdo de um ou mais organismos que ndo o homem, na reducdo da soma de
in6culo ou das atividades que acarretam a doenca provocada por um patégeno. Outro
conceito também abordado “controle biol6gico € a reducado da intensidade de inéculo ou
das atividades de um patégeno que determinam uma doencga, realizada direta ou
indiretamente por um ou mais organismos” (COOK; BAKER, 1983). Sendo assim, o
controle bioldgico é o resultado de uma interacao entre o hospedeiro, patdbgeno e uma
variedade de nao patdégenos que também interagem direta ou indeiretamente na
infeccdo e que apresentam potencial para limitar a atividade do patégeno ou induzir a
resisténcia do hospedeiro.

Os agentes de biocontrole podem atuar por meio de varios mecanismos de acao.
Os mecanismos de antagonismos mais estudados sdo: antibiose, parasitismo, predacgéao,
competicao, hipoviruléncia, inducao de defesa da planta e alelopatia (BETTIOL; GHINI,
1995).

O controle bioldgico de doencas no Brasil € um fendmeno recente e de progresso
lento. Um dos primeiros trabalhos foi realizado pelo pesquisador Reinaldo Foster,
publicado em 1950, o qual utilizou filtrado de Trichoderma para a inativacao do virus do
mosaico do fumo (FOSTER, 1950). Apos 37 anos, pesquisadora da Embrapa Dra. Rosa
Maria Valdebenito-Sanhueza disponibilizou o primeiro produto comercial a base de
Trichoderma viride para o controle de Phytophthora cactorum em maciera
(VALDEBENITO-SANHUEZA, 1991). Em 1990 Shinobu Sudo desenvolveu o produto a
base de Acremonium sp. para o controle da lixa do coqueiro. CEPEC/CEPLAC
desenvolveu Tricovab® ( Trichoderma stromaticum) para o controle da vassoura de bruxa
do cacaueiro. Ocorreram concomitantemente com o desenvolvimento de bioprodutos,
varias reunioes, publicacdes, trabalhos e disciplinas sobre controle biol6gico de doencas
no Brasil.
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Dentre os produtos biolégicos existentes no Brasil, destacam-se: estipes fracas de
CTV utilizados na premunizagdo contra o virus da tristeza dos citros (COSTA; MULLER,
1980 MULLER; COSTA, 1987); Dicyma pulvinata (Berk & M.A. Curtis) Arx (syn.
Hansfordia pulvinata) para o controle de mal das folhas da seringueira (JUNQUEIRA;
GASPAROTO 1991); Acremonium sp. para o controle da lixa do coqueiro (SUDO, 1989);
Bacillus spp. e Trichoderma spp. para o controle de diversas doencas de solo e
substrato e da parte aérea.

Outro exemplo de agente de biocontrole de doencas é o fungo Lecanicillium
lecanii  (sin.  Verticillium lecanii, Verticillium hemileiae) que apresenta acao
entomopatogénica e micoparasitica nas pustulas de ferrugem em folhas do cafeeiro
(SHAW, 1988; CARRION; RICO-GRAY, 2002; JACKSON et al. 2012), também séao
conhecidos como agente de biocontrole para outros fitopatégenos, insetos e nematdides,
evidenciando o seu potencial como agente de biocontrole (VERHAAR et al. 1997;
BENHAMOU, 2004; GOETTEL, 2008).

O controle biolégico de um patégeno do filoplano é geralmente feito pela
introducao e estabelecimento de antagonistas do filoplano. O antagonista aplicado deve
multiplicar-se e colonizar o filoplano para que seja bem sucedido, exercendo competicdo
e ou antibiose com o patégeno pelo sitio de infeccao colonizando o filoplano antes da
sua instalacdo, reduzir a colonizagdo, esporulacdo e a formacdo de estruturas de
sobrevivéncia bem como inibir a disseminacao do patégeno (FOKKEMA, 1993). Para os
patdgenos foliares os agentes de biocontrole mais utilizados sao Bacillus subtilis e
Clonostachys rosea e destacam-se as espécies de Trichoderma spp. para o controle de
patdgenos habitante do solo e substrato, tais como Fusarium, Phytophthora, Pythium,
Rhizoctonia, Sclerotium, Sclerotina, Macrophomina, Botrytis e Crinipellis em diversas
culturas (MORANDI; BETTIOL, 2009; BETTIOL et al., 2012).

O controle biolégico de doencas de plantas é considerado promissor
principalmente em cultivo protegido, pois, as mesmas condi¢des que favorecem a
ocorréncia de doencas favorecem o estabelecimento e acdo dos agentes de controle
biol6gico, sendo que neste ambiente é possivel manejar a umidade relativa, a
temperatura e a radiagdo colaborando com a eficiéncia e a sobrevivéncia dos
bioagentes. As culturas de ambiente protegido normalmente sdo de alto valor e

geralmente o numero de fungicidas registrados para essas culturas é limitado,
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demonstrando assim o potencial da aplicacdo de agentes de biocontrole (PAULITZ;
BELANGER, 2001). No Brasil, o cultivo protegido cresce continuamente, principalmente,
com plantas ornamentais, hortalicas e frutas, tornando atrativo para o biocontrole de
doencas.

O fungo filamentoso Clonostachys rosea, anteriormente classificado como
Gliocladium roseum, sendo teleomorfo de Bionectria ochroleuca (SCHROERS et al.,
1999) tem emergido como um eficaz e versatil agente de controle biolégico (SUTTON et
al., 1997). Os trabalhos utilizando C. rosea como agente de biocontrole surgiram no final
da década de 1980 para o controle do mofo cinzento do morangueiro realizados pelos
pesquisadores canadenses (PENG; SUTTON, 1990), a partir destes trabalhos, vem
despertando interesse em outros paises onde este antagonista também ocorre, entre
eles o Brasil (NOBRE et al., 2005; SURGEONEVER, 1998).

Clonostachys rosea pode atuar por meio de diversos mecanismos de acao contra
uma diversidade de fitopatégenos, incluindo: competicdo de nutrientes e/ou substrato e
espaco, principalmente na competicdo na colonizacao de tecidos senescentes e tecidos
mortos (SUTTON; PENG, 1993; SUTTON et al., 1997; YU; SUTTON, 1997b; KOHL;
FOKKEMA, 1998; MORANDI et al, 2000, MORANDI et al., 2001); micoparasitismo de
hifas (YU E SUTTON, 1997b, SUTTON et al., 1997; XUE, 2003) e estruturas de
resisténcia; antibiose (DEACON E BERRY, 1992; PACHENARI E DIX, 1980) inducéo de
resisténcia do hospedeiro (LAHOZ et al., 2004; SUTTON et al., 1997). Este antagonista
tem a capacidade de suprimir a esporulagdo e a infeccdo do patégeno além da sua
provavel capacidade de se estabelecer endofiticamente em tecidos verdes (SUTTON et
al., 1997; YU E SUTTON, 1997b; KOHL E FOKKEMA, 1998; MORANDI et al., 2001).

O principal patossistema estudado € o biocontrole de C. rosea é contra o mofo
cinzento, em diversas culturas, dentre as plantas ornamentais destacam-se a roseira
(Rosa hybrida), begbnia (Begonia sp.), ciclamen (Cyclamen persicum), geranio
(Pelargonium sp.), gérbera (Gerbera sp.), horténsia (Hydrangea macrophylla), violeta
persa (Exacum affine), e fucsia (Fuchsia speciosa) (LI et al., 1995; SUTTON et al., 1997;
KOHL et al., 1998; TATAGIBA et al., 1998; MORANDI et al., 2003; MORANDI et al.,
2002; MORANDI et al., 2001; MORANDI et al., 2006; SILVERA-PEREZ et al., 2010).

Trichoderma spp. sao fungos saprofitos, cujo teleomorfo, corresponde ao género
Hypocrea amplamente utilizado como agentes de biocontrole e na industria pela
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producdo de enzimas, tais como quitinase e a celulase (MELO, 1991; HARMAN;
KUBICEK, 1998). E um fungo natural do solo encontrado principalmente em solos
organicos, sobrevivendo saprofiticamente ou parasitando outros fungos. Trichoderma
spp. tem sido utilizado como agente de biocontrole contra uma gama de patégenos
foliares e quanto para patégenos do solo causadores de doengas em varias culturas
(SIVAN; CHET, 1989; ANDREWS, 1992; ELAD, 2000; PAULITZ, 2000; PAULITZ;
BELANGER, 2001; HOWELL, 2003; HARMAN, et al., 2004; BETTIOL, 2011).

O isolado de T. harzianum T39 foi primeiramente desenvolvido para o controle do
mofo cinzento na cultura da uva, e atualmente € um dos agentes de controle biolégico
mais utilizado para o biocontrole do mofo cinzento em casa de vegetacado
(MALATHRAKIS; KLIRONOMOU, 1992; ELAD; SHTIENBERG, 1995; ELAD et al., 1996;
Elad; Shtienberg, 1996; Hjeljord, et al., 2000;) e age na prevencao da infeccao, inibindo a
germinacado dos esporos do B. cinerea, além de prevenir a penetracdo do patdgeno,
inibindo o seu processo de degradacao dos tecidos vegetais (ZIMAND et al., 1996).

A atividade de biocontrole tem sido intensamente estudada e deve-se, sobretudo
a producao de enzimas liticas extracelulares degradadoras da parede celular de muitos
fungos, tais como celulases, quitinases, B-1-D-glucanases, [B-1,4-glucosidases e
proteases (CORABI-ADELL et al., 2002). Alguns isolados podem produzir mais de 100
diferentes tipos de metabolitos conhecidos com acdo antibiética (HUTCHINSON;
COWAN, 1972; SIVASITHAMPARAM; GHISALBERTI, 1998,) além da habilidade de
colonizar e crescer em associacdo com raizes de plantas, denominada competéncia da
rizosfera -“rhizosphere competence”, conferindo uma vantagem competitiva com relacéao
aos patogenos (HARMAN E KUBICEK, 1998; KUBICEK; HARMAN, 1998).

Os agentes de controle bioldgico, Trichoderma spp. € Clonostachys rosea, sao
incorporados ao solo ou substrato antes do cultivo, também pode ser utilizado para
tratamento de mudas, bulbos ou sementes, pulverizados em toda planta ou aplicado por
meio de irrigacao.
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CAPITULO 2- CONTROLE BIOLOGICO DO MOFO CINZENTO E DA MANCHA DE
MIROTECIO EM BEGONIA

RESUMO - O presente trabalho teve como objetivo avaliar o antagonismo de
Clonostachys rosea LQC62 e Trichoderma asperellum LQC96 a Botrytis cinerea e
Myrothecium roridum, patbégenos foliares de begbnia, e avaliar a aplicagdo destes
antagonistas no manejo da doenga em cultivo comercial. Em condi¢des controladas
in vitro, avaliou-se a produc¢do de compostos soluveis e volateis, o parasitismo em
culturas pareadas, a competicdo por colonizacdo em discos de folhas de begbnia e o
efeito da aplicacdo dos antagonistas em diferentes concentracées e periodo de
aplicagdo. Por fim, avaliou-se a utilizacdo dos antagonistas no controle do mofo
cinzento e da mancha de Mirotécio em cultivo comercial de beg6nia. Tanto LQC62
quanto LQC96 produziram compostos soluveis em meio de cultura capazes de inibir
o desenvolvimento de B. cinerea, 0 mesmo nao sendo observado para M. roridum.
Ambos os antagonistas produziram compostos volateis que propiciaram a reducao
no desenvolvimento dos patdgenos. Houve sobreposicdo das colénias dos
antagonistas sobre a dos patégenos, indicando atividade hiperparasitica. Os
antagonistas colonizaram os discos de folhas de begbnias e os tratamentos com
aplicacdo destes antagonistas previamente a inoculacdo dos patégenos
promoveram a reducao na esporulacao dos patégenos em até 100%. Pulverizacdes
foliares semanais de LQC62 reduziram a incidéncia do mofo cinzento e da mancha
de Mirotécio em cultivo comercial de begdnia.

Palavras chaves: Begonia elatior, Botrytis cinerea, Clonostachys rosea,
Myrothecium roridum, Trichoderma asperellum.
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CHAPTER 2 - BIOLOGICAL CONTROL OF GRAY MOLD AND MYROTHECIUM
LEAF SPOT IN BEGONIA

ABSTRACT - The objective of the present study is to evaluate the
antagonism of Clonostachys rosea LQC62 and Trichoderma asperellum LQC96 for
Botrytis cinerea and Myrothecium roridum, which are begonia leaf pathogens, and
evaluate the application of these antagonists in the management of the disease in
commercial cultivation. Under controlled in vitro conditions, the production of soluble
and volatile compounds was evaluated along with parasitism in paired cultures,
competition by colonization in begonia leaf discs, and the effect of the application of
the antagonists in the control of gray mold and Myrothecium leaf spot in the
commercial cultivation of begonia. Both LQC62 and LQC96 produced soluble
compounds in a culture medium that were capable of inhibiting the development of B.
cinerea, which was not observed for M. roridum. Both the antagonists produced
volatile compounds that led to a reduction in the development of the pathogens.
There was an overlap of the colonies of the antagonists with those of the pathogens,
indicating hyper-parasitic activity. The antagonists colonized the begonia leaf discs,
and the application of these antagonists prior to inoculation promoted a reduction in
the sporulation of the pathogens of up to 100%. Weekly foliar sprays of LQC62
reduced the incidence of gray mold and of Myrothecium leaf spot in commercial
cultivation.

Keywords: Begonia elatior, Botrytis cinerea, Clonostachys rosea, Myrothecium
roridum, Trichoderma asperellum.
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1.  INTRODUCAO

As cultivares de Begonia elatior sao plantas provenientes do cruzamento de
B. socotrana Hook. x B. tuberhybrida Voss, estao entre as dez flores mais vendidas
na Europa Ocidental (REYNOLDS et al., 1998). Isso ocorre em funcédo de plantas
deste género apresentarem grande diversidade de cores das inflorescéncias, bem
como em funcéo da resposta ao fotoperiodo e da longevidade das inflorescéncias
(LARSON, 1980; REYNOLDS et al., 1998).

Na cultura da begbnia, incidem doencgas ocasionadas por fungos, bactérias,
virus e nematodides, que demandam um manejo eficiente para evitar danos
econdmicos e sua depreciacao (ALEXANDRE; DUARTE, 1995). Dentre as doencgas
foliares de etiologia fungica, destacam-se o mofo cinzento e a mancha de Mirotécio
(ALEXANDRE; DUARTE, 1995; DAUGHTREY; WICK; PETERSON, 1995;
FUJINAWA et al., 2012).

O mofo cinzento, causado por Botrytis cinerea Pers.: Fr., cuja forma perfeita é
o0 ascomyceto Botryotinia fuckeliana (de Bary) Whetzel, é uma das doencas mais
comuns e amplamente distribuidas. O agente causal € patogénico a mais de 200
géneros de plantas (JARVIS, 1992; ELAD et al, 2004; AGRIOS, 2005;
WILLIAMSON et al., 2007), podendo afetar todos os 6rgaos da parte aérea, o que
torna o seu controle muito dificil (GULLINO, 1992; DAUGHTREY; WICK;
PETERSON, 1995). Os sintomas que incita em begbnias sao lesbes foliares
irregulares de coloracdo marrom com halos concéntricos apresentando abundante
esporulagéo de coloracao cinza.

A mancha de Mirotécio em begbnias foi descrita recentemente no Brasil por
FUJINAWA et al. (2012), e tem como agente causal o fungo Myrothecium roridum
Tode: Fr, o qual também possui uma ampla gama de hospedeiros, incluindo
ornamentais como gardénia, gloxinia, maria-sem-vergonha, salvia, vrisea, lirio da
paz, tango, antdrio e comigo-ninguém-pode (CHASE, 1992; MANGANDI et al.,
2007; QUEZADO-DUVAL et al., 2010). Os sintomas em begbnias sdo manchas
foliares inicialmente pequenas e circulares evoluindo para irregulares, de coloracédo

castanho claras sendo que nessas lesbes ha a presenca de esporoddquios de
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coloragdo verde-escuro com formatos irregulares (DAUGHTREY; WICK;
PETERSON, 1995; FUJINAWA et al., 2012).

As medidas preconizadas para o0 controle dessas doencas se baseiam no
controle quimico, sendo registrados produtos a base de tiofanato-metilico e
clorotalonil, para o controle do mofo cinzento enquanto que para a mancha de
Mirotécio néo existem fungicidas registrados no Brasil (Agrofit, 2012). Um
complicador para a eficiéncia do controle quimico do mofo cinzento € a ocorréncia
de resisténcia a fungicidas observadas em isolados de B. cinerea (PAK et al., 1990;
JOHNSON; SAWYER; POWELSON, 1994; LAMONDIA; DOUGLAS, 1997;
YOURMAN; JEFFERS, 1999; DIANEZ et al., 2002; MYRESIOTIS et al., 2007). Além
do controle quimico, praticas culturais, como controle do ambiente, eliminacdo de
restos culturais, sanitizacdo e rouguing, sao preconizadas (JARVIS, 1989;
DAUGHTREY; WICK; PETERSON, 1995; HAUSBECK; MOORMAN, 1996).

O controle biolégico tem sido uma alternativa estudada para o manejo de
doengas em plantas ornamentais. Para o mofo cinzento, um agente de controle
bioldgico bastante estudado é o fungo Clonostachys rosea, anteriormente
classificado como Gliocladium roseum (SAMUELS, 1976; SCHROERS et al., 1999).
Os primeiros trabalhos com C. rosea iniciados no final da década de 1980,
mostraram que este antagonista é capaz de suprimir a esporulacao de B. cinerea em
folhas, pétalas e estames de morangueiro, com eficacia igual ou superior a captan,
fungicida padrao no controle da doenga (PENG; SUTTON, 1991). Deste entao, este
fungo tem sido testado no controle de B. cinerea em outros hospedeiros, em
ornamentais como geranio, begbnia, ciclamen, rosa e fucsia (SUTTON et al., 1997;
TATAGIBA, et al., 1998; KOHL et al., 1998; MORANDI; SUTTON; MAFFIA, 2000;
MORANDI et al., 2003, MORANDI et al., 2006; SILVERA-PEREZ et al., 2010).
Clonostachys rosea reduz o desenvolvimento e esporulacdo de B. cinerea por
competicdo por nutrientes, hiperparasitismo, competicdo na colonizagdo de tecidos
senescentes e tecidos mortos (SUTTON et al., 1997; YU; SUTTON, 1997a; KOHL;
FOKKEMA, 1998; MORANDI et al., 2001).

Da mesma forma, Trichoderma spp. tém sido amplamente utilizado como
agentes de controle biolégico tanto no controle de patégenos foliares e quanto para
patdgenos do solo (ANDREWS, 1992; ELAD, 2000; PAULITZ, 2000; PAULITZ;
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BELANGER, 2001). O isolado de T. harzianum T39 foi primeiramente desenvolvido
para o controle do mofo cinzento na cultura da uva, e atualmente é um dos agentes
de controle biolégico mais utilizado para o biocontrole do mofo cinzento em casa de
vegetacao (MALATHRAKIS; KLIRONOMOU, 1992; ELAD; SHTIENBERG, 1995;
ELAD; SHTIENBERG, 1996; ELAD, 1996; HJELJORD; STENSVAND; TRONSMO,
2000) e age na prevencao da infeccéo, inibindo a germinacdo dos esporos do B.
cinerea, além de prevenir a penetracdo do patégeno, inibindo o seu processo de
degradacao dos tecidos vegetais (ZIMAND et al., 1996).

Apesar dos exemplos enumerados acima, para o controle da mancha de
Mirotécio, ndo foram encontrados estudos quanto a utilizacdo de agentes de controle
biolégico no manejo da doenca. Sendo assim o objetivo deste trabalho foi estudar os
mecanismos envolvidos no antagonismo de C. rosea LQC62 e T. asperellum LQC96
aos patégenos, B. cinerea e M. roridum, e sua utilizagdo como ferramenta de manejo

do mofo cinzento e da mancha de Mirotécio em begbnia.
2. MATERIAL E METODOS

2.1. Obtencao dos isolados dos antagonistas e patdégenos e sua
preservacao

Os isolados dos patdgenos B. cinerea e M. roridum foram obtidos de plantas
sintomaticas provenientes de 4reas de cultivo comercial de begbnias no municipio
de Jacarei, Sdo Paulo, Brasil (23°15'568.45"S e 46° 2'32.24"0). Apos o isolamento,
esses isolados foram inoculados em plantas sadias de begbnia, a fim de verificar a
patogenicidade destes. Os isolados dos antagonistas, C. rosea e T. asperellum,
foram selecionados na colecdao do LQC (Laboratério de Quarentena Costa Lima) da
Embrapa Meio Ambiente - Jaguariina SP, com base em estudos preliminares de
antagonismo a outros fitopatdégenos. Assim, optou-se pelos isolados LQC62 de C.
rosea, obtido de cultivos de rosa e LQC96 de T. asperellum, isolado de amostras de
solo cultivado com feijao.

Todos os isolados foram preservados pelo método de Castellani e

preservacao em papel filtro mantida em frascos contendo silica gel. Amostras dos
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patdbgenos também foram mantidas herborizadas folhas com sintomas e sinais

tipicos das doengas.

2.2. Avaliacao da producao de metabdlitos soluveis e volateis e do
hiperparasitismo de Clonostachys rosea e Trichoderma asperellum a Botrytis

cinerea e Myrothecium roridum

Para a avaliacdo da producdo de compostos soluveis, por T. asperellum
LQC96, foi utilizado o método do celofane (GIBBS, 1967; DENNIS; WEBSTER,
1971a). Um disco de papel celofane autoclavado foi colocado de forma asséptica
recobrindo toda superficie do meio BDA vertido em placas de Petri. Sobre o papel
celofane, depositou-se um disco de 0,5 cm de didametro da cultura de LQC96. A
cultura foi incubada por 48 horas a 25+2 °C com fotoperiodo de 12 horas. Apds
esse periodo, removeu-se o papel celofane juntamente com a colénia de LQC96 e
depositou-se disco de 0,5 cm de didmetro da colonia dos patégenos ao centro da
placa de Petri. As testemunhas consistiram do cultivo do patdégeno em placas onde
nao se cultivou LQC96 sobre o celofane. Todas as culturas foram incubadas a 25+2
°C com fotoperiodo de 12 horas.

Como o cultivo de C. rosea (LQC62) sobre o papel celofane ocasiona a
degradacao deste em funcao da atividade celulolitica apresentada por este isolado
(FUJINAWA et al., 2011), o antagonismo pela producao de compostos soluveis foi
avaliado pela adicao de filtrado da cultura liquida de LQC62 em meio BDA e cultivo
dos fitopatégenos neste meio. Para tal, LQC62 foi cultivado em meio BD (Batata-
Dextrose) durante uma semana sob agitacao continua. A cultura liquida foi filtrada
com membrana para filtro microbiolégico (Millipore®) de 0,02um, e o filtrado obtido
foi adicionado em meio BDA fundente na concentracdo de 20% (v/v). A mistura foi
vertida para placas de Petri, onde foi colocado um disco da colénia de 0,5 cm do
patégeno (B. cinerea e M. roridum). As testemunhas consistiram no cultivo do
patdgeno no meio BDA sem a adicdo do filtrado. Em ambos os casos, foram
realizadas avaliac6es diarias do crescimento micelial até que nas testemunhas, as

colénias atingissem os bordos da placa, conforme Bendahmane et al., (2012).
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Utilizaram-se como variaveis, o diametro final da col6nia, a area abaixo da curva de
crescimento micelial (AACCM) e a taxa de crescimento da colénia.

Os ensaios foram conduzidos no delineamento inteiramente casualizado, com
6 tratamentos (LQC62-B. cinerea, LQC62-M. roridum, LQC96-B. cinerea, LQC96-M.
roridum, testemunha-B. cinerea e testemunha-M.roridum), contendo 10 repeticdes
para cada tratamento.

Para avaliar a producao de metabdlitos volateis com acgédo antifingica, foi
utilizado o método baseado em Bharat et al. (1980) e Schrimbock et al. (1994), que
consiste em posicionar dois fundos de placas de Petri umas sobre as outras,
contendo em cada uma, culturas do antagonista e do patégeno. Na placa inferior,
semeou-se 0 antagonista e na outra, o patégeno, ambos na forma de discos da
colénia (0,5 cm). Lateralmente, as placas foram vedadas com Parafiim®. As culturas
foram incubadas em temperatura ambiente, por sete dias, sob luz fluorescente
continua. No tratamento controle, o patégeno foi cultivado em ambos os fundos das
placas de Petri. Comparou-se o desenvolvimento dos patdgenos expostos aos
antagonistas em relagdo ao crescimento no tratamento controle, medindo-se o
crescimento didrio da colbnia dos patégenos. Utilizaram-se como variaveis, o
diametro final da colbnia, a area abaixo da curva de crescimento micelial (AACCM) e
a taxa de crescimento da col6nia (cm.dia™).

O experimento foi conduzido no delineamento inteiramente casualizado,
contendo 6 tratamentos, com cinco repeti¢cdes para cada tratamento.

Para avaliar o hiperparasitismo, utilizou-se o método de culturas pareadas
entre patégeno e antagonista, seguindo a metodologia modificada de Patel e Brown
(1969). Para tal, foram repicados discos de 0,5 cm de didmetro da col6nia do
patdégeno e do antagonista colocadas a 6,5cm de distancia entre eles, em placas de
Petri contendo meio BDA. As testemunhas consistiram na adi¢cdo apenas do disco
da colénia do patégeno ou do antagonista, em uma das extremidades de cada placa.

A avaliacdo foi quantitativa, medindo-se diariamente o crescimento das
colénias fungicas, sendo realizadas até que as colénias do patégeno e do
antagonista se encontrassem. A partir deste momento, avaliou-se a sobreposi¢do de
uma colbnia sobre a outra até que as coldnias das testemunhas colonizassem toda a

placa. Determinou-se a reducdo no didmetro da colénia e reducdo na taxa de
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crescimento tanto do patégeno como do antagonista em relacdo ao tratamento
controle, tendo-se por base o tempo de encontro entre as colonias. A fim de
confirmar o hiperparasitismo, laminas contendo discos de colénias com o
antagonista e patégeno foram montadas e observadas no microscopio éptico o
ponto de encontro dessas hifas. O ensaio foi conduzido em delineamento
inteiramente casualizado, contendo 6 tratamentos, com 10 repeticbes para cada

tratamento.

2.3. Antagonismo em discos de folha de begonia de Clonostachys rosea
e Trichoderma asperellum a Botrytis cinerea e Myrothecium roridum

A colonizacao de discos de folhas de begbnia pelos antagonistas e 0 seu
efeito sobre os patdgenos, foi avaliado segundo a metodologia descrita por Eskes
(1982). Para o teste foram utilizadas caixas plasticas do tipo Gerbox, previamente
desinfestadas pela imersdo em hipoclorito de sédio a 10% por 24 horas e exposicao
a luz UV por 8 horas. Em cada caixa, foi adicionada agua destilada esterilizada e
sob uma tela metalica, também estéril, depositaram-se 50 discos de folhas de
begbnia da cv. Verbnica de 1 cm de diametro, previamente desinfestados por
imersao em alcool 70% (1min), hipoclorito de sédio 5% (1min), e lavadas trés vezes
com agua destilada autoclavada, sendo secas sobre papel filtro sob condi¢des
assépticas. Apds a disposicdo dos discos de folha nas caixas, realizou-se a
inoculacao do antagonista e patégeno, por pulverizacdo na face adaxial dos discos
em concentragdes. Foram avaliadas trés concentracdes dos antagonistas (1x10°,
1x10° e 1x10” conidios.ml") e cinco periodos de aplicacdo (inoculagdo do
antagonista 48 e 24 horas antes do patdgeno, inoculacdo simultdnea e inoculacao
do antagonista 48 e 24 horas depois do patégeno). A concentracao do patégeno
utilizado foi de 1x10° conidios.ml”. Apds as inoculacdes, os discos foram mantidos
por 24 horas nas caixas de plastico e em seguida, foram transferidos para meio PCA
(Paraquat-Choramphenicol-Agar). As testemunhas consistiram na pulverizagédo
apenas de: i) dgua destilada esterilizada, ii) apenas suspensdo do patdégeno na
concentragdo de 1x10° conidios.ml”, e iii) apenas suspensdo do antagonista nas

trés concentracbes mencionadas. A parcela experimental foi constituida de 10
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discos por placa, com cinco repeticbes para cada tratamento. Avaliou-se o
percentual de area dos discos colonizados a partir do quarto, sétimo e décimo dia
apds a inoculagao, utilizando-se diagrama de notas. Para B. cinerea, utilizou-se a
escala de Peng e Sutton (1991): 0= 0; 1= 1-12; 2= 13-24; 3= 25-48; 4= 49-100; 5=
101-200; 6= 201-300; 7= 301-400 conidiéforos por disco de folha. Para C. rosea e T.
asperellum, utilizou-se a escala de Nobre et al., (2005): 0= 0; 1= 0-3; 2= 3-6; 3= 6-
12; 4= 12-25; 5= 25-37; 6= 37-50 e 7= mais que 50% da area dos discos
colonizados (NOBRE et al., 2005). Para M. roridum, foi quantificado o numero de
esporoddquios por disco de folha. Com base nas avaliagdes do desenvolvimento
dos patégenos nas testemunhas e nas parcelas tratadas com os antagonistas,
avaliou-se o percentual de reducdo da colonizacao pelo patégeno em funcdo da
concentracao e do periodo de aplicacao em relagao a inoculacao.

2.4. Controle biolégico do mofo cinzento e da mancha de Mirotécio em
cultivo comercial de beg6énias

Para avaliar a eficiéncia dos antagonistas no manejo integrado do mofo
cinzento e da mancha de Mirotécio, a aplicacdo dos antagonistas foi incorporada as
praticas de manejo fitossanitario em uma producao comercial com 4 ha de producao
em cultivo protegido, com sistema de fertirrigacdo, localizada no municipio de
Jacarei (Sao Paulo, Brasil). Acompanhou-se trés ciclos de producdo, sendo os
ensaios conduzidos a partir da semana 19, 20 e 21, na qual se refere a semana do
dia 09 de maio, 16 de maio e 23 de maio de 2011 respectivamente, em cultivos de
mini-begbnias (pote 11) da cultivar Borias. Os trabalhos de irrigagdo, nutricdo
mineral e manejo de pragas foram realizados conforme o manejo adotado pelo
produtor. Foram avaliados cinco tratamentos: i) testemunha néo tratada (pulverizada
apenas com agua destilada), ii) tratamento padrdo do produtor, com aplicagdo no
plantio e na sexta semana com tiofanato metilico (Cercobin®700 WP, lharabras S.A.
IndUstria Quimicas) e na décima segunda semana com hidréxido de cobre (Kocide®
WDG, Du Pont do Brasil S.A.) iii) uma unica aplicacdo no substrato de LQC96 antes
do plantio (aplicacdo via solo com suspensdo 1x10’ conidios.mL™), iv) aplicacdes
foliares semanais de LQC62 (1x10’ conidios.ml™"), e v) aplicagdo no substrato de
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LQC96 pré-plantio, seguida do tratamento padrao adotado pelo produtor. Optou-se
pela dispensa de T. asperellum via solo por ser uma pratica ja adotada na
propriedade. Foram realizadas avaliagées semanais durante as 18 semanas do ciclo
de cultivo, observando-se a ocorréncia natural de mofo cinzento e mancha de
Mirotécio. A parcela experimental foi constituida por 10 vasos, sendo o delineamento
experimental em blocos ao acaso com seis repeticdes para cada tratamento. Os
tratamentos foram comparados com base na incidéncia final e nos valores de area

abaixo da curva de progresso das doencas (AACPD).

2.5. Analises estatisticas

As analises foram realizadas utilizando-se os procedimentos UNIVARIATE e
GLM no programa SAS 9.1 (SAS Institute, Cary, N.C., USA). Alguns dados foram
transformados para raiz quadrada de (x/2+1), a fim de se atender os pressupostos
de normalidade e homocedasticidade da analise de variancia (ANOVA). Atendidos
estes pressupostos, esta foi efetuada e, quando observado efeito significativo dos
tratamentos (F, P<0,05), as médias foram comparadas pelo teste t de Student (t,
P<0,05). Nos casos onde os fatores avaliados apresentavam niveis quantitativos,
realizou-se analise de regressdo para os fatores que apresentaram efeito
significativo na analise de variancia (F, P<0,05). Todos os experimentos foram
repetidos, no minimo, duas vezes. Nestes casos, realizou-se analise conjunta dos

ensaios conforme recomendacdes descritas por Pimentel-Gomes e Garcia (2002).

3. RESULTADOS

3.1. Avaliacao da producao de metabdlitos soluveis e volateis e do
hiperparasitismo de Clonostachys rosea e Trichoderma asperellum a Botrytis

cinerea e Myrothecium roridum

Compostos soluveis de T. asperellum LQC96 reduziram o desenvolvimento
de B. cinerea, com reducao significativa (F, P<0,0001) do diametro da colbnia, da

AACPCM e da taxa de progresso do crescimento da colbénia em relacdo a
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testemunha. No entanto, ndo houve nenhum efeito significativo do LQC96 sobre M.
roridum, (F, P<0,05) (Tabela 1).

A adicao de filtrado de cultura de C. rosea LQC62 ao meio BDA promoveu
reducao significativa no diametro da colénia e na taxa de crescimento das coldnias
de B. cinerea (F, P<0,01). Para M. roridum, semelhantemente ao LQC96, LQC62
nao afetou significativamente o desenvolvimento do patégeno (F, P<0,05) (Tabela 2).

Ambos antagonistas produziram compostos volateis com atividade inibitéria
contra os patdégenos, sendo observada reducdo no crescimento de ambos o0s
patdgenos para todas as variaveis avaliadas (Tabela 3). O efeito sobre B. cinerea foi
mais proeminente. Para ambos os patdgenos, o efeito inibitério causado pelos
compostos volateis de LQC62 foram maiores, com taxas de redugao de crescimento
superiores a 50%.

No cultivo pareado, verificou-se redugdo no crescimento de M. roridum de
aproximadamente 23 e 26% no diametro da colbnia, e 28 e 29% na taxa de
crescimento, na presenca de LQC62 e LQC96, respectivamente (Tabela 4).

Para B. cinerea, ambos os antagonistas reduziram em aproximadamente 28%
o diametro da colbnia do patégeno, porém nao foi observado efeito significativo para
taxa de crescimento (t, P<0,05) (Tabela 5).

Tanto para B. cinerea quanto para M. roridum observou-se sobreposi¢cao dos
antagonistas, demonstrando capacidade hiperparasitica, sendo maior a
sobreposicao de LQC96 sobre M. roridum (Tabela 4) e de LQC62 sobre B. cinerea
(Tabela 5). O hiperparasitismo de LQC62 e LQC96 foi confirmado por meio da
observacgéo da interagdo das hifas em microscopio optico (Figura 1).

Verificou-se também no cultivo pareado, a reducdo no desenvolvimento dos
antagonistas, de aproximadamente 16 e 27% no diametro da col6nia, € 14 e 33% na
taxa de crescimento de LCQ62 e LQC96, respectivamente, quando pareado com M.
roridum e a reducdo de 21 e 31% no diametro da col6nia, e 23 e 31% na taxa de
crescimento de LQC62 e LQC96, respectivamente, quando pareado com B. cinerea.
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Tabela 1. Avaliacdo da producdo de compostos soluveis pelo método do papel

celofane, utilizando o antagonista, Trichoderma asperellum (LQC96) com atividade

inibitéria a Botrytis cinerea e Myrothecium roridum, com base no diametro final da

colénia (Diametro), da area abaixo da curva de crescimento micelial (AACPCM) e da

taxa de crescimento (Taxa).

B. cinerea

M. roridum

Compostos Controle P >F

Compostos Controle P >F

soluveis LQC96 soluveis LQC96
Diametro (cm) 1,99 8,50 <0,0001 5,36 5,59 0,12
AACPCM 5,16 31,13 <0,0001 31,41 31,29 0,95
Taxa 0,31 1,13 <0,0001 0,51 0,54 0,06

Tabela 2. Avaliacdo da producdo de compostos solluveis pelo método da adicédo

filtrado do meio liquido cultivado com Clonostachys rosea (LQC62) com atividade

inibitéria a Botrytis cinerea e Myrothecium roridum, com base no diametro final da

colénia (Diametro), da area abaixo da curva de crescimento micelial (AACPCM) e da

taxa de crescimento (Taxa).

B. cinerea

M. roridum

Compostos Controle P >F

Compostos Controle P >F

soluveis LQC62 soluveis LQC62
Diametro (cm) 6,16 7,00 0,002 2,21 2,32 0,10
AACPCM 15,49 15,29 0,65 5,64 5,82 0,34
Taxa 1,49 1,74 <0,0001 0,51 0,54 0,08
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Tabela 3. Avaliacdo da producdo de compostos volateis por Clonostachys rosea
(LQC62) e Trichoderma asperellum (LQC96) com atividade inibitéria a Boftrytis
cinerea e Myrothecium roridum, com base no didmetro final da colénia (Diametro),
da area abaixo da curva de crescimento micelial (AACPCM) e da taxa de

crescimento (Taxa).

B. cinerea M. roridum

Diametro(cm) AACPCM Taxa Diametro (cm) AACPCM Taxa
Controle 7,04 A’ 3745A 0,75A 2,73A 13,74A 0,31 A
LQC62 2,27B 13,65B 0,17B 1,29 B 6,64 B 0,10B
LQC9% 2,91 B 17,77B 0,21 B 1,80 AB 9,93AB 0,15B
CV (%)* 16,87 26,49 4,83 12,62 16,85 3,37

"Médias de tratamentos seguidas pela mesma letra, no sentido a coluna, n&o
diferem ente si (t, P < 0,01). Coeficiente de variagio.

Tabela 4. Percentual reducao do diametro da col6nia, percentual de redugéo da taxa
de crescimento e sobreposicao das coldénias dos antagonistas, Clonostachys rosea
(LQC62) e Trichoderma asperellum (LQC96), pareados com Myrothecium roridum
(Mr).

Percentual de reducédo Percentual de Sobreposicao
no diametro da colénia  reducdo na taxa de (cm)

crescimento

LQC96(Mr)®> 26,90 A’ 32,64 A 0,32 A
Mr(LQC96) 25,74 A 29,23 A 0,0C
Mr(LQC62) 22,90 A 27,58 A 0,0C
LQC62(Mr) 16,07 B 14,20 B 0,12B
CV (%)° 16,41 18,24 2,78

"Médias de tratamentos seguidas pela mesma letra, no sentido da coluna, ndo
diferem ente si (t, P < 0,01). ?Coeficiente de variacdo. *Entre parénteses cita-se o

fungo ao qual estava pareado o outro a que se faz referéncia os dados.
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Tabela 5. Percentual de reducéo do didmetro da colbnia, percentual de reducéo da
taxa de crescimento e sobreposicdo das colbnias dos antagonistas, Clonostachys
rosea (LQC62) e Trichoderma asperellum (LQC96), pareados com Botrytis cinerea
(Be).

Percentual de reducdo Percentual de Sobreposicao
no diametro da colénia reducdo na taxa de (cm)

crescimento

LQC96(Bc)® 30,73 A’ 31,42"° 0,94 B
Bc(LQC96) 28,00 A 26,62 0,00 C
Bc(LQC62) 27,51 AB 26,76 0,00 C
LQC62(Bc) 21,14 B 22,74 1,98 A
CV (%)? 16,24 22,57 4,58

"Médias de tratamentos seguidas pela mesma letra, no sentido da coluna, ndo
diferem ente si (t, P < 0,01). 2Coeficiente de variagdo. ®Entre parénteses cita-se o

fungo ao qual estava pareado o outro a que se faz referéncia os dados.

3.2. Antagonismo em discos de folha de begonia de Clonostachys rosea

e Trichoderma asperellum a Botrytis cinerea e Myrothecium roridum

Ambos os antagonistas foram capazes de colonizar os discos de folhas de
begbnia, com percentual de area colonizada variando entre 30 e 55% para LQC62, e
11 e 45% para LQC96, dependendo da concentracdo utilizada. Independentemente
da concentracdo e do momento de dispensa dos antagonistas em relacdo a
inoculacdo, houve reducdo na colonizacdo pelos patégenos. Observou-se que,
quanto maior o tempo entre a aplicacdo do antagonista e a inoculagao do patégeno,
maior foi a reducao na colonizacao do patégeno. As aplicacdes do antagonista 48h e
24 antes da inoculacdo do patdégeno reduziram em 100% a esporulacdo dos

mesmos (Figura 1). O maximo de reducéo da colonizacdo dos patdégenos ocorreu
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com a aplicacdo dos antagonistas nas concentragées de 1x10° e 1x107 conidios.ml
e nas aplicagbes simultanea e aplicacées dos antagonistas 48 e 24 horas antes da
inoculacado dos patégenos. C. rosea promoveu maior reducdo da esporulacdo de
ambos patégenos, sendo maior o efeito sobre o crescimento de B. cinerea (Figura

2). Foi observado parasitismo de T. asperellum sobre os esporoddquios de M.

roridum (Figura 3).

Figura 1. Hifas de Trichoderma asperellum LQC96 colonizando hifas de Botrytis
cinerea (A), resultando em degradacdo das hifas de B. cinerea (B). Hifas de
Clonostachys rosea LQC62 colonizando hifas de B. cinerea (C), com a formacao de
estruturas do antagonista no interior das hifas de B. cinerea (D).
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Figura 2. Reducéao percentual da colonizacédo de discos de folhas de begbnia pelos
patdgenos Botrytis cinerea (A,B) e Myrothecium roridum (C,D) pela aplicacdo dos
(A,C) e (B,D),
dispensados em diferentes concentracdes (1x10°, 1x10° e 1x10” conidios.ml™") e

antagonistas Clonostachys rosea Trichoderma asperellum

tempos em relacdo a inoculagdo com o patégeno (48h ou 24h antes ou apds o
patégeno ou simultaneo). *Todos os parametros da equacao foram significativos (F,

P <0,05).

3.3. Controle biolégico do mofo cinzento e da mancha de Mirotécio em

cultivo comercial de beg6nias

A incidéncia de mofo cinzento nos ensaios realizados em area comercial foi

observada apenas no lote de plantas com inicio de cultivo nas semanas 19 e 20. Em
relacdo a mancha de Mirotécio, houve incidéncia em todos os ensaios avaliados. De

maneira geral, a incidéncia média das doencas foi baixa, proximo a 10%.
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Figura 3. Antagonismo de Trichoderma asperellum (LQC96) sobre Myrothecium
roridum (Mr) em discos de folha de begbnia (A), LQC96 parasitando esporodoquio
de M. roridum (B).

Com relacdo ao mofo cinzento, pulverizacbes semanais de LQC62
proporcionaram a menor média de incidéncia da doenga, proporcionando reducao
na incidéncia do mofo cinzento comparavel ao fungicida padrdo (Tabela 6),
entretanto, ndo houve diferenca significativa na Area Abaixo da Curva de Progresso
da Doenca (AACPD) entre os tratamentos (F, P=0,31) (Tabela 6). A aplicacdo de
LQC96 nao reduziu a incidéncia do mofo cinzento e, quando associado a aplicagao
de fungicidas, também néo proporcionou reducao da doencga (Tabela 6).

Quanto a mancha de Mirotécio, houve uma redugado na incidéncia da doenca
e na AACPD, quando houve aplicagdao semanal de LQC62 (Tabela 6). Assim como
observado para o mofo cinzento, a aplicacdo isolada de LQC96 no momento do
plantio e quando associado a aplicagéao de fungicidas, ndo resultaram na reducéo da

incidéncia da mancha de Mirotécio.



42

Tabela 6. Incidéncia e valores de area abaixo da curva de progresso (AACP) do
mofo cinzento e da mancha de Mirotécio em plantas de begbnias tratadas com:
aplicagdo de agua (controle); Aplicacao de tiofanato metilico e hidréxido de cobre
(fungicidas), uma aplicacao pré plantio de Trichoderma asperellum via solo (LQC96)

e pulverizacoes semanais de Clonostachys rosea via foliar (LQC62).

Mofo cinzento Mancha de Mirotécio
Incidéncia AACP™® Incidéncia  AACP
(%) (%)
Controle 6,66 AB* 34,16 7,77 A 35,00 A
Fungicidas' 5,00 B 23,33 4,44 AB 13,88 B
LQC96? 11,66 A 54,16 8,33 A 44,72 A
LQCe2! 3,33B 11,66 2,22 B 13,88 B
LQC96? 416 B 32,08 1,66 B 9,72 B
Fungicidas'
CV (%)° 36,93 38,18 35,13 35,54

'Aplicagio via foliar. “Aplicagdo via solo. *Coeficiente de variagdo. "Médias de tratamentos
seguidas pela mesma letra, no sentido da coluna, ndo diferem ente si (t, P < 0,01). NS Nio

significativo. (F, P = 0,31).

4. DISCUSSAO

No presente estudo, foi possivel observar indicios da producédo de compostos
volateis e solluveis pelos antagonistas que tenham propriedades inibitérias contra
patdgenos foliares de begbnia, B. cinerea e M. roridum.

Compostos volateis do isolado de T. asperellum LQC96 utilizado neste estudo
tiveram atividade antimicrobiana para ambos patégenos avaliados. Com relacao aos
compostos soluveis avaliados em meio com cultivo prévio de T. asperellum LQC96
sobre membrana de celofane, demonstrou reducdo de aproximadamente 80% no

desenvolvimento de B. cinerea, considerando todas as variaveis analisadas.
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Espécies de Trichoderma sao consideradas eficientes antagonistas contra uma
ampla gama de patdégenos de planta, atuando por meio da antibiose, produzindo
metabdlitos volateis e solluveis (DENNIS; WEBSTER, 1971a; DENNIS; WEBSTER
1971b; CAMPOTOTA, 1985; CLAYDON et al., 1987). Neste género, ja se relatou a
producdo de mais de 40 diferentes metabdlitos que podem contribuir no
micoparasitismo e ter agdo antibiética (SIVASITHAMPARAM; CHISALBERTI, 1998).

Para B. cinerea, algumas espécies de Trichoderma, como T. viride, T.
hamatum, T. harzianum, T. longibrachiatum, T. polysporum, T. koningii e T.
pseudokoningii sdo capazes de produzir compostos volateis em diferentes condi¢coes
de temperatura ocasionando a inibicao do crescimento deste patégeno (TRONSMO;
DENNIS, 1978).

Bélanger et al., (1995), ao estudarem eventos cronolégicos associados a
propriedades antagbnicas de T. harzianum contra B. cinerea, observaram acao
antagdnica de compostos soluveis, por meio da produgao de substancia antibibticas,
levando a morte celular, seguido pela degradacao da célula por meio de enzimas
quitinoliticas. No estudo realizado por Lopes et al., (2012), onde foram obtidas
estirpes de Trichoderma em cultivos de feijao no Cerrado brasileiro, verificou-se que
os isolados de T. asperellum apresentaram um alto grau de producdo de enzimas
degradadoras de parece celular, e exibiram de alta a média atividade especifica para
enzimas chaves no processo de micoparasitismo. Desta forma, a degradacao das
hifas de B. cinerea por LQC96 observada neste trabalho pode ser resultado de
enzimas com estas propriedades.

O isolado LQC62 de C. rosea também proporcionou reducdao no

desenvolvimento dos patdégenos, tanto pela producdo de compostos volateis, como
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também pela producdo de compostos solUveis, neste caso, apenas contra B.
cinerea. Rodriguez et al., (2011) observaram a inibicdo de Sclerotinia sclerotiorum
pela producdo de metabdlitos sollUveis por este antagonista, como demonstrado
neste trabalho para B. cinerea.

No ensaio de cultura pareada foi observada a inibicdo mutua entre os
patdgenos e antagonistas estudados era algo esperado, visto que ambos podem
produzir metabdlitos com atividade inibitéria, além da propria competicido por
nutrientes. A inibicdo mutua em cultivo pareado ja foi observada ocorrendo para
isolados de C. rosea e fitopatégenos (WHIPPS, 1987; MEJIA et al., 2008)
Entretanto, foi possivel verificar a colonizagdo dos patégenos pelos antagonistas,
tendo em vista a ocorréncia da sobreposicdo do crescimento destes sobre os
patdgenos estudados. Li et al., (2002), observaram ultra estruturalmente o
micoparasitismo de C. rosea em B. cinerea, sendo que 0 antagonista tem a
capacidade de penetrar diretamente nas hifas sem que haja a formacdo do
apressorio e estudos de microscopia eletrénica indicaram recuo e ruptura das
paredes da célula hospedeira em locais de penetracdo. Os conidios e tubos de
germinacdo de B. cinerea parasitados mostraram sinais de desintegracao
citoplasmatica e da presenca de hifas do antagonista.

O método de estudo de antagonismos em discos de folhas foi desenvolvido
para avaliar microrganismos para o controle do mofo cinzento causados por B.
cinerea em morango por Peng e Sutton (1990). Os autores verificaram que os dados
obtidos em campo correlacionavam significamente com os ensaios em discos de
folha, possibilitando a sele¢do de isolados de T. viridae e C. rosea que suprimiam a

esporulagdo de B. cinerea. (PENG; SUTTON, 1990; PENG; SUTTON, 1991).
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Entretanto, esse efeito pode variar para diferentes hospedeiros (SUTTON et al.,
1997)

Nos presente estudo, os antagonistas testados mostraram capacidade de
colonizar eficientemente os tecidos foliares de begbnia ede reduzir em até 100% a
colonizagdo de B. cinerea e M. roridum quando aplicados preventivamente ou
simultaneamente ao patogeno, indicando potencial de controle da doenca em
cultivo.

A colonizacao dos discos pelos antagonistas e a reducéo do crescimento dos
patdgenos foi diretamente proporcional a concentracao de esporos dos antagonistas
aplicada, o que indica um efeito de competicdo entre estes organismos como
mecanismo de controle, sendo as concentragdes de 1x10° e 1x10’ conidios.ml
demonstraram os melhores resultados na reducdo de B. cinerea e M. roridum.
Morandi et al., (2001) e Morandi et al., (2003) também observaram em isolados de
C. rosea que, nas concentracées mais elevadas, o antagonista foi mais eficiente na
competicdo com B. cinerea em discos de folha de roseira.

Entretanto, Yu e Suton (1994) verificaram que em concentragdes muito
elevadas (1x10%conidios.ml”), o estabelecimento e a eficiéncia de C. rosea em
framboesa foram prejudicados, aparentemente por autoinibicdo. Assim, é importante
determinar as concentragcdes dos antagonistas para a aplicagdo no campo, pois para
haver o controle biolégico efetivo, deve ter o in6culo suficiente para que o
antagonista possa se estabelecer, colonizar os tecidos e inibir o patégeno. Os
resultados do presente trabalho indicam que a concentragdo de 1x10” conidios.ml™
dos antagonistas proporcionam colonizacédo eficiente dos tecidos do hospedeiro e

um bom nivel de controle dos patégenos.
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Nos ensaios de cultivo comercial, as aplicacoes foliares semanais de LQC62
reduziram efetivamente a incidéncia de mofo cinzento e mancha de Mirotécio em
begbnia, corroborando os resultados observados em outras plantas (SUTTON et al.,
1997; KOHL et al., 1998; MORANDI et al., 2003; MORANDI; BETTIOL, 2008; DE
WIT; KIEVITSBOSH; BETTIOL, 2009; SILVERA-PEREZ et al., 2010;
CHATTERTON; PUNJA, 2012). O numero de aplicacbes de C. rosea necessarias
para o biocontrole de B. cinerea varia segundo o patossistema e as condi¢des
ambientais. Cota, Maffia e Mizubuti, (2008) realizaram ensaios com C. rosea em
condicbes de campo para o controle do mofo cinzento em morango, sendo
recomendadas pelo menos duas aplicacées semanais de C. rosea para 0 programa
de manejo do mofo cinzento em morangos. Ja em casa de vegetacao, a aplicacao
semanal de C. rosea foi suficiente para o manejo da doenga em morangueiro
(VALDEBENITO-SANHUEZA et al., 1997), da mesma forma que observado para o
mofo cinzento em begbnias neste estudo.

No caso de aplicacao pré plantio LQC96 ao substrato em associacao com
fungicidas nao foi possivel observar reducado significativa do mofo cinzento em
relagéo a pulverizagéo de fungicidas. Ja para a mancha de Mirotécio, foi observada
uma reducao na incidéncia da doenca quando, além das aplicacées de fungicida,
realizou-se a aplicagdo de LQC96 ao solo no momento do plantio. Entre os
mecanismos de acao de espécies de Trichoderma no manejo de doencas de
plantas, estdo a habilidade de promover crescimento e desenvolvimento de plantas,
bem como a possibilidade de induzir resisténcia (CHET, 1987; MELO 1991;

HOWELL, 2003; HARMAN et al., 2004;). Isto pode justificar o fato de que a
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aplicacao via solo de T. asperellum tenham ocasionado a redug¢do de uma doenca
ocasionada por uma patégeno foliar.

Como nao ha registro de pesquisas envolvendo controle biolégico da mancha
de Mirotécio, este trabalho é pioneiro. Os resultados obtidos, tanto em condicdes
controladas quanto em cultivo, indicam que os antagonistas testados possuem
potencial para o controle da doenca.

Em conclusao, destaca-se que o isolado de C. rosea LQC62 foi eficiente no
controle das doencas em begbnia em condigdes controladas e em condi¢cdes de
cultivo, sob baixa intensidade de doenca. O isolado de T. asperellum LQC96, apesar
de eficiente nos testes iniciais nao foi efetivo em condicées de cultivo. Entretanto, ha
a necessidade de verificar outras formas de aplicagdo, como por exemplo, variando
o intervalo de aplicacdo e realizar aplicacbes na parte aérea. Além disso, é
importante verificar o comportamento dos agentes de biocontrole em situagdes de

maior intensidade das doencas.
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CAPITULO 3 - PODRIDAO DO COLO CAUSADA POR Fusarium sp. EM
BEGONIA: ETIOLOGIA E CONTROLE BIOLOGICO POR
Clonostachys rosea LQC62 E Trichoderma asperellum LQC96

RESUMO - O patossistema envolvendo Fusarium sp. sdo consideradas
doencas problematicas e de dificil controle. Nao ha uma medida simples e Unica que
seja eficaz para o seu controle, sendo necessaria a adocao de varias estratégias.
Dentre elas, o controle biolégico utilizando microrganismos antagonistas tem
despertado atencdo, porém pouco se sabe sobre a sua eficiéncia em begbnias,
especialmente no Brasil. O trabalho teve como obijetivo inicial estudos quanto a
etiologia da podridao do colo, e estudos de controle biolégico mediante emprego do
antagonismo dos isolados LQC62 de Clonostachys rosea e LCQ96 de Trichoderma
asperellum. Para tal foram avaliados os mecanismos de acdo direta sobre o
patdgeno, assim como quanto a colonizacao e supressao da esporulacdo em hastes
de begbnia, e o controle da podriddo do colo em cultivo comercial. Constatou-se
inibicdo do patégeno por compostos soluveis e volateis produzidos pelos
antagonistas. Ambos os antagonistas foram capazes de colonizar hastes de
begbnia, sendo que LQC62 demonstrou ser eficiente na supressao da esporulacao
de Fusarium sp. em hastes de begbnia nos tratamentos testados, enquanto que
LQC96 apresentou eficiéncia apenas nos tratamentos preventivos. Nos ensaios em
casa de vegetacdo, os tratamentos com LQC62 apresentaram os melhores
resultados, seguidos dos tratamentos com LQC96. Concluiu-se que ambos o0s
agentes de controle foram eficientes no manejo da podriddao do colo em begénia.
Estudos adicionais relativos a etiologia da doenca fazem-se necessarios.

Palavras chaves: Begonia elatior, Clonostachys rosea, Fusarium sp., Fator
de enlongacéao 1a, ITS, Trichoderma asperellum.
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CHAPTER 3 - COLLAR ROT CAUSED BY Fusarium sp. IN BEGONIA: ETIOLOGY
AND BIOLOGICAL CONTROL WITH Clonostachys rosea LQC62
AND Trichoderma asperellum LQC96

ABSTRACT - Fusarium disease is considered one of the most problematic
and difficult to control. There is not a simple or unique measure that is effective for its
control. For the control of this disease are adopted various phytosanitary measures.
One measure that has attracted attention is the biological control using antagonistic
microorganisms, but little is known about the efficiency of these biocontrol agents in
begonias in Brazil. The initial study aimed to studies on the etiology of collar rot and
to evaluate their potential biological control, the antagonism was assessed in
Clonostachys rosea isolated LQC62 and Trichoderma asperellum isolated LCQ96,
evaluating the mechanisms of action on this pathogen colonization and suppression
of sporulation rods begonia and control of stem rot in commercial cultivation. There
was inhibition by soluble and volatile compounds produced by the antagonists
against the pathogen. Both antagonists were able to colonize begonia rods and
LQC62 shown to be effective in suppression of sporulation of Fusarium sp. on stems
of begonia in all treatments while LQC96 was efficient only for preventive treatments.
In greenhouse tests, treatments with LQC62 showed the best results followed by
treatment with LQC96, concluding that both were effective in the management of

fusariosis in begonia. More studies are needed to the etiology of collar rot in begonia.

Keywords: Begonia elatior, Clonostachys rosea, Fusarium sp., Trichoderma

asperellum,
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1. INTRODUCAO

A producao e o consumo de plantas ornamentais no Brasil tém crescido e
diversificado nos ultimos anos, tanto em termos de volume, quanto a diversidade de
espécies cultivadas, com consequente incorporacédo de novos produtores e regides
produtoras (JUNQUEIRA; PEETZ, 2008). As flores cultivadas em vaso sao
responsaveis por aproximadamente 50% da cadeia produtiva de flores, sendo a
begbnia (Begonia elatior Hort. ex Steud - Begoniaceae) uma das principais flores em
vaso cultivada e comercializada no Brasil. A producdo ocorre em casas de
vegetacdo durante todo o ano, com picos nas épocas festivas como Dia
Internacional da Mulher, Dia das Maes, Dia dos Namorados, Finados, Natal e Ano
Novo. Dentre as suas qualidades e apreciacao destacam-se a diversidade de cores
das inflorescéncias, assim como sua beleza e longevidade (ANUARIO BRASILEIRO
DE FLORES, 2007).

No Brasil, nos ultimos anos tém-se observado perdas significativas de plantas
resultantes de uma doenca caracterizada por podriddo do colo em cultivos de
begbnia. Tais sintomas foram associados a ocorréncia de Lasiodiplodia theobromae
(Pat.) Griffon & Maubl (FUJINAWA et al., 2012a) e também por Fusarium sp.
(FUJINAWA et al., 2012b). Em termos mundiais a literatura tem correlacionado estes
sintomas a infeccao por Fusarium spp. (DAUGHTREY et al. 1995; SCHROERS et al.
2004). E dentre as espécies associadas destacam-se F. begoniae (Nirenberg and
O’Donnell) [sin. = Fusarium sacchari (Butler) W. Gams var. elongatum] e F. foetens
(NIRENBERG; O’'DONNELL, 1998; CAVAT, 1993; SCHROERS et al., 2004). O F.
foetens, em particular, incita os sintomas de podriddo basal em hastes, lesées do
tipo anasarca, nervuras foliares amareladas, seguidas de murcha e morte da planta
(ELMER; VOSSBRINCK, 2004; SCHROERS et al., 2004; BRAND; WIENBERG,
2005; ELMER et al., 2008), enquanto F. begoniae ocasiona queima em flores, folhas
e haste (DE GRUYTER et al., 1994), listras transversais marrons necroticas sobre as
nervuras, caules e folhas e flores (BLIND et al.,, 1995). Além desses causa ainda
podriddo seca e cancro em hastes de begbnias 0s quais ndo estao associados com
dano na raiz ou a descoloracao vascular (ELMER, 2008). No Brasil ndo ha literatura

relativa ao patossistema envolvendo Begbnia-Fusarium spp.
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O controle de Fusarium, independente do patossistema mostra-se muito dificil
e complexo. Nao ha nenhuma medida isolada e eficiente, economicamente eficiente
e de protecao duradoura. Aparentemente ndao ha variedades de begbnia resistentes
ao patogeno. Dentre as medidas de controle recomendadas incluem-se aquelas que
apenas minimazam as perdas, € baseiam-se em sanitizacdo como limpeza de
mesas, bancadas, ferramentas e maquinarios, rouguing, eliminacédo e destruicao de
restos culturais, emprego de mudas sadias, manejo adequado do ambiente,
emprego de substrato livre do patégeno e adocéao de boa drenagem (O'NEILL et al.,
2000; GULLINO E GARIBALDI, 2007).

Em diversas espécies de plantas ornamentais cultivadas em vaso, o controle
biolégico tem sido utilizado como parte do manejo de doencgas incitadas por
espécies de Fusarium (LOCKE et al. 1985; SOMEYA et al., 2000; ELMER 2001;
MINUTO et al., 2002; ELMER; MCGOVERN 2004). Espécies de Trichoderma e
Clonostachys tém demonstrado eficiéncia no controle de patégenos do solo em
diversas culturas ornamentais e em hortalicas em cultivos protegidos (MCQUILKEN
et al., 2001; PAULITZ; BELANGER, 2001). Porém, desconhecem-se os aspectos
basicos envolvidos no controle bioldégico da podriddo do colo ocasionada por
Fusarium sp. em bego6nia.

Sendo assim, o presente trabalho tem por objetivo identificar a espécie de
Fusarium que associada a podridao do colo em begbnia, no Brasil, bem como avaliar
o antagonismo de C. rosea isolado LQC62 e T. asperellum isolado LQC96 ao

patégeno, tanto in vitro como em condi¢cdes normais de cultivo.
2. MATERIAL E METODOS

2.1. Isolamento do agente causal da podridao do colo da begobnia e
obtencao de isolados de fungos antagonistas

O isolado do patégeno foi obtido de plantas doentes coletadas no municipio
de Jacarei, Sdo Paulo, Brasil (23°15'568.45"S e 46° 2'32.24"0). Apos o isolamento,
avaliou-se a patogenicidade, na qual o isolado obtido foi inoculado com auxilio de

um palito de dente previamente infestado, seguido da sua introdu¢cao em hastes de
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plantas sadias de begdnia, mantidas em cadmara umida. Posteriormente realizou-se
a identificacdo do patégeno tomando como referéncia caracteres morfologicos
observados em microscépio de luz e caracterizagdo molecular, por meio da
amplificacdo das regides ITS e fator de elongagdo 1-a. Os procedimentos de
extracdo de DNA amplificacdo das regides e sequenciamento foram realizados
semelhante ao descrito por Fujinawa et al., (2012a). As sequéncias foram
comparadas com sequéncias encontradas no GenBank (http://www.ncbi
.nlm.nih.gov/) utilizando o programa BlastN.

Os isolados dos antagonistas avaliados, C. rosea e T. asperellum, pertencem
a colecao do LQC (Laboratério de Quarentena Costa Lima) da Embrapa Meio
Ambiente, em Jaguariina, Sao Paulo, Brasil e foram selecionados com base em
estudos preliminares de antagonismo a outros fitopatégenos. Assim, optou-se pelos
isolados LQC62 de C. rosea, obtido de cultivos de roseiras, e LQC96 de T.
asperellum, isolado de amostras de solo cultivado com feijao.

Os isolados foram preservados pelo método de Castellani e em papel de filtro
mantido em frascos contendo silica gel. Para o patégeno, além desses métodos de
preservacao, realizou-se a herborizacdo de plantas de begbnia com sintomas e
sinais tipicos do patégeno. Amostra do material foi mantido no herbério da Colegao
de Referéncia Micoldgica da Universidade de Brasilia.

2.2. Avaliacao da producao de compostos soluveis pelos antagonistas

A avaliagdo de compostos soluveis foi realizada por meio de duas
metodologias: para LQC96 empregou-se o0 método do papel celofane (GIBBS,
1967), enquanto para LQC62 empregou-se a metodologia de filtrado da cultura
liquida.. A metodologia do papel celofane mostra-se ineficiente para o isolado de C.
rosea porque este apresenta atividade celulolitica, degradando assim o celofane
(FUJINAWA et al., 2011).

O método do papel celofane consiste na transferéncia de um disco de colbnia
do antagonista para o centro de placas de Petri contendo meio BDA, sobreposto por
papel celofane lavado e esterilizado, utilizado normalmente para avaliar a produgéo

de metabdlitos volateis. A cultura foi incubada por 48 horas a 25+2 °C, com
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fotoperiodo de 12 horas. Apds esse periodo removeu-se o papel celofane
juntamente com a colénia de LQC96 e depositou-se disco da colbnia do patégeno ao
centro da placa de Petri. As testemunhas consistiram do cultivo do patégeno em
placas onde nao se cultivou LQC96 sobre o celofane. Todas as culturas foram
incubadas a 25+2 °C com fotoperiodo de 12 horas.

O método de filtrado da cultura liquida consiste no cultivo de C. rosea LQC62
em meio BD (Batata-Dextrose) durante uma semana, sob agitacdo continua. A
cultura liquida foi filtrada com membrana para filtro microbiolégico (Millipore®) de
0,02um, e o filtrado obtido foi adicionado em meio BDA fundente na concentragéo de
20% (v/v). A mistura foi vertida para placas de Petri, onde foi colocado um disco da
colénia do patdégeno. As testemunhas consistiram no cultivo do patégeno no meio
BDA sem a adicao do filtrado.

Os ensaios foram conduzidos no delineamento inteiramente casualizado, com
trés tratamentos (LQC96-Fusarium sp., LQC62- Fusarium sp., testemunha- Fusarium
sp.), com dez repeticoes para cada tratamento. Cada unidade amostral foi
representada por uma placa.

As avaliagdes consistiram na determinacao do crescimento micelial diario até
gue nas testemunhas as colbnias atingissem os bordos da placa (Bendahmane et
al., 2012). As variaveis avaliadas foram o didmetro da col6nia, a area abaixo da
curva de crescimento micelial (AACCM) e a taxa de crescimento da colbnia.

Os ensaios foram conduzidos no delineamento inteiramente casualizado, com
trés tratamentos (LQC96-Fusarium sp., LQC62- Fusarium sp., testemunha-
Fusarium sp.), com dez repeticdes para cada tratamento.

2.3. Avaliacao da producao de compostos volateis pelos antagonistas

Adotou-se o método descrito por Dick; Hutchunson (1966), citado por Mariano
(19983), que consiste em posicionar dois fundos de placas de Petri sobrepostas,
contendo em cada uma, cultura do antagonista e do patégeno, seguido da sua
selagem com com Parafim®. As culturas foram incubadas em temperatura
ambiente, por sete dias, sob luz fluorescente continua. No caso da testemunha,

semeou-se 0 patogeno em ambas placas. Comparou-se 0 desenvolvimento do
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patdbgeno exposto aos antagonistas em relagdo ao crescimento no tratamento
controle, medindo-se o tamanho diario da colénia dos patéogenos. As variaveis
avaliadas foram o diametro final da coldnia, a area abaixo da curva de crescimento
micelial (AACCM) e a taxa de crescimento da coldnia (cm.dia™).

O experimento foi conduzido no delineamento inteiramente casualizado,
contendo seis tratamentos (LQC96- Fusarium sp., LQC62- Fusarium sp., LQC96-
LQC96, LQC62-LQC62, Fusarium sp.- Fusarium sp., Fusarium sp. em uma das
placas), com cinco repeticoes para cada tratamento. Cada unidade amostral foi
representada por uma placa.

2.4. Culturas pareadas

Para avaliar o antagonismo por meio do hiperparasitismo, utilizou-se o
método de culturas pareadas entre patdégeno e antagonista, seguindo a metodologia
modificada de Patel e Brown (1969). Foram colocados discos de 0,5 cm de didmetro
da colénia do patégeno e do antagonista, colocadas a 6,5cm de distancia entre eles,
em placas de Petri contendo meio BDA. As testemunhas consistiram na adigéo de
apenas o0 disco da colénia do patégeno ou do antagonista, em uma das
extremidades de cada placa.

Adotou-se o delineamento inteiramente casualizado, com seis tratamentos e
dez repeticoes para cada tratamento. Cada unidade amostral foi representada por
uma placa de Petri. A avaliagéo foi realizada medindo-se diariamente o tamanho das
colénias fungicas, até que as colénias do patégeno e do antagonista se
encontrassem. A partir deste momento, avaliou-se a sobreposicdo de uma colénia
sobre a outra até que as colbnias das testemunhas colonizassem toda a placa.
Determinou-se a reducéo no didametro da col6nia e reducdo na taxa de crescimento,
tanto do patégeno como do antagonista em relagéo ao tratamento controle, tendo-se

por base o tempo de encontro entre as colbnias..

2.5. Colonizacao dos antagonistas e supressao da esporulacao do
patdogeno em hastes de begodnia
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Para o ensaio da colonizagdo em hastes de begbnia pelos antagonistas e o
seu efeito sobre os patégenos foram utilizadas caixas plasticas do tipo Gerbox®),
previamente desinfestadas. Em cada caixa foi inicialmente adicionada agua
destilada esterilizada, seguido de deposicdo de uma tela metélica, sobre a qual
depositaram-se 50 hastes de 1 cm de begbnia da cultivar Baladin, previamente
desinfestados e autoclavadas. Apds a disposicao das hastes nas caixas, realizou-se
a inoculacao do antagonista e patégeno.

O experimento foi conduzido no delineamento inteiramente casualizado,
contendo com cinco repeticoes. Cada unidade amostral foi representada por dez
discos por placa. Os antagonistas foram avaliadas em trés concentracdes: 1x10°,
1x10°% e 1x10” conidios.mL"", aplicados a 48, 24 e Zero horas antes do patégeno, e
48 e 24 horas depois do patégeno. O patégeno foi avaliado a concentragdo de 1x10°
conidios.mL™. Apés as inoculacdes, os discos foram mantidos por 24 horas nas
caixas de plastico, sendo em seguida transferidos para meio PCA (Paraquat-
Choramphenicol-Agar). As testemunhas consistiram na pulverizagdo apenas de: i)
agua destilada esterilizada, ii) apenas suspensao do patdégeno na concentracao de
1x10° conidios.mL™ e, iii) apenas suspensdo do antagonista nas trés concentracdes
mencionadas. A avaliacdo baseou-se na determinacao da presenca do patégeno e
do antagonista nas hastes de begbnia colonizadas no décimo dia apds a inoculagéo.

2.6. Controle bioldgico da podridao do colo por Fusarium sp. em cultivo
comercial de begobnias

Nesse estudo a aplicacdo dos antagonistas deu-se mediante sua
incorporagdo as praticas de manejo fitossanitario adotadas em uma producao
comercial. Empregou-se area de 4 ha em cultivo protegido, com sistema de
fertirrigacao, localizada no municipio de Jacarei (Sao Paulo, Brasil). O manejo da
irrigagdo, nutricdo mineral e controle de pragas foram realizados conforme as
estratégias adotadas pelo produtor.

Foram realizados quatro ensaios. O primeiro ensaio consistiu no emprego de
quatro ciclos de producao, cujos experimentos foram conduzidos em cultivos de

mini-begbnias (pote 11) das variedades Borias e Baladin a partir das semanas 19,
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20, 21, 22, as quais se referem as semanas dos dias, 09, 16, 23 e 30 de maio de
2011, respectivamente. Nestas semanas foram avaliados cinco tratamentos: i)
testemunha nao tratada (pulverizada apenas com agua destilada)’; ii) tratamento
padrao do produtor, com aplicacdo no plantio, na sexta semana juntamente com
tiofanato metilico (Cercobin® 700 WP, lharabras S.A. IndUstria Quimicas) e na
décima segunda semana com hidréxido de cobre (Kocide® WDG, Du Pont do Brasil
S.A.); i) aplicagdo unica de LQC96 no substrato, antes do plantio via solo com
suspensdo 1x10” conidios.mL™ ; iv) aplicacdes foliares semanais de LQC62 a1x10’
conidios.mL™ e; v) aplicacdo de LQC96 pré-plantio, no substrato, seguida do
tratamento padrao adotado pelo produtor. Optou-se pela dispensa de T. asperellum
via solo por ser uma pratica ja adotada na propriedade.

O segundo ensaio consistiu em dois ciclos de producdo, iniciados nas
semanas 31 e 32, correspondente a 1 e 8 de agosto de 2011, respectivamente, em
cultivos de begbnias pote 11 da variedade Veronica. Neste ensaio foram testados
seis tratamentos: i) testemunha ndo tratada (pulverizada apenas com agua
destilada); ii) tratamento padrdo do produtor, com aplicagdo de tiofanato metilico
(Cercobin® 700 WP, lharabras S.A. Indistria Quimicas) no plantio e na sexta
semana, e aplicacdo de de hidréxido de cobre (Kocide® WDG, Du Pont do Brasil
S.A.) na décima segunda semana; iii) aplicagbes semanais de LQC62 (1x10’
conidios.mL™), de forma foliar e no substrato, juntamente com o tratamento padrao
do produtor; iv) idem anterior, porém sendo empregado o isolado LQC96 a 1x10’
conidios.mL™"; v) aplicacdes semanais de LQC62 a 1x10’ conidios.mL™" , de forma
foliar e no substrato e; vi) aplicacdes semanais de LQC96 a 1x10’ conidios.mL™, de
forma foliar e no substrato.

O terceiro ensaio consistiu em apenas um ciclo de producao, iniciado na
semana 35 (29 de agosto de 2011) em cultivos de begbnias pote 11 das variedades
Borias e Baladin. Neste experimento foram avaliados cinco tratamentos: i)
testemunha nao tratada (pulverizada apenas com agua destilada), ii) tratamento
padrdo do produtor, com aplicagdo de tiofanato metilico (Cercobin® 700 WP,
Iharabras S.A. Industria Quimicas) no plantio e na sexta semana, e aplicagdo de
hidroxido de cobre (Kocide® WDG, Du Pont do Brasil S.A.) na décima segunda

semana; iii) aplicagdes semanais de LQC62 (1x10” conidios.mL™), de forma foliar e
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no substrato; iv) aplicacdes semanais de LQC96 (1x10’ conidios.mL™), de forma
foliar e no substrato e; v) aplicagbes foliares semanais de LQC62 (1x10’
conidios.mL™) e no substrato, também semanais, de LQC96 (1x10” conidios.mL™).

O quarto ensaio consistiu em apenas um ciclo de producao, iniciado na
semana 38 (12 de setembro de 2011), em cultivos de begbnias pote 11 da variedade
Borias. Este ensaio consistiu de oito tratamentos, sendo: i) testemunha néo tratada
(pulverizada apenas com agua destilada); ii) tratamento padrdo do produtor, com
aplicacdo de tiofanato metilico (Cercobin® 700 WP, lharabras S.A. IndUstria
Quimicas) no plantio e na sexta semana, e aplicagéo de hidréxido de cobre (Kocide®
WDG, Du Pont do Brasil S.A.) na décima segunda semana; iii) aplicacbes semanais
LQC62 (1x10” conidios.mL™), de forma foliar e no substrato, juntamente com o
tratamento padrdo; iv) idem anterior, porém com o isolado LQC96 (1x10’
conidios.ml™"); v) aplicagcdes foliares e no substrato semanais de LQC62 (1x10’
conidios.ml™"), vi) aplicacdes semanais de LQC96 (1x10’ conidios.mL™), de forma
foliar e no substrato; vii) aplicagdes semanais foliares de LQC96 (1x10” conidios.mL’
') e no substrato, igualmente semanal, com LQC62 (1x10’ conidios.mL™) e; viii)
aplicacbes semanais foliares de LQC62 (1x10” conidios.mL™) e no substrato, de
forma semanal, de LQC96 (1x10’ conidios.mL™).

Empregou-se o delineamento de blocos ao acaso, com seis repeticoes para
cada tratamento. Cada unidade amostral foi representada por dez vasos. Foram
realizadas avaliacbes semanais durante as 18 semanas do ciclo de cultivo,
observando-se a ocorréncia natural de sintomas da podridao do colo por Fusarium
sp. Os tratamentos foram comparados com base na incidéncia final de plantas
sintomaticas e nos valores de area abaixo da curva de progresso das doencas
(AACPD).

2.7. Analises estatisticas

As analises foram realizadas utilizando-se os procedimentos UNIVARIATE e
GLM no programa SAS 9.1 (SAS Institute, Cary, N.C., USA). Foi feita a analise de
variancia (ANOVA) e, quando observado efeito significativo dos tratamentos (F,

P<0,05), as médias foram comparadas pelo teste t de Student (t, P<0,05). Nos casos
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onde os fatores avaliados apresentavam niveis quantitativos foram realizados
analise de regressao para os fatores que apresentaram efeito significativo (F,
P<0,05). Todos os experimentos foram repetidos, no minimo, duas vezes. Nestes
casos, realizou-se andlise conjunta dos ensaios conforme recomendacdes descritas
por Pimentel-Gomes e Garcia (2002).

3. RESULTADOS

3.1. Obtencao e identificacao do agente causal da podridao do colo da
begonia

Foi obtido isolado de Fusarium sp. frequentemente associado aos sintomas
da podridao do colo de begbnia. Tal isolado quando inoculado em plantas sadias
confirmou a sua patogenicidade, completando-se o Postulado de Koch. Tal isolado,
identificado como LQC153 encontra-se depositado na colecdo do Laboratério de
Quarentena Costa Lima, em Jaguariuna/SP.

Quando analisadas suas caracteristicas morfoldgicas, o isolado obtido
apresentou monofidlides curtas e macroconidios com predominancia de 3-5 septos.
O formato dos microconidios variou de ovais a fusiforme, com 0-1 septo. Houve
producdo de clamiddsporos, em grupos e solitarios. A coloracdo apresentou-se
branca, come os microconidios produzidos em falsas cabecas. A coloracdo das
colénias vistas no verso das placas mostrava-se salmdo a violeta. Estas
caracteristicas culturais e morfolégicas enquadram-se em Fusarium oxysporum,
conforme descrito por Leslie; Summerell (2006), e difere de F. begoniae devido a
presenca de clamiddsporos (NIRENBERG; O’'DONNELL, 1998).

Com base na analise da regido ITS pelo Programa BlastN, observou-se 99%
de similaridade com isolados de F. oxysporum. Entretanto, na analise da regiao do
fator de elongacédo 1-alfa, houve maior similaridade (100%) com isolados de F.
foetens. Desta forma, com as analises efetuadas, ndo foi possivel chegar a uma
identificagdo precisa da espécie de Fusarium associada aos sintomas de podridao

do colo.



65

3.2. Avaliacao da producao de metabolitos solluveis e volateis e do
hiperparasitismo de Clonostachys rosea e Trichoderma asperellum a Fusarium

sp.

Foi verificado que compostos soluveis de C. rosea LQC62 reduziram o
desenvolvimento de Fusarium sp., com reducdo significativa (F, P<0,0001) do
didmetro da col6nia, da AACPCM e da taxa de progresso do crescimento da colénia
em relacao a testemunha. No entanto, ndo houve efeito significativo (F, P<0,05) de
T. asperellum LQC96 sobre Fusarium sp. quanto as variaveis diametro da colbnia,
AACPCM e taxa de progresso do crescimento da col6nia (Tabela 1).

Ambos antagonistas produziram compostos volateis com atividade inibitéria
contra Fusarium sp., sendo observada reducdo no crescimento das col6nias em
relacdo a todas as variaveis avaliadas (Tabela 2). O efeito inibitério causado pelos
compostos volateis de LQC62 e LQC96 atuaram de forma semelhante sobre o
patdgeno, apresentando inibicdo de cerca de 36% e 39% no diametro, 35% e 34%
na AACPCM e 34% e 49% na taxa de crescimento micelial, respectivamente.

Tabela. 1. Inibicdo do crescimento in vitro de Fusarium sp. pela producdo de
compostos sollveis em meio de cultura por Clonostachys rosea LQC62 e
Trichoderma asperellum LQC96, estimada com base no diametro final da colénia
(Diametro), da area abaixo da curva de crescimento micelial (AACPCM) e da taxa de

crescimento (Taxa).

Isolado LQC62 Isolado LQC96
Variaveis Compostos Compostos P >
Controle sollveis P>F Controle solliveis =
D'?(;“nf)tro 7.28 541  <0,0001 7.67 755 007
AACPCM 17,99 13,98 <0,0001 22,82 22,85 0,45

Taxa 0,90 0,61 <0,0001 1,25 1,25 0,41
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Tabela 2. Avaliacdo da producdo de compostos volateis por Clonostachys rosea
LQC62 e Trichoderma asperellum LQC96 com atividade inibitéria a Fusarium sp.,
com base no diametro final da colénia (Didmetro), da area abaixo da curva de
crescimento micelial (AACPCM) e da taxa de crescimento (Taxa).

Fusarium sp.

Isolados Diametro da AACPCM Taxa

colénia (cm)

Controle 6,14 A 26,18 A 0,79 A
LQC96 3,93 B 16,96 B 0,52 B
LQC62 3,71 B 17,30 B 0,40 B
CV (%)? 8,07 22,69 10,24

'Médias de tratamentos seguidas pela mesma letra, no sentido a coluna, nio
diferem ente si (t, P < 0,01). Coeficiente de variagao.

No cultivo pareado, verificou-se que o encontro das colénias deu-se no quarto
dia para LQC96, e no oitavo dia para o LQC62 (Figura 1). Apos esse evento, houve
a paralisagcdo do crescimento do patdgeno e dos antagonistas, resultando na
sobreposicao média de 1,20 cm e 1,12 cm para LQC96 e LCQ62, respectivamente,
demonstrando capacidade hiperparasitica nesta interacao (Figura 2).

No pareamento com LQC96 observou-se a reducdo da velocidade de
crescimento do antagonista e do patégeno quando comparados com a testemunha.
Porém no pareamento com LCQ62, a velocidade de crescimento do antagonista

manteve-se 0 mesmo, com ou sem pareamento.

3.3. Antagonismo em hastes de begodnia de Clonostachys rosea e
Trichoderma asperellum a Fusarium sp.

Ambos os antagonistas, LQC96 e LQC62, foram eficientes na colonizagao
das hastes de begbnia (Figura 3). O isolado LQC62 mostrou-se eficiente na inibicao
da colonizagdo de hastes de begbnia por Fusarium sp. em todos os tratamentos
(dispensa do antagonista 48 e 24 horas antes da aplicacdo do patdégeno; aplicacao
simultdnea e dispensa do antagonista 48 e 24 horas depois do patdgeno),
independente da concentragéo de inéculo avaliada. Por outro lado, o isolado LQC96
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apresentou eficiéncia apenas nos tratamentos preventivos, com aplicacao 48 e 24

horas antes do patdégeno, nas trés concentracdes testadas. Desta forma, aplicacao

de LQC62 demonstrou maior eficiéncia que LQC96.
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Figura 1. Crescimento micelial (cm) em culturas pareadas de Clonostachys rosea

LQC62 (A) e Trichoderma asperellum LQC96 (B) com Fusarium sp.
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Figura 2. Reducado (em %) da colonizacdo de hastes de begbnia pelo patégeno
Fusarium sp. pela aplicacdo dos antagonistas Clonostachys rosea (A) e Trichoderma
asperellum (B) em diferentes concentracdes (1x10° 1x10° e 1x10” conidios.mL™) e
tempos em relacdo a inoculacdo com o patéogeno (48h, 24h antes ou apds o
patdgeno ou simultaneo). *Todos os parametros da equacao foram significativos (F,
P <0,05).
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Figura 3. Culturas pareadas. A) Trichoderma asperellum LQC96 vs. Fusarium sp. e
B) Clonostachys rosea LQC62 vs. Fusarium sp.
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3.4. Controle bioldgico da podridao do colo causada por Fusarium sp. no
cultivo comercial de beg6nias

Sintomas da podridao do colo, causada por Fusarium sp., foram observados
apenas na décima segunda semana apdés a inoculagdo, com aumento significativo
até o final do ciclo, cuja incidéncia média de sintomas foi de 40%.

Com relacdo ao primeiro ensaio, o0s tratamentos com antagonistas
propiciaram o0s melhores resultados, seguidos do tratamento padrdocom
consequente reducao de 52,38% dos sintomas, no campo. Por outro lado, aplicacédo
unica de LQC96 no plantio, via solo, associado com o tratamento padrao, nao diferiu
estatisticamente da testemunha, mostrando-se ineficiente no controle da doencga (t,
P<0,05) (Tabela 3).

Quanto ao ensaio 2, a maior redugédo na incidéncia de sintomas da doenca
deu-se com aplicacdo semanal de LQC 62 associado ao tratamento padrdo do
produtor, redundando em cerca de 70% de controle, seguidos dos demais
tratamentos em que os antagonistas foram aplicados semanalmente, via solo e parte
aérea. Os demais tratamentos n&o diferiram da testemunha (t, P<0,05) (Tabela 3).

Todos os tratamentos diferiram da testemunha no ensaio 3, proporcionando a
reducado nos niveis de sintomas da doenca (t, P<0,05) (Tabela 3). O percentual de
controle foi cerca de 30%.

No ultimo ensaio, o tratamento correspondente a aplicacao dos antagonistas
LQC96 ou LQC62, semanal, via solo e parte aérea, foram os que apresentaram o
melhores resultados, com eficiéncia de controle a ordem de 76,92%. O tratamento
correspondente a aplicacao de LQC96 via solo, associado com aplicacao de LQC62,
apresentou resultados intermediarios, com 61,54% de controle. Os demais
tratamentos n&o diferiram da testemunha (t, P<0,05) (Tabela 3), sendo, pois,
ineficientes no controle da podridao do colo em plantas de begénia.
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Tabela 3. Incidéncia de sintomas da podridao do colo causada por Fusarium sp. em
cultivo comercial de begbnia apds tratamento com Clonostachys rosea LQC62 e
Trichoderma asperellum LQC96.

Tratamentos’ Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Ensaio 4
Controle 30,62 A 39,26 A 71,66 A 21,66 A
Padrao 19,16 BC 22,50 ABC 56,66 B 13,33 ABC
LQC62 F 17,50 C - - -
LQC 96 Sol 14,58 C - - -
LQC 96 Sol + Padrao 24,79 AB - - -
LQC 62 SF - 15,83 BC 54,16 B 5,00 C
LQC 96 SF - 21,66 BC 50,00 B 5,00 C
LQC 62 SF + Padrao - 11,66 C - 16,66 AB
LQC 96 SF + Padrao - 30,00 AB - 13,33 AB
LQC96S +LQC 62 F - - 55,00 B 8,33 BC
LQC62S +LQC 96 F - - - 11,66 ABC

'F (pulverizacdo semanal da parte aérea), Sol (uma Unica aplicagdo no plantio via
solo), SF (pulverizacdo semanal da parte aérea e aplicagao via solo), S (aplicacao
semanal via solo).

?Médias seguidas pela mesma letra néo diferem estatisticamente entre si (t, P<0,05).
4. DISCUSSAO

De um modo geral, a identificacdo de géneros de fungos pode ser realizada
mediante avaliacdo de caracteres morfolégicos, mediante treinamentos prévios e
utilizacdo de manuais especificos.

Morfologicamente, F. foetens e F. oxysporum sao muito similares, com
excecao de que F. foetens produz polifialides e podem produzir longas monofialides,
nunca foram observadas em F. oxysporum (SCHROERS et al., 2004). Além disso, F.
foetens produz um cheiro distinto em meio BDA. As duas espécies podem ser
separadas baseando-se nas sequéncias de DNA (B-tubulina, fator de elongacéao 1-
alfa e subunidade do ribossomo mitocondrial (ELMER; VOSSBRINCK, 2004).
Entretanto, Schroers et al. (2004) verificaram que ambas espécies de Fusarium
possuem o mesmo padrdao de banda RAPD, e, em vista disso, levantaram a
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possibilidade de que ambos sdo, na verdade, clones e néo individuos geneticamente
distintos.

Nesse estudo, os resultados ora obtidos indicam que, de forma semelhante
ao apontado por Schroers et al., 2004, o isolado de Fusarium sp. assemelha com
membros de FOC- Fusarium oxysporum specie complex (Complexo de espécies de
Fusarium oxysporum), dada a presenca de monofialides curtas em micélio aéreo, e
de clamiddsporos e macroconidios com 3 septos. Em vista disso, presume-se tratar-
se de uma forma especialis de FOC. Porém, estudos complementares mediante
andlises filogenéticas indicaram tratar-se de F. foetens.

A taxonomia de fungos fitopatogénicos mediante estudos morfologicos e
culturais, embora preciso em determinadas situa¢des, em outras mostram-se muito
limitadas e imprecisas. O caso de F. oxysporum, em especial, pela sua
complexidade e grande semelhancas morfolégicas com outras espécies do género,
enquadra-se nesta ultima categoria (LESLIE E SUMMEREL, 2006). Dessa forma, no
presente estudo embora tenha sido detectada similaridade em relacdo a sequéncia
da regiao ITS, esta regidao mostra-se limitada com vistas a identificacao de espécies
de Fusarium. Por outro lado, o emprego de analises da regido do fator de elongacao
1-alfa ser mostrar-se adequada para identificacdo de espécies de Fusarium,
necessita, por outro lado, para maior precisdo, ser complementada com analises
adicionais, como por exemplo a regido do fator de elongacao 2-alfa, utilizando-se
primers especificos para a espécie alvo (GLEISER et al., 2004; DE WEERDT et al.,
2006; SAURAT et al., 2013).

Os agentes de controle biol6gico possuem varios mecanismos de acao que
permitem o controle de microrganismos. Dentre tais alternativas incluem-se
micoparasitismo, producao de antibiéticos ou enzimas, competicao por nutrientes e a
inducédo a formacao de defesas da planta (Brimner e Boland, 2003). Desta forma,
guanto maior o arsenal empregado pelo antagonista, maior sera o nivel de eficiéncia
proporcionado no controle dos fitopatdgenos.

No presente estudo, observou-se indicios da producdo de compostos volateis
e soluveis, além de expressao de atividade hiperparasitica pelos antagonistas, com
consequente propriedades inibitorias contra Fusarium sp..
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Compostos soluveis do isolado de C. rosea LQC62 utilizado neste estudo
apresentaram atividade antimicrobiana para o patégeno avaliado. Porém, ndo se
observou efeito de compostos sollveis do isolado de T. asperellum LQC96 sobre o
patdgeno. Com relacao a producao de compostos volateis com acao antimicrobiana,
LQC96 demonstrou reducdo de aproximadamente 35% no desenvolvimento de
Fusarium sp.. No caso de LQC62, a reducdo foi de cerca de 40% no
desenvolvimento do patégeno, segundo todas as variaveis analisadas.

Espécies de Trichoderma sdo consideradas eficientes antagonistas contra
uma ampla gama de patégenos de planta, atuando por meio da antibiose,
produzindo metabdlitos volateis e soluveis (DENNIS; WEBSTER, 1971b, DENNIS;
WEBSTER, 1971c; CAMPOTOTA, 1985; CLAYDON et al., 1987). Neste género, ha
relatos da producdo de mais de 40 diferentes metabdlitos que, via de regra, podem
contribuir no micoparasitismo e ter acdo antibidtica (SIVASITHAMPARAM;
CHISALBERTI, 1998).

De forma semelhante aos antagonistas do género Trichoderma, espécies de
Clonostachys possuem a habilidade de produzir compostos antifungicos e enzimas
que degradam parede celular, induzindo a perda de turgescéncia das células e lise
das hifas do patégeno (PAPAVIZAS, 1985; SUTTON et al.,, 1997). Clonostachys
rosea, por exemplo, tem capacidade de parasitar hifas, esclerédios e outros tipos de
corpos de frutificacao de varios fungos fitopatogénicos (SUTTON et al., 1997).

Quando analisado o crescimento das colénias dos agentes antagonistas, em
culturas pareadas, verificou-se que a velocidade de crescimento do LQC96 foi
superior ao LQC62. Porém, ambos apresentaram abundante numero de esporos.
Esta caracteristica torna o LQC96 mais competitivo que LQC62, competindo por
espaco e nutrientes. Tal observacao ja havia sido feita por Moraga-Suazo et al.
(2011) em culturas pareadas com Fusarium circinatum. Esta caracteristica nao
desclassifica LQC62 como potencial agente de controle biolégico, pois mesmo com
o crescimento mais lento, foi capaz de sobrepor a colénia de Fusarium sp., o que
seria outro mecanismo interessante de antagonismo, o hiperparasitismo. Essa

caracteristica também foi observada para o LQC96.
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Diversos estudos com microscopia eletrbnica de varredura e microscopia de
fluorescéncia demonstram que isolados de Trichoderma possuem atividade
hiperparasitica. Nestes trabalhos foi demonstrado que o parasitismo ocorre por meio
de apressorios, ganchos e enrolamento das hifas (ELAD et al., 1983), assim como
diversas enzimas liticas extracelulares podem estar envolvidas no parasitismo
(MELO; FAULL, 2000; LOPES et al., 2012).

O método de estudo de antagonismos mediante emprego de hastes de
begbnia é uma adaptacdo da metodologia que utiliza discos de folhas, desenvolvido
para avaliar microrganismos para o controle do mofo cinzento, causado por B.
cinerea em morango (PENG; SUTTON, 1990; PENG; SUTTON, 1991). Segundo
esses investigadores os dados obtidos em campo correlacionaram significativamente
com os ensaios em discos de folha, possibilitando a selecdo de isolados de T.
viridae e C. rosea eficientes em termos de supressao da esporulacao de B. cinerea.
Entretanto, segundo Sutton et al. (1997), esse efeito pode variar entre os diferentes
hospedeiros.

No presente estudo, LQC62 demonstrou capacidade de colonizar
eficientemente as hastes de begbnia e de reduzir em até 100% a colonizagéo por
Fusarium sp., quando aplicado preventivamente ou simultaneamente ao patdégeno,
indicando potencial de controle da doenca sob condi¢gdes comerciais. Quanto a
LQC96, este foi eficiente somente nos tratamentos preventivos. A capacidade de
colonizar tecidos mortos e o resultado do controle in vitro demonstram a sua
capacidade competitiva em se estabelecer no ambiente, sobrevivendo por meio de
restos culturais.

A colonizacao das hastes pelos antagonistas e a reducéo do crescimento dos
patdgenos foi diretamente proporcional a concentracao de conidios dos antagonistas
aplicada, cujas melhores respostas foram obtidas as concentragées de 1x10° e
1x10”conidios.mL™ , com consequente reducdo da colonizacdo de Fusarium sp.
Morandi et al. (2001; 2003) também observaram em isolados de C. rosea que, nas
concentragdes mais elevadas, o antagonista foi mais eficiente na competicdo com B.
cinerea em discos de folha de roseira.

Nos ensaios de cultivo comercial, de forma geral o tratamento com a

aplicagdo semanal de LQC62 apresentou o melhor resultado, corroborando aos
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resultados observados em outras plantas (SUTTON et al., 1997; KOHL et al., 1998;
MORANDI et al., 2003; MORANDI; BETTIOL, 2008; DE WIT et al., 2009; SILVERA-
PEREZ et al., 2010; CHATTERTON; PUNJA, 2012). O nimero de aplicagdes de C.
rosea necessarias para o biocontrole de B. cinerea varia segundo o patossistema e
as condicoes ambientais. Cota et al. (2008) realizaram ensaios com C. rosea em
condicbes de campo para o controle do mofo cinzento em morango, sendo
recomendadas pelo menos duas aplicagbes semanais de C. rosea para o programa
de manejo do mofo cinzento em morangos. Ja em casa de vegetacao, a aplicacao
semanal de C. rosea foi suficiente para o manejo da doenca em morangueiro
(VALDEBENITO-SANHUEZA et al., 1997), da mesma forma que observado para o
mofo cinzento em begbnias neste estudo.

A aplicagao semanal de LQC96 propiciou bons resultados de controle de
Fusarium sp., conforme observado no ensaio 4 , demonstrando a mesma eficiéncia
que LQC62. A combinacdo com a aplicacdo semanal de LQC96 no substrato e
LQC62 na parte aérea também apresentou um bom nivel de controle da doencga. Os
tratamentos que tiveram a combinagdo com quimicos e agentes de controle
bioldgico ndo apresentaram bons niveis de controle da doencga, demonstrando que
os defensivos agricolas utilizados pelo produtor possivelmente afetaram
negativamente atividade desses antagonistas no controle biolégico.

Em concluséo, destaca-se que o isolado de C. rosea LQC62 e T. asperellum
LQC96 foram eficientes no controle da fusariose em begbnia em condicdes

controladas e em condi¢des de cultivo.
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