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ABSTRACT

One of the limitations for biological control agent application are your
sensibility to the ultraviolet radiation. In the last years the incidence of the
Ultraviolet B radiation (UV-B) is increasing gradually in the Earth. This work
had for objective to simulate the effect of the increase of UV-B radiation,
incident in the surface of the Earth, on Trichoderma and C. rosea. In the study it
were selected strains of Trichoderma and C. rosea tolerant to UV-B radiation;
evaluated the effects of the UV-B radiation about the germination of the conidia
in middle of culture of strains of Trichoderma and C. rosea, and growth and
antagonistic capacity of C. rosea in leaf disks. Besides, it was simulated and
appraised the increase of the UV-B radiation in field and observed the possible
effects on C. rosea. The studies allowed to end that; the UV-B radiation presents
strong deleterious action to the conidia of C. rosea and Trichoderma’, the
stadiums of development of the germination present sensibility differentiated to
the UV-B radiation; all the strains of Trichoderma presented larger resistance to
UV-B radiation than C. rosea; strain LQC 62 (C. rosea) and LQC 88, 99 and 96
{Trichoderma spp.) were more tolerant to the UV-B radiation presenting
potential for the use in futures tests of biological control in field; in leaf disks C.
rosea presents larger tolerance to UV-B radiation; in field conditions the UV-B
radiation addition on C. rosea did with that the organism comes smaller
presence and smaller growth about the disks, and the UV-B radiation reduced
the initial growth of C. rosea significantly in leaf disks and as smaller the
concentration of conidia larger the effect of the UV-B radiation about the growth
of C. rosea and antagonistic capacity the Botrytis cinerea.

Keywords: Climate changes. Biological control. Plant disease. Botrytis cinerea.



RESUMO

Uma das limitagdes para a aplicacdo de agente de biocontrole é a sua
sensibilidade a radiacdo ultravioleta. Nos ultimos anos, a incidéncia da radiagdo
Ultravioleta B (UV-B) vem aumentando gradativamente na Terra. Este trabalho
teve por objetivo simular o efeito do aumento da radiacdo UV-B, incidente na
superficie da Terra, sobre Trichoderma e Clonostachys rosea. No estudo foram
selecionados isolados de Trichoderma e C. rosea tolerantes a radiacdo UV-B;
avaliados os efeitos da radiagdo UV-B sobre a germinacdo dos conidios, em
meio de cultura de isolados de Trichoderma e C. rosea, e crescimento e
capacidade antagbnica de C. rosea em discos de folha. Além disso, foi simulado
e avaliado o aumento da radiacdo UV-B em campo e observados os possiveis
efeitos sobre C. rosea. Os estudos permitiram concluir que: a radiagdo UV-B
apresenta forte acdo deletéria aos conidios de C. rosea e Trichoderma; os
estddios de desenvolvimento da germinacdo apresentam sensibilidade
diferenciada a radiagdo UV-B; todos os isolados de Trichoderma apresentaram
maior resisténcia a radiagdo UV-B do que os de C. rosea; os isolados LQC 62
(C. rosea) e LQC 88, 99 e 96 (Trichoderma spp.) foram mais tolerantes a
radiacdo UV-B, apresentando potencial para a utilizagdo em futuros testes de
controle biolégico a campo; em discos de folha, C. rosea apresenta maior
tolerancia a radiacdo UV-B; em condigdes de campo a adi¢do de radiacdo UV-B
sobre C. rosea fez com que 0 organismo apresentasse menor presenca e menor
crescimento sobre os discos, e a radiacdo UV-B diminuiu, significativamente, o
crescimento inicial de C. rosea em discos de folha e quanto menor a
concentracdo de esporos maior o efeito da radiacdo UV-B sobre o crescimento
de C. rosea e capacidade antagbnica a Botrytis cinerea.

Palavras-chave: Mudangas climéticas. Controle biolégico. Doengas de plantas.
Botiytis cinerea.
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1 INTRODUCAO

O aumento nas concentracBes de dioxido de carbono (CO2), metano
(CH4), monoxido de carbono (CO), oxido nitroso (N20), éxido de nitrogénio
(NOX) e ozbnio (03), gases relacionados ao efeito estufa, estdo causando
mudancgas climaticas (GHINI; HAMADA; BETTIOL, 2008) que recebem
grande destaque na midia e sdo objeto de estudo de consideravel nimero de
pesquisadores. Além disso, ndo estd prevista a reducdo da concentragdo de
nenhum desses gases em curto prazo, antevendo dessa forma que os habitantes
do planeta Terra sofrerdo as consequéncias dessas mudancas por muitos anos
(INTERGOVERNMENTAL PANEL ON CLIMATE CHANGE - IPCC, 2007).

Alteracbes climaticas influenciam diretamente a produgdo agricola
alterando a fisiologia, o crescimento e o rendimento das culturas (AINSWORTH
et al., 2002; PERCY et al., 2003). Além disso, podem alterar as relacfes entre
patégeno e hospedeiro, ocasionando maior problema com pragas e doencas
(COAKLEY; SCHERM; CHAKRABORTY, 1999; MCELRONE et al., 2010).
Em decorréncia das mudancas previstas, sera necessario, também, rever técnicas
agricolas que podem perder a eficacia e tomar a agricultura, ainda, mais
dependente de agroquimicos para suprir as adversidades, resultando em maior
custo na producdo e, consequentemente, em toda a cadeia consumidora
(HANNUKKALA et al., 2007).

O trabalho teve por objetivos avaliar o efeito da radiacdo UV-B sobre a
germinagdo dos conidios de isolados de Trichoderma e C. rosea; selecionar os
isolados de Trichoderma e C. rosea tolerantes a radiacdo UV-B; observar 0
efeito da radiacdo UV-B sobre os diferentes estddios da germinacdo dos
conidios; avaliar o efeito de vérias doses de radiagdo UV-B sobre a presenga e
crescimento de C. rosea em diferentes concentragBes sob discos de folha;

observar 0 efeito de diferentes concentracdes de C. rosea e varias doses de
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radiagdo UV-B sobre a capacidade antagdnica a Botrytis cinerea-, e simular
aumento da radiagdo UV-B a campo e observar possiveis efeitos sobre um

isolado de C. rosea sobre o tecido do hospedeiro.
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2 REFERENCIAL TEORICO

Um fator de grande impacto na agricultura esta relacionado a camada de
ozbnio. O oz6nio na estratosfera (entre 12 a 50 km da superficie do planeta)
serve como importante filtro de radiacbes solares, sendo o ultravioleta a
principal radiacdo filtrada pela camada de ozbnio (GODIN-BEEKMANN,
2010). A radiacdo ultravioleta pode ser, convencionalmente, dividida de acordo
com o seu comprimento de onda em: a) radiacdo UV-C (100 a 280 nm) que ndo
apresenta risco para a Terra, porque é absorvida por outros gases, como por
exemplo, o oxigénio (KULUNCSICS et al., 1999); b) radiagdo UV-B (280 a 315
nm) que é filtrada pela camada de o0z6nio e tem grande efetividade bioldgica
quando comparada as outras radiacfes do ultravioleta, sendo hoje preocupagao
até na salde humana (TSAI et al., 2009); e c) radiacdo UV-A (315 a 400 nm)
que ndo € absorvida pela camada de ozdnio e apresenta incidéncia direta sobre a
Terra (PAUL, 2000). Durante anos os cientistas vém mostrando os efeitos
danosos da radiacdo ultravioleta sobre diferentes organismos e todas as
alteracbes moleculares e celulares decorrentes desse processo (SCHADE;
ESSER; KRUTMANN, 2005).

No entanto, a camada de 0z06nio estd sendo reduzida, paulatinamente,
em consequéncia das atividades antrépicas. Alguns cientistas acreditam que essa
perda ocorreu de 4 a 6% entre os anos de 1979 a 1999, nos paises do hemisfério
norte (HOLLANDSWORTH et al., 1995). A camada de ozbdnio estd sendo
degradada, principalmente, por acdo dos clorofluorcarbonos (CFC) utilizados
pelo homem (IPCC, 2007). O CFC é conduzido por correntes de ar onde se
acumula, principalmente, nos pélos do globo, resultando em perdas acentuadas
de ozbnio nessas regides (TANHUA et al., 2009). Assim, tém surgido falhas

nessa camada conhecidas como “buracos na camada de 0zénio” (JOHNSON,
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2003). Os primeiros trabalhos, relativos ao buraco na camada de 0z6nio, deram-
se na década de 80 com Chubachi e Farman (GODIN-BEEKMANN, 2010).

Com a intengdo de mitigar o efeito sobre a camada de oz6nio foi
elaborado o Protocolo de Montreal que visa a redugdo gradual e/ou substituicéo
do gas CFC por outros gases ndo nocivos ao 0z6nio, Mesmo assim,
pesquisadores afirmam que os niveis de 0zénio irdo subir novamente apenas a
partir do meio do século 21 (HADER et al., 2003), fazendo com que os
habitantes da Terra sofram com o efeito da reducdo da sua camada de 0z6nio por
algumas décadas (GODIN-BEEKMANN, 2010; MCKENZIE et al., 2007).

Com essa perspectiva de futuro, faz-se necessario refletir os efeitos das
condigdes climaticas adversas sobre os diferentes agrossistemas. Além da
diminuicdo da camada de ozobnio, resultando em aumento da radiacdo UV-B
terrestre (LEUN, 2004; MADRONICH et al., 1998), é necessario calcular o
efeito sinérgico com o aquecimento global (IPCC, 2007).

Fatores ambientais influenciam fortemente na irradianca local de UV-B
na Terra como: estacdo do ano, latitude, longitude, duracdo do fotoperiodo e
nuvens (MADRONICH; DEGRUUL, 1993). E observado, também, que a
irradianca de UV-B na Terra aumenta com a altitude (CABRERA; BOZZO;
FUENZALIDA, 1995) e diminui com o0 aumento da latitude (PIAZENA, 1996).

A radiacdo UV-B em mar aberto pode penetrar por até 30 metros de
profundidade, enquanto que em ambientes litoraneos esse nUmero pode
aumentar dependendo das propriedades fisico-quimicas da agua (TEDETTI,
SEMPERE, 2006). Com isso, o fitoplancton da zona eufética, que € a base
alimentar no ambiente maritimo, pode sofrer dano no DNA, diminuir a
pigmentagdo e aumentar a permeabilidade celular resultando em menor absor¢ao
de nutrientes (SOBRINO; MONTERO; LUBIAN, 2004). Existem estudos sobre
exposigdes de macroalgas a radiacdo UV-B artificial aumentado, mostrando que

ha diminuicdo de fotossintese; menor absor¢do de nitrogénio, crescimento e
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capacidade reprodutiva, e, principalmente, dano ao DNA (BISCHOF et al.,
2007; HOLZINGER; LUTZ, 2006). Entretanto, esses resultados podem se
intensificar quando se utilizam estadios juvenis dessas algas durante a avaliacdo
(ROLEDA et al., 2007).

Para plantas existe uma quantidade consideravel de trabalhos mostrando
os efeitos danosos da radiacdo UV-B, que sdo absorvidos por biomoléculas
como proteinas, pigmentos e acidos nucleicos. Assim, a elevacdo da radiagdo
UV-B pode resultar em degradacdo acelerada destas biomoléculas
(CALDWELL et al., 1998; CALDWELL; FLINT, 1994). Todas essas reacdes
resultardo em diminuicdo de producdo de importantes culturas (KOTI et al.,
2005; MOHAMMED; TARPLEY, 2010), principalmente, pela reducdo da
capacidade fotossintética (ZHAO et al.,, 2004), alteracdes nos estadios
fenoldgicos e até mesmo pela diminuicdo da reproducdo destas culturas
(MOHAMMED; TARPLEY, 2010; PHOENIX etal., 2001).

Ainda em plantas, a radiagdo UV-B reduz o crescimento, em virtude do
estresse provocado pela formagdo de compostos de defesa (GERM et al., 2010;
JAAKOLA; HOHTOLA, 2010) que visam proteger seu DNA dos efeitos
danosos da radiagdo UV-B (ROZEMA et al., 1997). Trabalhos mostram que o
estresse da planta pela radiacdo UV-B pode deixé-la mais resistente ao estresse
de origem abidtica (BALLARE, 2003). Por outro lado, existe o efeito
estimulante da radiacdo UV-B na expressdo de genes de resisténcia de plantas a
fitopatdgenos (ANTOGNONI et al., 2007; KUNZ et al., 2006). Entretanto, isso
pode variar conforme a planta, cultivar e local do ensaio (PAUL; GWYNN-
JONES, 2003). Segundo Turunen e Latola (2005), plantas do hemisfério sul e de
habitats montanhosos apresentam maior adaptabilidade a radiacdo UV-B que
plantas do hemisfério norte de regides mais baixas.

Outro fator ligado a agricultura estd na distribuicdo geografica dos

patdgenos que devem ser alterados com as mudancas climaticas, pois, a radiacdo
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UV-B pode afetar o hospedeiro, o vetor e o patégeno (SHEA et al., 2008). Com
isso serd necessario rever a eficacia de moléculas quimicas e seus efeitos nesse
novo ambiente previsto (BOXALL et al., 2009), até mesmo sera necessario rever
0 impacto causado dessas moléculas nesse novo ambiente.

Segundo Alvarado-Gutierrez et al. (2008), plantas de feijdo (Phaseolus
vulgaris) tém a expressdo de genes de resisténcia aumentada quando essas sdo
expostas a doses de radiagdo UV-B tornando-as plantas mais tolerantes a
Collelotrichum lindemulhianum. O mesmo resultado foi observado por Kunz et
al. (2008), utilizando Arabidopsis thaliana e o patogeno biotrofico
Hyaloperonospora parasitica. Entretanto, nenhum dos autores concluiu se o tipo
de resisténcia foi local ou sistémica. Existem trabalhos em que a radiacdo
ultravioleta atua diretamente na inducdo da esporulacdo (ENSMINGER, 1993).
Esse fato é importante na producdo de hortalicas onde ao trocar o plastico
convencional, que permite a passagem da radiacéo ultravioleta, por um pléstico
gue ndo permite a passagem da radiacdo UV, ha reducdo da incidéncia de
doencgas na casa de vegetagdo, pois, a esporulacdo de diversos patogenos é
reduzida (HONDA; YUNOKI, 1977; NICOT et al., 1996). Entretanto, acredita-
se que aumentos de baixa intensidade de radiagdo UV aumentem a esporulagéo e
aumentos drasticos da radiacdo UV inibam a esporulacdo (LEACH; TRIONE,
1966).

Indiscutivelmente, a radiacdo solar é o fator que mais interfere durante
aplicacdo de um agente de controle bioldgico a campo (BRAGA et al., 2001b;
LI; FENG, 2009; MORANDI et al., 2006). As radiagdes UV-A e UV-B podem
inativar propagulos dos agentes de biocontrole em poucas horas, em decorréncia
de mudancgas genéticas e morfolégicas, resultando em perda da eficiéncia do
agente de biocontrole (BRAGA et al., 2001b). Entretanto, mudangas no método
de multiplicacdo (MOORE et al., 1993; RANGEL et al., 2004) e aditivos usados
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na formulacdo podem aumentar a resisténcia e/ou diminuir a exposicdo do
conidio as radiactes UV-B e UV-A (REDDY et al., 2008).

Em células, as radiagdes UV-B e UV-A causam desorganizacdo nas
membranas celulares, desnaturagdo de proteina, inativacdo do metabolismo
respiratorio, estresse oxidativo, dano ao DNA, RNA e ribossomos. Em relacéo
ao dano ao DNA, ocorre a formag&o de dimero de pirimidina ciclobutano (DPC),
pirimidina e pirimidinone que se acumulam no interior celular impedindo a
duplicacdo do material genético (GRIFFITHS et al., 1998).

Em virtude de tantas modificacOes, é necessario avaliar a tolerancia de
isolados de diversos agentes de controle bioldgico a radiacdo UV-B. Para
Metarhizium existe uma gama consideravel de trabalhos, por causa desse agente,
amplamente, utilizado na agricultura, para controle de insetos, pragas,
principalmente, em regides produtoras de cana-de-aglcar. No entanto, o efeito
da radiacdo UV-B deve ser, também, estudado para outros microrganismos
como os agente de biocontrole Trichoderma spp. e C. rosea. Segundo Braga et
al. (2001d), isolados de Metarhizium pertencentes a regides tropicais sdo mais
tolerantes a radiacdo UV-B que isolados de regides temperadas. Porém, nédo
houve essa mesma correlagio com isolados de Beauveria brassiana
(FERNANDES et al., 2007).

Esses fatores mostram a importancia do trabalho onde foi buscado
avaliar o efeito da radiacdo UV-B em dois agentes de controle bioldgico de
doencas de plantas, em que esses bioagentes sdo utilizados com sucesso. O
patossistema proposto neste estudo foi Botrytis cinerea em morangueiro em

cultivo protegido sendo controlado por isolados de C. rosea.
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2.1 O controle biol6gico

Existem diferentes conceitos para controle biolégico de doencas de
plantas. O mais aceitado € o de Cook e Baker (1983, p. 254) que conceitua

controle biolégico como sendo:

A redugdo da soma de indculo ou das atividades
determinantes da doenga provocada por um patégeno,
realizada por ou através de um ou mais organismos que ndo
0 homem.

Os agentes de controle biolégico podem atuar por meio de varios
mecanismos, como antibiose, parasitismo, competicdo, hipoviruléncia, predacdo
e inducdo de defesa do hospedeiro (BETTIOL; GHINI, 1995). Dentre os
mecanismos citados, 0s agentes de controle utilizados neste trabalho se destacam

nessas caracteristicas.
2.2 Patossistema envolvido: Botrytis cinerea

O patdgeno é um fungo necrotréfico, cosmopolita, capaz de atacar mais
de 200 géneros de plantas (JARVIS, 1989). Esse patdgeno é causador da doenca
conhecida como mofo-cinzento, sendo uma das doencas mais destrutivas no
sistema de cultivo protegido. Culturas como a roseira, 0 morangueiro, 0
tomateiro, o crisantemo e o eucalipto sdo acometidas quando produzidas em
escala industrial (GULLENO; ALOI; GARIBALDI, 1989).

Na Nova Zelandia acredita-se que um quinto da produgdo comercial de
morangos seja perdida a partir de doencas originarias de fungos, sendo o mofo-
cinzento o principal (TIMUDO-TORREVILLA et al., 2005). O fungo causa
perdas de até 50% na cultura do morango em campo (BLANCO; SANTOS;

ROMERO, 2006). Esse patogeno é capaz de atacar a cultura no campo, no
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periodo da colheita, no transporte e durante o comércio da fruta (CARD et al.,
2009). Em morango, todas as partes da planta sdo suscetiveis ao patdgeno desde
frutos, hastes, folhas e flores (SUTTON, 1990), tecido senescente serve como
meio de cultura para o patégeno crescer e aumentar o indculo (GUETSKY etal.,
2001). Na fruta a infeccdo se inicia, geralmente, durante a época de
florescimento onde conidios do patégeno infectam o tecido causando uma
infeccdo latente que ir4 expressar apenas apds o amadurecimento do fruto
(POWELSON, 1960).

Esse patdgeno cresce bem em restos de cultura na superficie do solo,
sendo essa a principal fonte de in6culo. A producdo de conidios se da em
temperaturas acima de 12 °C (ideal 15 a 20 °C) e alta umidade relativa (>90 %).
A infeccdo pelo conidio e o crescimento do patégeno ocorre a partir dos 10 °C,
porém, a temperatura 6tima est4 em tomo de 25 °C (JARVIS, 1989).

Por isso, a alteragdo do ambiente tomando-o desfavoravel ao patdgeno é
uma excelente tatica de controle. Recomenda-se a circulacdo de ar para evitar
acUmulo de agua livre sobre a planta e, assim, reduzindo a infeccdo pelo
patdégeno (JARVIS, 1989). Medidas fitossanitarias como eliminacdo de restos
culturais, diminuindo a pressdao de inoculo do patégeno sdo recomendadas. O
aumento do espacamento entre plantas tem-se um dossel menos denso, o que
permite melhor penetracdo da luz e, consequentemente, com reducdo da
senescéncia precoce das folhas mais baixas e reducdo dos sitios favoraveis a
infeccdo do patdgeno. A solarizagdo, também, deve ser utilizada como medida
de controle do patégeno (LOPEZ-HERRERA et al., 1994).

Durante muitos anos o controle do mofo-cinzento foi realizado com
sucesso, exclusivamente, com fungicidas durante o florescimento das culturas
(MERTELY; MACKENZIE; LEGARD, 2002). Entretanto, em varias partes do
mundo vém-se relatando a resisténcia do patdgeno aos fungicidas utilizados em

virtude da selecdo de organismos resistentes- (BARDAS; MYRESIOTTS;
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KARAOGLANIDIS, 2008; TIMUDO-TORREVILLA et al., 2005). Isto tem
levado a uma aplicacdo em intervalos cada vez menores, com concentragdes
maiores de ingredientes ativos e, também, na mistura de principios ativos
(CARD et al., 2009; GULLINO; ALOI; GARIBALDI, 1989; NORTHOVER;
MATTEONI, 1986), com crescentes residuos de agrotdxicos nos frutos para
consumo (RABOLLE et al., 2006).

O controle com cultivares resistentes ndo tem sido efetivo, em
decorréncia do patdgeno apresentar grande variabilidade genética e ser um
patégeno necrotréfico (WILLIAMSON et al., 2007).

Com isso, o controle biolégico tem se mostrado cada vez mais promissor
como tatica do controle para esse patdgeno obtendo bons resultados em diversas
culturas (BOFF et al., 2002; CARD et al., 2009; COTA et al., 2008a, 2008b;
PENG; SUTTON, 1991; SWADLING; JEFFRIES, 1996; TRONSMO;
DENNIS, 1977). Segundo Peng e Sutton (1991), isolados de C. rosea
suprimiram em até 98% a doenca em ensaios em casa de vegetacdo com
eficiéncia igual ou superior ao fungicida padrdo no controle da doenga. Esse
resultado se deve ao fato da competicdo ser um dos principais mecanismos de
controle de patdgenos como B. cinerea, que necessitam de uma fonte externa de
aclcares para causar a infeccdo. Esse fato € importante para o sucesso na
utilizacdo de C rosea ao controle do patdgeno.

Atualmente existe uma gama de agentes de biocontrole para B. cinerea
entre eles: Trichoderma harziarum (ELAD et al., 1993; FREEMAN et al.,
2004), C. rosea (PENG; SUTTON, 1991), Pseudomonas cepacia (HAMMER,;
EVENSEN; JANISIEWICZ, 1993) e Bacillus subtilis (TATAGIBA et al.,
1998).
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2.3 Os agentes de biocontrole: Trichoderma spp.

Um dos agentes de biocontrole mais conhecidos, com distribuicéo
mundial e, facilmente, isolado do solo, madeira e matéria organica (HOWELL,
2003) é o fungo Trichoderma. Outra caracteristica de sucesso € que
Trichoderma é atoxico a homens e a animais, além de apresentar custo acessivel
e facil producdo massal e dispersdo de propagulos.

Sua primeira descricdo como agente de biocontrole de doengas de
plantas foi em 1930 (WEINDLING, 1932), sendo logo, em seguida, utilizado
para controle de uma grande gama de fitopatégenos. Trichoderma é, ainda, o
agente de controle biol6gico de doencas de plantas mais estudado no Brasil. Em
2007, acredita-se que tenham sido produzidas no Brasil mais de 550 toneladas
de produto a base de Trichoderma (MORANDI; BETTIOL, 2009).

Trichoderma é um organismo efetivo de controle biolégico por
apresentar diversos mecanismos de acdo contra patdgenos. Primeiramente
Trichoderma spp. foi descrito como importante micoparasita, sendo o primeiro
caso de controle envolvendo Rhizoctonia solani em sementes, ainda, na década
de 30. Dois anos apds, foi descoberta sua capacidade de antibiose, pois,
comprovou que o fungo eliminava substancias toxicas no meio de cultura a
outros microrganismos (HOWELL, 2003).

Outra caracteristica importante de Trichoderma e sua capacidade de
competir e sobreviver na rizosfera, porque é capaz de prevalecer especialmente
em ambientes imidos e pode ser isolado de todas as zonas climaticas, incluindo
solos de desertos (KLEIN; EVERLEIGH, 1998). Existem trabalhos onde
Trichoderma pode ser aplicado em sementes e 0 seu crescimento acompanha
todo o desenvolvimento radicular da planta promovendo, assim, supressdo a
patégenos causadores de tombamentos (HOWELL et al., 2000; ZHANG;
HOWELL; STARR, 1996). Faria, Albuquerque e Cassetari Neto (2003)
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obtiveram resultados promissores com sementes de algodoeiro onde
Triclwderma harziarum promoveu aumento no estande e uma emergéncia mais
vigorosa quando comparados com alguns fungicidas.

Trichoderma, ainda, produz enzimas do grupo das quitinases e/ou
glucanases que sdo responsaveis pela supressdo de diversos patdgenos,
quebrando a parede celular e rompendo a célula. Metcalf e Wilson (2001)
comprovaram que o isolado de Trichoderma é. capaz de colonizar raizes de
cebola e infectar hifas do patdgeno Sclerotium cepivorum diminuindo a
incidéncia do mesmo. A inducdo de resisténcia do hospedeiro por agdo de
Trichoderma, também, foi comprovada. A expressdo de genes de resisténcia de
pepino foi induzida por um isolado de Trichoderma asperellum o qual envolveu
a sintese de é&cido jasmonico e etileno, protegendo, assim, a planta de
Pseudomonas syringae pv. lachrymans (SHORESH; YEDDDIA; CHET, 2005).

A capacidade de promocdo de crescimento do hospedeiro por
Trichoderma, também, foi comprovada para algumas linhagens do antagonista
que se mostraram aptas a promover efeito direto no crescimento e no
florescimento de plantas horticolas (BAKER, 1989). Segundo Cassiolato, Baker
e Melo (1998), linhagens mutantes de Trichoderma resistentes a benomyl,
promoveram aumento no estande e no indice de matéria seca de plantas de

alface quando o agente de biocontrole foi aplicado no solo de cultivo.

2.4 Clonostachys rosea

C. rosea [(sin. Gliocladium roseum: teleomorfo Bionectria ochroleuca)
(SCHROERS et al., 1999)] é encontrado comumente como fungo saprdfita de
solo com distribuicdo cosmopolita (SCHROERS, 2001). O fungo é conhecido
como agente de biocontrole de muitos fungos fitopatogénicos, incluindo B.

cinerea, Didymella rabiei, Alternaria radicina e A. dauci (VICCINI et al.,
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2009). Um isolado de C. rosea (ACM941) controlou o complexo da podriddo
das raizes em ervilha (PRRC) no Canada (XUE, 2003). Além do controle de
doencas de plantas, existem trabalhos mostrando que o fungo produz toxinas
com acdo nematicida para as espécies Caenorhabditis elegans, Panagrellus
redivivus e Bursaphelenchus xylophilus (DONG et al., 2004). Na Argentina foi
relatada pela primeira vez sua acdo como fungo entomopatogénico de duas
espécies de lepidopteros Oncometopia tucumana e Sonesimia grossa (TOLEDO
etal., 2006).

Assim como Trichoderma, C. rosea apresenta diversos mecanismos de
acdo contra fitopatogenos, incluindo micoparasitismo de hifas (YU; SUTTON,
1997) e estruturas de resisténcia; competicdo por nutrientes e/ou substrato
(MORANDI et al., 2000; SUTTON et al., 1997; SUTTON; PENG, 1993) e
finalmente inducdo de resisténcia no hospedeiro (LAHOZ; CON11LLO;
PORRONE, 2004; SUTTON et al., 1997).

Esse agente de biocontrole é eficiente na cultura do morangueiro em
cultivo protegido em virtude do antagonismo apresentado a B. cinerea, pois, foi
evidente a capacidade de suprimir a esporulagdo e a infeccdo do patdgeno em
decorréncia da competicdo por fonte de energia e, assim, protegendo folhas,
flores e frutos do hospedeiro (PENG; SUTTON, 1991; SUTTON; PENG, 1993).
C. rosea coloniza, sem expressdo de sintomas, raizes, hastes, vagens e sementes
de soja (MUELLER; SINCLAIR, 1986), folhas de morangueiro e de framboesa
(SUTTON et al.,, 1997). O agente de biocontrole é capaz de suprimir a
esporulacdo do patdégeno em restos de culturas colonizando antes do patdgeno.
(MORANDI et al., 2003, 2006). No Brasil, sdo promissores os resultados com
C. rosea controlando o mofo-cinzento em morango, sendo mais eficiente que o
fungicida em condic¢des de campo (COTA et al., 2008a, 2008b).

Segundo Sutton e Peng (1993), C. rosea é um excelente agente de

biocontrole porque é 6timo sapréfita de solo e coloniza muito bem restos
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culturais. C. rosea compete com o crescimento saprofitico do patégeno,
impedindo a colonizacgdo endofitica de tecidos senescentes e, consequentemente,
a sua esporulacdo. Os resultados sdo potencializados quando o agente de
biocontrole € aplicado antes ou a0 mesmo tempo em que o patégeno (SUTTON;
PENG, 1993).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Condigdes gerais dos estudos

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Quarentena “Costa
Lima” (LQC) do Centro Nacional de Pesquisa de Monitoramento e Avaliacéo de
Impacto Ambiental (CNPMA) - Embrapa Meio Ambiente, situado em

Jaguaridna, Séo Paulo.
3.1.1 Isolados e producé&o dos conidios

Os isolados de Trichoderma e Clonostachys rosea foram cultivados em
meio de Batata-Dextrose-Agar (BDA) (Acumedia Manufacturers, Michigan)
contidos em placas de Petri e incubados em camara de crescimento a 25 + 2 °C
com fotoperiodo de 12 h durante 21 dias. Os isolados utilizados sdo provenientes

da colecdo de microrganismos do LQC (Tabela 1).
3.1.2 Preparo da suspensdo de conidios

Os conidios foram suspensos em suspensao de Tween 80 (0,01% v/v) e
filtrados em membrana de policarbonato esterilizada (porosidade 8 pm,
Nalgon®, Germany). A concentracdo utilizada foi de (105 conidios rri'),

determinada com auxilio de hemacitdmetro.
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Tabela 1 Origem dos isolados de Clonostachys rosea, Trichoderma spp. e
Botrytis cinerea utilizado nos ensaios

Isolado Espécie Cult_ura de Local de origem Data no

origem laboratério
LQC 59 C. rosea Morango Serra Negra, SP 14/03/2003
LQC 60 C. rosea Rosa Holambra, SP 07/04/2005
LQC 62 C. rosea Rosa UFV Vicosa, MG 18/07/2002
LQC 73 C. rosea Violeta CNPMA Jaguaritna, SP 01/05/1993
LQC 87 C. rosea Raiz de Alface Jaguarilna, SP 25/05/2005
LQC 111 C. rosea Né&o informado Cepec Belém do Para, MA 08/11/2005
LQC 112 C. rosea N&o informado Cepec Belém do Para, MA 08/11/2005
LQC 114 C. rosea Né&o informado Cepec Belém do Para, MA 08/11/2005
LQC 88 Trichoderma sp. N&o informado Patos de Minas, MG 08/11/2005
LQC 99 Trichoderma sp. N&o informado Patos de Minas, MG 08/11/2005
LQC 96 Trichoderma sp. N&o informado Patos de Minas, MG 08/11/2005
LQC 103 Trichoderma sp. N&o informado Patos de Minas, MG 08/11/2005
LQC 93 Trichoderma sp. Na&o informado Patos de Minas, MG 08/11/2005
LQC 98 Trichoderma sp. N&o informado Patos de Minas, MG 08/11/2005
LQC 107 Trichoderma sp. N&o informado Patos de Minas, MG 08/11/2005
LQC 92 Trichoderma sp. N&o informado Patos de Minas, MG 08/11/2005
LQC91 Trichoderma sp. Né&o informado Patos de Minas, MG 08/11/2005
LQC 105 Trichoderma sp. N&o informado Patos de Minas, MG 08/11/2005
LQC 129 Botrytis cinerea Morango Serra Negra, SP 15/06/2010

3.13 Meios de cultura utilizados

3.1.4 Batata Dextrose Agar + Benomyl e BDA + Oxygall

Os estudos com C. rosea foram desenvolvidos em meio de cultura BDA
(item 3.1.2) + 0,002% benomyl com 25% de ingrediente ativo (Hi-yield
Chemical, Bonham, TX). O benomyl foi utilizado para reduzir a velocidade de
crescimento do tubo germinativo e por apresentar baixo efeito na germinacao,
prevenindo o rapido crescimento do tubo germinativo e, consequentemente,
diminuindo a sobreposi¢do de micélio podendo se monitorar a germinagdo por
maior tempo (MILNER; HUPPATZ; SWARIS, 1991). Assim, uma aliquota de 7

ml de meio foi distribuido em placas de Petri (60 x 10 mm) para posterior
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utilizacdo nos ensaios. Para os isolados de Trichoderma, por serem altamente
sensiveis ao benomyl, foi utilizado o redutor de coldnia Oxygall (Difco
ingrediente ativo 50%). O meio de cultura continha BDA (item 3.1.2) + 0,001%

de Oxygall. O Oxygall restringe o crescimento de col6nias de fungos.

3.1.5 Paraquat-Clorofenicol-Agar (PCA)

Para os testes com discos de folha foi utilizado o meio Paraquat-
Clorofenicol-Agar (PCA). O preparo do meio consiste em adicionar 6 g de agar
em 500 ml de agua destilada, autoclavar por 15 min e ap6s resfriamento do meio
adiciona-se 0,1 g de clorofenicol e 0,1 ml de Paraquat. O meio deve ser

fortemente agitado e vertido em placas de Petri (poliestireno 100 x 10 mm).
3.1.6 Germinagao relativa

A germinacdo foi calculada utilizando a equagio: GERMINAGAO
RELATIVA = (Gt/Gc) x 100; onde Gt € o nimero de conidios germinados de
cada replicata exposta por um periodo de tempo t e Gc é 0 nimero de conidios

germinados no controle.
3.1.7 Producdo de Clonostachys rosea

Na producdo de in6culo para os ensaios em campo foi utilizado o
método de fermentagdo solida em arroz sem casca. ApOs manter 0 arroz imerso
por 12 h em 4gua (1 kg de arroz sem casca imerso em 1 | de 4gua destilada);
por¢des de 500 g de arroz foram distribuidas em sacos de polipropileno (50 x 30
cm) e autoclavadas por 30 min. Apds o resfriamento, cada saco recebeu uma

suspensdo de 10 ml de C. rosea (107 conidiossml ") com auxilio de seringa
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descartavel. Os sacos foram mantidos em camaras de crescimento (25 °C, 12 h
de fotoperiodo) por 15 dias. Subsequentemente, cada saco recebeu uma janela de
papel absorvente para secagem do meio e maturagdo dos conidios (MORANDI
et al., 2000). Apos quinze dias de crescimento a cultura foi armazenada em

refrigerador.
3.1.8 Camara de radiagdo UV-B

A camara de radiacdo UV-B foi montada em uma sala climatizada (25 +
2 °C). Foi utilizada uma estrutura metalica de 2 x 0,4 x 1,5 m, onde no topo da
camara foram fixadas quatro lampadas fluorescentes UV-B 313EL (Q-lab
Cleveland, OH) a 45 cm de altura da base da camara. Cada lampada foi coberta
com um filtro de acetato de celulose de 0,1 mm de espessura (Malaga, SP,
Brasil) com a funcdo de permitir a passagem da radiacéo ultravioleta (290 - 400
nm) e ndo permitir a passagem da radiacdo UV-C e espectros de UV-B que ndo
incidem na Terra (280 - 290 nm). Durante a execu¢do dos ensaios foram
realizadas avaliagGes periddicas na camara de radiacdo UV-B para determinar os
comprimentos de ondas. A cada ensaio, os filtros das lampadas foram trocados
para evitar perdas na qualidade da radiacdo UV-B incidentes sobre as placas.

A irradiancia de toda a superficie da base da camara foi calculada com o
auxilio de um espectroradidmetro (Ocean Optics modelo USB2000 + rad) com
medigdes em 28 pontos equidistantes de dez centimetros em uma area (til de 40
X 70 cm (280 cm2) (Figura 1 A, B).



L\

Figura 1 Camara de UV-B; A) Vista da camara de UV-B. B) camara com o
espectroradiémetro

A irradiancia média no interior da camara foi de 600 mW m'2 (Gréfico |
A) calculada seguindo o método de Quaite, Sutherland e Sutherland (1992). A
energia da camara foi de, aproximadamente, 2,1 kJ m'2 por hora. As placas de
Petri dos ensaios foram casualizadas em intervalos de trinta minutos para

homogeneizar as doses recebidas de radiagdo UV-B.

Gréafico 1 Irradiéncias aferidas com o espectroradiémetro; A) Irradiancia média
no interior da camara de UV-B; B) Maior radiacdo ultravioleta
registrada no periodo do ensaio realizado ao meio dia sobre dia sem
nuvens
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3.1.9 Ensaio de campo

O ensaio de campo foi numa area cercada de 30 x 40 m. Nessa area
foram construidas nove parcelas com 8,5 m? de érea (til, sendo em cada parcela
alocadas estruturas metalicas de 2 m largura x 3 m comprimento x 2 m altura.
Foram realizados trés tratamentos sendo: 1) UV-B aumentado - estruturas
contendo oito lampadas fluorescentes UV-B 313EL (Q-lab Cleveland, OH) que
emitem radiagcdo no comprimento de onda UV-B (290 - 315 nm) e UV-A (315 -
400 nm) cobertas com filme de acetato de celulose de 0,1 mm de espessura
(Malaga, SP, Brasil) que foram trocados diariamente; 2) UV-B diminuido - filtro
de poliéster (Metalgamica, SP, Brasil) capaz de filtrar a radiacdo UV-B
ambiental cobrindo toda a parcela; e 3) UV-B ambiente - apenas com a presenca
das estruturas metalicas, radiacdo solar ambiente recebida em Jaguaritna, SP
(Altitude 584 m, latitude 22°4220"Sul e longitude 46°59'09” QOeste). Maior
radiacdo ultravioleta registrada no periodo do ensaio (Grafico 1 B).

As armagdes dispbem de roldanas que suspendem o suporte das
lampadas mantendo uma distancia constante de 30 cm do dossel das plantas. O
delineamento experimental foi em blocos casualizados com trés repeticGes
(Figura 2).

As radiagdes UV-B/UV-A no campo foram medidas com auxilio do
espectroradidmetro (Ocean Optics® modelo USB2000 + rad) e as lampadas das
parcelas com radiacdo UV-B aumentado forneciam 255 mW m?2 em média de
radiacdo. As lampadas foram, em todos os ensaios, acesas das 9 h as 17 h. Nas
parcelas com UV-B diminuido foram realizadas medicGes, durante o decorrer do
dia e observado se o filtro retinha entre 75 - 80% da radiacdo ultravioleta
ambiental, segundo o método de (QUAITE; SUTHERLA.ND; SUTHERLAND,
1992).
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Figura 2 Vista do ensaio em campo

3.1.10 Analise dos resultados

Para a andlise dos resultados, foi utilizado o pacote estatistico SAS e o
software SigmaPlot. Dados de crescimento dos fungos e da intensidade de
doenca foram analisados por analise de variancia (ANOVA) e os tratamentos
comparados pelo teste de Tukey ou pLSD. Outras andlises foram realizadas

conforme a necessidade.

3.2 Detalhes dos ensaios realizados
Abaixo segue todas as metodologias utilizadas para o desenvolvimento

dos ensaios em laboratdrio e campo realizados com radiagdo UV-B.

3.2.1 Sensibilidade da germinacdo de conidios de Trichoderma sp. e de C.

rosea a radiagdo UV-B

Inicialmente foi estudada a sensibilidade da germinacdo de conidios dos
fungos em meio de cultura BDA (item 3.1.4), expostos a diferentes quantidades
de radiagdo UV-B por 2 horas. O ensaio consistiu em expor os conidios dos
fungos (concentracéo de 105 conidios m'l) a 18 cm, 28 cm e 48 cm de distancia

das lampadas emissoras da radiacdo UV-B (Figura 3), sendo as irradiancias
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médias de 823, 600 e 222 mW m'2, respectivamente. Ao final do ensaio cada
valor correspondeu a doses de 1,6; 4,2 e 59 kJ m2, respectivamente. A
germinacdo dos conidios radiados foi determinada 24 e 36 h ap0s a exposicao e,
neste periodo, os esporos foram incubados a 25 + 2 °C, no escuro. O isolado de
Trichoderma (LQC 107) e de C. rosea (LQC 62) foi utilizado neste ensaio. O

ensaio foi repetido trés vezes e cada repeti¢do teve duas placas como replicas.

Figura 3 Esquema do ensaio para avaliar a sensibilidade dos conidios de
Trichoderma e de Clonostachys rosea a radiacdo UV-B

3.2.2 Estabelecimento do periodo adequado de incubagdo dos conidios para

avaliar a germinag&o

O objetivo deste ensaio foi estabelecer o melhor tempo de incubagéo
ap0s exposicdo ou ndo a radiacdo UV-B para realizar os estudos sobre conidios
germinados sem estes se sobreporem.

Conidios (concentragdo de 105 conidios m'l) dos isolados LQC 107 de
Trichoderma e LQC 62 de C. rosea, contidos em placas de Petri com BDA (item

3.1.4) foram expostas ou ndo em camara de radiacdo UV-B por 2 horas,
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conforme descrito no item 3.2.1 e incubadas a camaras de crescimento (25 + 1
°C no escuro). '

A determinacgdo da germinacdo dos conidios foi iniciada ap6s 8 horas de
incubagdo e, posteriormente, a cada 4 horas foram retiradas duas placas de Petri
para avaliacdo da germinacdo dos conidios e, assim, sucessivamente até 24 h.
Para o ensaio foram preparadas as suspensdes dos dois agentes, (item 3.1.3) e
transferidas para 36 placas de Petri (item 3.1.4) para cada isolado. Transcorridos
0s tempos de incubagdo, os esporos foram corados com lactofenol (0,05% azul
de tripan) e observada a germinacdo de 300 conidios com auxilio de microscépio
de luz em aumento de 400 vezes. Para ser considerado germinado, o conidio
necessitava apresentar tubo germinativo maior que o seu préprio tamanho
(BRAGA et al., 2001a; MILNER; HUPPATZ; SWARIS, 1991). O ensaio foi

repetido trés vezes e cada repeticdo teve duas placas como réplicas.
3.2.3 Selecdo de isolados tolerantes a radiagdo UV-B

Para este ensaio foram utilizados dez isolados de Trichoderma spp. e
oito de C. rosea (Tabela 1). Uma suspensdo de conidios de cada isolado foi
preparada na concentragdo de 10s conidios/ml e pipetada no centro de placas de
Petri contendo meio de cultura (item 3.1.4). Os esporos do tratamento
testemunha (ndo irradiados) tiveram as placas envoltas em papel aluminio para
evitar a radiacdo, mas também foram levadas a camara de UV-B. Os conidios
dos tratamentos irradiados tiveram as tampas das placas abertas no interior da
camara de radiagdo UV-B e foram expostas por um periodo de 2 h (item 3.1.7).
Ap0s a irradiacdo as placas foram mantidas em camara de crescimento (25 + |
°C) no escuro até a avaliagdo da germinacdo seguindo os tempos observados no
item 3.2.2. O ensaio foi repetido trés vezes e cada repeticdo teve duas placas
como réplicas.
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3.2.4 Curva de sobrevivéncia de C. rosea e Trichoderma submetidos a
radiacdo UV-B

Para o estabelecimento da curva de sobrevivéncia, foram utilizados os
isolados LQC 62 de C. rosea e LQC 96 de Trichoderma. As placas contendo 0s
conidios no meio de cultura (item 3.1.4) foram expostas a radiacdo UV-B por
periodos de tempo variando de 0 (ndo irradiada) a 1, 2, 3, 4, 5 e 6 h (item 3.1.7).
As placas ndo irradiadas (envoltas em papel aluminio) ficaram o tempo todo no
interior da camara de UV-B até a sexta hora. As doses correspondentes por
tempo sdo: 0, 2,1; 4,2; 6,3; 8,4; 10,5; 12,6 k. Depois da radiacdo as placas
foram mantidas em camaras de crescimento (25 + 1 °C) no escuro para posterior
avaliacdo da germinacdo. O ensaio foi repetido trés vezes e cada repeticdo teve

duas placas como réplicas.

3.2.5 Sensibilidade dos conidios de C. rosea e Trichoderma em diversos

estadios de germinacéo a radiagéo UV-B

Suspensdes dos isolados de C. rosea (LQC 62) e Trichoderma spp.
(LQC 96) foram transferidas para placas de Petri, contendo meio de cultura
(item 3.1.4) e incubadas em camara de crescimento (25 + 1 °C) no escuro por
periodos de 0, 2, 4, 6 e 8 h. Ao final desses periodos as placas foram colocadas
por 2 h em cadmara de radiacdo UV-B (item 3.1.7), recebendo a dose Unica de 4,2
k] m2. Dessa forma, foi analisado o comportamento dos conidios dos
antagonistas em diferentes estddios de desenvolvimento quando submetidos a
radiacdo UV-B. Depois da radiagdo as placas foram mantidas em camaras de
crescimento (25 + 1 °C) no escuro para posterior avaliagdo da germinacédo
relativa que seguiu os tempos do ensaio 3.2.2. O ensaio foi repetido trés vezes e

cada repeticdo teve duas placas como réplicas.
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3.2.6 Germinagao de esporos e colonizacéo de discos de folha por C. rosea

Apos os ensaios, utilizando meio de cultura, foi proposto utilizar um
teste envolvendo radiacdo de UV-B sobre discos de folha, onde é aproveitada a
caracteristica que C. rosea apresenta de crescer endofiticamente sobre tecido
senescente do hospedeiro sem causar nenhuma lesdo na planta.

Para este ensaio foi utilizada a metodologia proposta por Morandi et al.
(2000), na qual discos de folha de feijoeiro (cv talisma, entre 30 a 60 dias de
idade) de 1 cm de diametro foram desinfestados superficialmente (1 min. alcool
70%, 1 min. em hipoclorito de sédio 1% e lavados em agua destilada esterilizada
em abundancia) e, posteriormente, secos no interior de cdmara de fluxo laminar.
Depois de secos, os discos foram dispostos em placas (19 discos por placa) de
Petri descartaveis (10 x 100 cm) sobre papel absorvente umedecido (5 ml de
agua esterilizada). Ap0s esse processo cada disco recebeu uma aliquota de 20 pl
da suspenséo de conidios a 107 conidios ml'l do antagonista. Os discos foram
expostos a radiagdo UV-B por 0, 1, 2, 3, 4 e 5 h (item 3.1.7). A testemunha foi
envolvida em papel aluminio e mantida no interior da cdmara de UV-B por toda
duracdo do ensaio. Apds exposicdo os discos foram transferidos para placas
contendo 0 meio PCA (item 3.1.4).

Nos discos foi avaliada a germinagdo dos conidios, a colonizacdo e
esporulacdo do fungo no tecido do hospedeiro. Para estimar a germinacgdo dos
conidios de C. rosea, quatro discos de folha por tratamento foram colocados
sobre laminas contendo lactofenol (azul tripan 0,05%) aquecido rapidamente
para clareamento e posterior observacdo em microscépio (SAHA; JACKSON,;
JOHNSON-CICALESE, 1988). Foi avaliada a germinagdo de 100 conidios por
disco, sendo com 24 h para a testemunha e 36 horas para as radiadas com UV-B.

Para avaliar a colonizacdo de C. rosea, foi utilizado o método de

esporulacéo do antagonista em tecido do hospedeiro. Cada tratamento constituiu
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de trés placas contendo dez discos cada. As placas foram mantidas em BOD a 25
°C por 10 dias sendo os discos avaliados no terceiro, sétimo e décimo dia. A
avaliacdo foi realizada seguindo o método de Morandi et al. (2000) que consiste
em escalas de notas que variam de acordo com o crescimento do antagonista
sobre o tecido foliar com conidi6foros: 0 =0 % (0 %); 1=2% (1-3 %); 2=5%
(4-6 %); 3 =10 % (7-13 %); 4 = 20 % (14-27 %); 5 = 40 % (28-52 %); 6 = 70
% (53-87 %) e 7 = 94 % (88-100 %). O ensaio foi repetido por trés vezes e cada

repetigdo teve trés placas como replicatas.

3.2.7 Sobrevivéncia de C. rosea em discos de folha sob diversos tempos de

exposicao a radiacido UV-B

Neste estudo foi utilizada a mesma metodologia descrita anteriormente
(item 3.2.6) Entretanto, as doses de radiacdo UV-B foram de 0, 1, 2 e 3 h. Nesse
ensaio, também, foram utilizadas quatro concentragdes de C. rosea (106, 105, 104
e 103 conidios ml'l) em folhas de feijoeiro (cv talisma, de 30 a 60 dias de idade).

O ensaio foi repetido por trés vezes e cada repeticdo teve 3 placas como
replicatas.

3.2.8 Efeito da radiacdo UV-B sobre a capacidade antagbnica de C. rosea a

B. cinerea

Este ensaio segue toda a metodologia descrita no item 3.2.6. Entretanto,
aqui as doses de UV-B foram 0, 1, 2 e 3 h. Nesse ensaio, também, variaram as
concentragdes de C. rosea, sendo utilizados 106, 105 e 104 conidios mll. Todas
as avaliacOes para C. rosea seguiram as metodologias descritas no item 3.2.6.
Neste ensaio foram utilizadas folhas de morangueiro (cv Caminho Real, entre 30

a 90 dias de idade), os conidios de C. rosea receberem a radiacdo UV-B e, logo
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em seguida, para ver a capacidade antagbnica uma aliquota de 10 pl (105
conidios ml'l) de um isolado de B. cinerea (LQC 129) foi utilizado para se fazer
0 teste de antagonismo. O teste de antagonismo seguiu a metodologia de Peng e
Sutton (1991) onde notas sdo dadas e é calculada a area foliar com conididforos
do patdgeno, as escalas de notas foram: 0 = 0% (0%), | = 2% (1-3%), 2 = 5%
(4-6%), 3 = 10% (7-12%), 4 = 20% (13-26%), 5 = 40% (27-53%), 6 = 65%
(54—76%) e 7 = 90% (77-100%). O ensaio foi repetido por trés vezes e cada

repeticdo teve trés placas como replicatas.

3.2.9 Efeito da radiacdo ultravioleta-B na sobrevivéncia de C. rosea em

condicdes de campo

O ensaio foi realizado na area experimental da Embrapa Meio Ambiente
(item 3.1.8). O ensaio foi realizado aplicando C. rosea (LQC62) proveniente do
arroz (item 3.1.6) pulverizado, as 8 h da manh, sobre plantas de feijdo (107
conidios ml'l, volume de cauda de 11/10 m2). Discos de folhas foram coletados
periodicamente (3, 4, 5 e 9 h apos aplicacdo e toda manha até o quinto dia). A
germinacdo dos conidios e a capacidade do fungo em colonizar e esporular sobre

os discos de folhas (item 3.2.6) foram avaliados.

3.2.10 Efeito da radiacdo ultravioleta-B no estabelecimento de C. rosea em

condicBes de campo

O ensaio foi realizado na area experimental da Embrapa Meio Ambiente
(item 3.1.8). O ensaio foi realizado aplicando C. rosea (LQC62), proveniente do
arroz (item 3.1.6), pulverizado, as 18 h, sobre plantas de feijdo na concentrago
de 107 conidios ml'l e volume de calda de 1 1/10 m2). Discos de folhas foram

coletados, periodicamente e apés 0, 14, 15,5, 16,5 17 e 21 h depois da
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pulverizacdo e toda manhd até o quinto dia. A avaliacdo foi realizada
determinando-se a germinagdo dos conidios e a capacidade do fungo em

colonizar e esporular sobre os discos de folhas (item 3.2.6).

3.2.11 Comparacéo entre os ensaios de sobrevivéncia e estabelecimento de

C. rosea

Foram realizadas comparacfes sobre o crescimento e desenvolvimento
de C. rosea em campo com base nos ensaios de sobrevivéncia (item 3.2.9) e

estabelecimento (item 3.2.10) realizados na area experimental (item 3.1.8).
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4 RESULTADOS

4.1 Sensibilidade da germinacéo de conidios de Trichoderma sp. e de C.

rosea a radiacdo UV-B

A radiacdo UV-B reduziu a velocidade de germinagdo dos conidios dos
antagonistas. Quanto mais proximo das lampadas emissoras da radiagdo UV-B,
menor a germinacao de esporos de C. rosea (Gréafico 2 A) e de Trichoderma sp.
(Gréfico 2 B). Nas menores irradiancias (222 mW/m!) a germinagdo dos fungos
ocorreu nas primeiras 12 e 24 h. Por outro lado, na maior irradiancia (823
mW/m’2) a germinac&o foi praticamente nula nas primeiras 12 e 24 h e ocorreu
pequena germinacdo apés 36 h (Gréafico 2). Nas irradiancias menores ndo foi
observada germinagdo ap6s 36 h de incubacdo, pois, 0s tubos germinativos
cresceram abundantemente neste periodo impossibilitando a contagem.

Com os resultados foi decidido trabalhar apenas com a irradiancia média
(600 mW/m’2) onde foi utilizado para todos os ensaios subsequentes (item
3.1.7).

Gréfico 2 Sensibilidade da germinacéo de esporos & diferentes doses de radiagéo
UV-B; A) Clonostachys rosea; B) Trichoderma
* Germinagdo excessiva impossibilitando contagem
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4.2 Estabelecimento do periodo adequado de incubacgédo dos conidios para

avaliar a germinacao

A germinacdo dos conidios de C. rosea foi de 98% no tratamento
testemunha (sem exposicdo), apés 12 h de incubacdo. Para esse antagonista, 0s
esporos submetidos a radiacdo UV-B apresentaram 60% de germinagdo apds 24
h (Gréfico 3 A). Para Trichoderma a testemunha apresentou 95% de germinag&o
ap6s 16 h de incubacédo e para os conidios irradiados foram necessérias 24 h de
incubacdo para germinacdo de 60% dos conidios. Assim, esses tempos de
incubacdo foram considerados adequados, pois, evita a sobreposicdo de micélio
e permite uma avaliacdo mais precisa da germinacdo (Gréafico 3 B). Com isso

ficou evidente o atraso da germinacdo dos conidios pela a¢do da radiacdo UV-B.

Gréfico 3 Periodo de incubacgdo dos esporos A) Clonostachys rosea (LQC 62);
B) Trichoderma (LQC 107) para avaliar a germinagéo
Controle (barras negras) e com irradiacdo de UV-B (barras cinzas)
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4.3 Selecdo de isolados tolerantes & radiagdo UV-B

O isolado LQC 62 de C. rosea foi o mais tolerante, apresentando
germinacao relativa acima de 60%. Os isolados menos tolerantes foram LQC 87,
LQC 60, LQC 111, LQC 58 e LQC 73 que apresentaram germinacdo relativa
inferior a 10% (Gréafico 4 A). O isolado LQC 62 foi utilizado nos ensaios
subsequentes por apresentar boa toleréncia a radiacdo UV-B.

Para Trichoderma a germinagdo relativa variou de 75 a 60% e todos 0s
isolados apresentaram uma tolerdncia muito proxima, nao sendo possivel
selecionar o mais tolerante, O isolado LQC 105 foi 0 menos tolerante a radiacdo
UV-B apresentando germinacéo relativa de, aproximadamente, 40% (Gréfico 4
B). O isolado LQC 96 foi utilizado nos ensaios subsequentes por apresentar boa

tolerancia a radiagdo UV-B, com germinacao relativa superior a 70%.

Gréfico 4 Germinagdo relativa (%) dos isolados; A) tolerancia a radiacdo UV-B
de Clonostachys rosea; B) Trichoderma spp.
Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem significativamente pelo
Teste Tukey (5%), barra de erro séo desvio padréo de trés repeticoes
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4.4 Curva de sobrevivéncia de C. rosea e Trichoderma submetidos a
radiacdo UV-B

Estudos de regressdo mostraram que a dose letal cinquenta (DL50) para 0
isolado LQC 62 de C. rosea foi de 4,1 k] m?2 de radiagdo UV-B e o
microrganismo apresentou a dose letal cem (DL100) em 7,1 kJ m'2 de radiagéo
UV-B (Gréfico 5 A).

O isolado LQC 96 de Trichoderma foi mais tolerante a radiacdo UV-B
que o isolado de C. rosea. A regressdo de Trichoderma spp. mostrou que a
dose letal cinguenta (DL50) foi de 4,9 k] m?2 de radiagio UV-B e o
microrganismo apresentou a dose letal cem (DL100) em 8 kJ m'2 de radiagdo
UV-B (Gréfico 5 B).

Grafico5 Regressdo da curva de sobrevivéncia a radiacdo UV-B; A)
Clonostachys rosea (LQC 62); B) Trichoderma (LQC 96)
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4.5 Sensibilidade dos conidios de C. rosea e Trichoderma em diversos

estadios de germinacao a radiacdo UV-B

Os conidios se mostram menos resistentes a radiacdo UV-B quando mais
avancada as fases de germinagdo. Os conidios na fase inicial de germinagdo
foram mais resistentes & radiacdo UV-B. Para o isolado de C. rosea ndo foi
possivel evidenciar a germinacdo ap6s 6 h de incubacédo (Grafico 6 A). O isolado
de Trichoderma néo apresentou germinacdo ap6s 8 h de incubacdo (Grafico 6
B).

A DL50, calculada por andlise de regressdo, para C. rosea foi de | h 49
min. de incubacdo e a DL100 foi de 4 h 59 min. de incubacdo (Grafico 6 A). A
regressdo mostrou que o tempo de incubacdo para Trichoderma foi de 3 h 15
min. para a DL50e 5 h 49 min. para a DL100 (Grafico 6 B). Para 0 isolado LQC
96 de Trichoderma, foi possivel observar maior resisténcia dos conidios em

periodos de incubacéo que 0 isolado LQC 62 de C. rosea.

Grafico 6 Sensibilidade dos esporos em diversos estadios de germinacdo ao UV-
B; A) Clonostachys rosea (LQC 62). B Trichoderma (LQC 96)
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4.6 Germinacéo de esporos e colonizacao de discos de folha por C. rosea

No teste de germinagdo de esporos do agente de controle biolégico foi
observada uma reducéo da germinacgdo no periodo de exposicdo a radiacdo UV-
B (Gréfico 7). Entretanto, essa diminuicdo foi menos acentuada quando
comparada com o ensaio em meio de cultura artificial (item 4.4; Grafico 5 A) e,
também, foi possivel observar que ndo ocorreu a morte total dos conidios,
mostrando, assim, que o ambiente foliar apresentou certa protecdo aos conidios.
A DL50 foi de 3 h 7 min.

Gréfico 7 Germinacao relativa de esporos de Clonostachys rosea em disco de
folha expostos a radiacdo UV-B

Outra observacdo importante é que o crescimento de C. rosea foi
reduzido inicialmente quando recebeu radiacdo UV-B (terceiro dia). Porém, o
crescimento foi similar com o controle no sétimo e décimo dia de incubacdo em
meio PCA (Gréfico 8 A, B). Nota-se que a presenca do fungo foi de 100% nos

discos de folhas avaliadas até o final do ensaio.
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Na avaliacdo da porcentagem de area foliar colonizada por C. rosea foi
observado que a testemunha foi a que apresentou maior crescimento durante
avaliacdo no terceiro dia, destacando-se de todos o0s outros tratamentos.
Entretanto, novamente essa colonizag&o foi se igualando ao longo do tempo de
incubagéo (Gréfico 8 B).

Nesse ensaio foi observado um crescimento reduzido de C. rosea
quando este foi irradiado. Entretanto, até 5 h de radiagdo UV-B ndo ocorreu a
inviabilizacdo do crescimento do fungo sobre os discos de folha (Grafico 8
A B).

A taxa de progresso da colonizacdo de C. rosea foi alterada apenas na
avaliacdo do terceiro dia (Grafico 9) ndo sendo possivel observar diferenca nas
taxas de progressos nas outras avaliacdes. Isso mostra que a radiacdo UV-B
causou um atraso inicial sobre a taxa de progresso da colonizagdo e,

consequentemente, no crescimento de C. rosea.

Gréfico 8 Teste de colonizagdo; A) Presenca de C. rosea sobre os discos; B)
Crescimento médio de Clonostachys rosea por disco
Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem significativamente pelo
Teste Tukey (5%), barra de erro sdo desvio padréo de nove repeti¢cdes
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Gréafico 9 Taxa do progresso da colonizagdo de discos por Clonostachys rosea
no terceiro dia da avalia¢do
Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem significativamente pelo
Teste Tukey (5%)

4.7 Sobrevivéncia de C. rosea em discos de folha sob diversos tempos de

exposicao a radia¢do UV-B

Houve interacdo significativa da concentracdo de conidios com tempo
de exposicdo de radiacdo UV-B sobre o crescimento e desenvolvimento de C.
rosea nos discos de folha. Foi observado que quanto maior a concentracdo de
conidios utilizados ocorreu maior crescimento do fungo. Além disso, quanto
menor a radiagdo UV-B maior a area abaixo da curva do progresso da presenga
de C. rosea (AACPPC) (Grafico 10 A) e maior area abaixo da curva do

progresso da colonizagdo de C. rosea (AACPCC) (Grafico 10 B).
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presenca de Clonostachys rosea (AACPPC) em discos de folhas de
feijoeiro B) Area abaixo da curva de progresso do crescimento de
Clonostachys rosea (AACPCC)

Apesar de ocorrer reducdo do crescimento proporcionado pela radiacdo
UV-B, entretanto, independente da dose de UV-B e concentragdo de conidios
utilizados houve crescimento de C. rosea (Grafico 11 A, B, C, D).

Nas avaliacdes do terceiro e sétimo dia, assim como no ensaio anterior
(item 4.3.6), foi observada uma taxa de progresso do crescimento
estatisticamente maior nos discos onde ndo houve tratamento com radiacdo UV-

B e nas maiores concentracdes utilizadas (Gréafico 12 A, B).
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Gréfico 11 Teste de colonizagdo; A) Area abaixo da curva de progresso da
presenca de Clonostachys rosea (AACPPC) sobre as diferentes
concentracdes de esporos B) Area abaixo da curva de progresso da
presenca de Clonostachys rosea (AACPPC) sobre as diferentes
horas de radiacdo UV-B (AACPPC) C) Area abaixo da curva de
progresso do crescimento de Clonostachys rosea (AACPCC) sobre
as diferentes concentracBes; D) Area abaixo da curva de progresso
do crescimento de Clonostachys rosea (AACPCC) sobre as
diferentes horas de radiacdo UV-B
Médias seguidas pelas mesmas letras nao diferem significativamente pelo
Teste Tukey (5%), barra de erro sdo desvio padrdo de nove repetigdes
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| Gréfico 12 Taxa de progresso do crescimento de Clonostachys rosea-, A) terceiro
dia; B) sétimo dia
Médias seguidas pelas mesmas letras maiusculas dentro dos circulos nao
diferem significativamente pelo Teste Tukey (5%)

4.8 Efeito da radiacdo UV-B sobre a capacidade antagdnica de C. rosea em
B. cinerea

Neste teste ficou evidente que menores concentragcdes do antagonista e
maior tempo de irradiacdo UV-B reduziram AACPPC e da AACPCC (Gréafico
13 A, B). Ao mesmo tempo foi visto que quanto menores as concentragcfes de
conidios de C. rosea e maiores as doses de radiagdo UV-B propiciaram um
aumento da AACPPB e AACPCB em B. cinerea (Grafico 13 C, D). Porém,

nesse ensaio ndo houve interagdo significativa do tempo de irradiacdo UV-B
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com concentracdo de conidios de C. rosea. A concentragdo influenciou bastante
no crescimento de C. rosea (Grafico 14 A, B, C, D) e no antagonismo a B.
cinerea (Gréafico 13 A, B, C, D). Entretanto, o tempo de irradiacdo UV-B ndo
interferiu, significativamente, no crescimento de C. rosea e, consequentemente,
no antagonismo a B. cinerea. Apenas a concentracdo 104 sofreu influencia das
horas de radiacdo UV-B (Gréfico 15 A, B, C, D).

A taxa de progresso do crescimento de C. rosea apresentou diferenca
significativa apenas no terceiro e sétimo dia (Grafico 16 A, B). A taxa de
progresso do crescimento de B. cinerea apresentou diferenca significativa
apenas no sétimo dia e na média do ensaio (Gréafico 17 A, B). As menores
concentracOes de C. rosea promoveram a taxa de progresso do crescimento mais
acelerada de B. cinerea.
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Concentragao Concentragao

13 Teste de colonizacdo; A) Area abaixo da curva de progresso
presenca de Clonostachys rosea (AACPPC); B) Area abaixo
curva de progresso do crescimento de Clonostachys rosea
(AACPCC); C) Area abaixo da curva de progresso da presenca de
Botrytis. cinerea (AACPPB); D) Area abaixo da curva de progresso
do crescimento de Botrytis cinerea (AACPCB)
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Gréafico 14 Teste de colonizacdo; A) Area abaixo da curva de progresso da
presenca de Clonostachys rosea (AACPPC) sobre as diferentes
concentracdes; B) Area abaixo da curva de progresso da presenca de
Clonostachys rosea (AACPPC) sobre os diferentes tempos de
radiagdo UV-B; C) Area abaixo da curva de progresso da presenca
de Botrytis cinerea (AACPPB) pelas diferentes concentrages; D)
Area abaixo da curva de progresso da presenca de Botrytis cinerea
(AACPPB) pelos diferentes tempos de radiagdo UV-B
Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem significativamente pelo
Teste Tukey (5%)
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Gréfico 15 Teste de colonizacio; A) Area abaixo da curva de progresso de
crescimento de Clonostachys rosea (AACPCC) sobre as diferentes
concentragdes; B) Area abaixo da curva de progresso do
crescimento de Clonostachys rosea (AACPCC) sobre os diferentes
tempos de radiacdo UV-B; C) Area abaixo da curva de progresso do
crescimento de Botrytis cinerea (AACPCB) pelas diferentes
concentracbes; D) Area abaixo da curva de progresso do
crescimento de Botrytis cinerea (AACPCB) pelos diferentes tempos
de radiagdo UV-B
Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem significativamente pelo
Teste Tukey (5%)
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Grafico 17 Taxa de progresso do crescimento de Botrytis cinerea sobre
diferentes concentragcBes de Clonostachys rosea’, A) Média do
ensaio B) taxa de progresso do crescimento de Botrytis cinerea no
sétimo dia sobre diferentes concentragdes de Clonostachys rosea
Médias seguidas pelas mesmas letras maiusculas dentro dos circulos ndo
diferem significativamente pelo Teste Tukey (5%)

4.9 Efeito da radiacdo ultravioleta-B na sobrevivéncia de C. rosea em
condicgdes de campo

No ensaio do estabelecimento de C. rosea, quando observado os dados
da germinacéo foi visto que ndo houve efeito significativo na germinacéo, fato
esse que se deve aos conidios que ndo foram expostos a radiagdo UV-B, pois, a
aplicagdo foi no final do dia (Gréfico 18).
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esse que se deve aos conidios que ndo foram expostos a radiacdo UV-B, pois, a
aplicacdo foi no final do dia (Gréfico 18).



55

Os tratamentos tiveram sempre a mesma tendéncia, porém, o
tratamento com radiagdo UV-B apresentou uma reducdo na presenca e no
crescimento de C. rosea sempre mais acentuada (Grafico 19 A, C). Analisando
a AACPPC e a AACPCC confirma que o tratamento com radiacdo UV-B
ambiente e radiacdo UV-B reduzido (315 -400 nm) apresentaram maior
nimero de discos com o agente de biocontrole que o tratamento com UV-B
aumentado, (Gréafico 19 B, D).

Gréfico 18 Efeito da radiagdo UV-B sobre a germinagdo de esporos de
Clonostachys rosea nos tratamentos para avaliar a sua
sobrevivéncia cm condigdes de campo
Médias seguidas pelas mesmas letras nao diferem significativamente pelo
Teste Tukey (5%), barra de erro séo desvio padréo de nove repeticoes
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Horas ap6s Aplicacdo

Gréafico 19 Teste de colonizacdo; A) Presenca de Clonostachys rosea (%) ao
longo do ensaio; B) Area abaixo da curva de progresso da presenca
de Clonostachys rosea (AACPPC); C) Porcentagem de crescimento
médio de Clonostachys rosea ao longo do ensaio; D) Area abaixo da

curva de progresso do crescimento de Clonostachys rosea
(AACPCC)

Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem significativamente pelo
Teste Tukey (5%), barra de erro séo desvio padréo de nove repeti¢oes

4.10 Efeito da radiacdo ultravioleta-B no estabelecimento de C. rosea em

condicbes de campo

Durante as horas mais quentes e, consequentemente, com maior

incidéncia de radiacdo UV-B, a germinacdo em discos de folha, foi observado
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um ligeiro aumento na germinacdo de C. rosea no tratamento UV-B Ambiente.
Entretanto, esse aumento na germinacdo ndo se refletiu em aumento
significativo na presenca e no crescimento do agente de controle bioldgico
(Gréfico 20 A, B).

No teste de colonizacdo houve uma reducdo dréstica da presenga e no
crescimento médio de C. rosea (Grafico 21 A, C). Também foi possivel
evidenciar que todos os tratamentos seguiram sempre a mesma tendéncia, ndo
apresentando, assim, aparentemente nenhuma diferenca entre os tratamentos,
porém, o tratamento com UV-B aumentado apresentou maior reducdo da
presenca e do crescimento sobre os discos de folha (Grafico 21 A, C). Quando
foi analisada a AACPPC e a AACPCC, foi observado novamente que o
tratamento com radiacdo UV-B aumentado teve um menor desenvolvimento
(Grafico 21 B, D).

Gréfico 20 Germinagdo de Clonostachys rosea’, A) durante o decorrer do ensaio;
B) Area abaixo da curva de progresso da germinagio (AACPG)
Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem significativamente pelo
Teste Tukey (5%), barra de erro séo desvio padrdo de nove repeticdes
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Grafico 21 Teste de colonizagdo; A) Presenga de Clonostachys rosea (%) ao
longo do ensaio; B) Area abaixo da curva de progresso da presenca
de Clonostachys rosea (AACPPC); C) Porcentagem de crescimento
médio de Clonostachys roseas sobre os discos ao longo do ensaio;
D) Area abaixo da curva de progresso do crescimento de
Clonostachys rosea (AACPCC)

Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem significativamente pelo
Teste Tukey (5%), barra de erro sdo desvio padrdo de nove repeticdes
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4,11 Comparagdo entre os ensaios de sobrevivéncia (item 4.9) e

estabelecimento (item 4.10) de C. rosea

Comparando os dois ensaios observa-se que aplicagdes do agente de
controle biolégico, durante o final do dia, resultaram em maior area abaixo da
curva do progresso da presenca de C. rosea (AACPPC) nas folhas e a area
abaixo da curva do progresso de colonizagdo do C. rosea (AACPCC) (Gréfico
22 A, B). A germinagdo, também, foi maior quando a aplicacdo do agente de

biocontrole ocorreu no final da tarde (Gréafico 18 e Grafico 20 A, B).

Grafico 22 Teste de colonizagdo; A) Area abaixo da curva de progresso gy
presenca de Clonostachys rosea (AACPPC); B) Area abaixo ax
curva de progresso do crescimento de Clonostachys rosea
(AACPCC)

Barras negras ensaio da estabilidade (item 4.10) Barras cinzas ensaio da
sobrevivéncia (item 4.9)

Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem significativamente pelo
Teste Tukey (5%), barra de erro sdo desvio padrdo de nove repeticdes
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5 DISCUSSAO

Os efeitos do aumento da radiagdo UV-B tém sido estudados em
diversos sistemas bioldgicos, como bactérias (FLORES et al., 2009; PEAK;
PEAK, 1983), fungos filamentosos (BRAGA et al., 2001b; DUGUAY;
KLIRONOMOS, 2000), plantas (BARNES; FLINT; RYEL, 2009; CALDWELL
etal., 1995) e animais (CORSINI; SANGHA; FELDMAN, 1997; FAHLMAN;
KROL, 2009), obtendo-se variacdo de respostas.

Durante todos os ensaios com radiacdo UV-B, houve evidente reducdo
da germinagdo relativa e, em alguns casos, a total inativacdo dos conidios de
Trichoderma spp e C. rosea ap6s poucas horas de exposicdo a radiacdo UV-B
(Gréfico 5), sendo essas doses verificadas no ambiente. Outra importante
consequéncia esta na reducdo da velocidade de germinacdo dos conidios. Este
fato foi reportado por diversos autores, trabalhando com Metarhizium
(ZIMMERMANN, 1982), Trichoderma (BRAGA et al., 2002) e no presente
estudo com C. rosea (Grafico 2). Isto mostra que o conidio, quando irradiado,
necessita de um tempo para se recuperar dos efeitos da radiacdo UV-B antes de
retomar ao processo de germinacdo (BRAGA et al., 2001b). A reducdo da
germinacdo deve ser atribuida a diferentes niveis de tolerancia a radiacdo que
sdo capazes de interromper o ciclo celular, resultando em dano ao material
genético e outras estruturas celulares (PETROCELLI; SLINGERLAND, 2000).

Segundo Braga et al. (2006), ndo houve diferenca na germinacdo dos
conidios de isolados de Metarhizium sp. irradiados com radiacdo UV-B na
avaliacdo de 24 h para 36 h ap6s a exposicdo. Esse fato mostra que os conidios
ndo germinados estavam inviaveis, mesmo apds maior tempo de incubacéo.
Dados semelhantes foram obtidos no presente trabalho (Gréfico 3), pois, a

germinacdo ap6s 36 h foi praticamente semelhante a 24 h. Nesse caso, 0s poucos
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conidios germinados permitem um intenso crescimento do fungo o que dificulta
novas avaliacGes.

A coloracdo dos conidios esta envolvida na tolerancia a radiagdo UV-B
(BRAGA et al., 2006; KAWAMURA,; TSUJIMOTO; TSUGE, 1999; WANG;
CASADEVALL, 1994). Para Metarhizium, a sintese do pigmento verde do
isolado selvagem apresenta maior resisténcia do conidio as condigdes de estresse
do que conidios com pigmentacdo branca. Assim, verifica-se que a cor dos
conidios é influenciada por dois fatores (MAGOON; MESSING-AL-AIDROOS,
1986): o genético do isolado e, principalmente, as condi¢cbes ambientes do meio
de cultura que afetam a fisiologia, morfologia e a coloragdo dos conidios de M.
anisopliae (RANGEL et al., 2005). Com Metarhizium, trabalhos envolvendo
pigmentacdo sdo faceis de serem produzidos em laboratério pelo fato do fungo
sofrer facilmente mutacdo a doses baixas de radiacdo UV-B. Entretanto, na
natureza isolados albinos ndo sdo comumente observados, apesar do sol prover
doses similares de radiacdo, mostrando que cor de conidio é um fator adaptativo
ao ambiente (BRAGA et al., 2006).

Pigmentos, como melanina e carotenoides, também, estdo sendo
identificados e estudados em outras espécies de fungos como compostos capazes
de aumentar a resisténcia dos conidios a situacdes de estresse como: oxidantes,
calor e antimicrobianos, além de ser associado com a patogenicidade de alguns
fungos (JACOBSON, 2000). A importancia evolutiva do pigmento melanina € o
fato do mesmo ser produzido por organismos de todos os grupos taxondmicos,
desde procariontes até vertebrados superiores (PLONKA; GRABACKA, 2006).
Melanina é alocada fora da membrana plasmatica, sendo um importante
componente estrutural da parede celular do conidio e da hifa (BRAGA et al.,
2006). Segundo Klein e Everleigh (1998), espécies de Trichoderma apresentam
maior quantidade de pigmentos e de melanina em seus conidios que isolados de

Gliocladium roseum (sin. C. rosea). Por isso, foi evidente uma maior resisténcia
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dos conidios de Trichoderma em todos os ensaios realizados em meio de cultura
artificial (Gréafico 2,3,4 e 5).

Para o teste de selecdo de isolados tolerantes a radiacdo UV-B foi
verificado que a dose de 4,2 kJ m2 foi suficiente para determinar o isolado mais
tolerante de C. rosea (Grafico 4 A). Doses baixas de radiacdo UV-B, também,
foram capazes de determinar a tolerancia de Beauveria (FARGUES et al., 1996).
Isolados de Beauveria spp. sdo diferenciados em relacdo a tolerancia a radiagéo
UV-B, apresentando germinacéo relativa entre 0 a 100 % dependendo apenas do
isolado (FERNANDES et al., 2007). Para Trichoderma, o mesmo teste ndo foi
capaz de classificar os isolados pela sua tolerancia a radiacdo UV-B, pois, estes
apresentaram resultados muito proximos (Grafico 4 B). Para esse estudo seria
necessario aumentar a dose de radiacdo UV-B.

Por causa do reduzido ndmero de isolados nos ensaios e a baixa
variabilidade de regiGes dos isolamentos (Tabela 1) ficou improvavel apontar
que a diferenca de resisténcia tenha sido ocasionada por diferencas na latitude e
longitude do ponto de origem destes organismos como observados por (BRAGA
et al., 2001c) para Metarhizium. Segundo Braga et al. (2001d), organismos
provenientes de regides de altitudes elevadas e proximas a linha do Equador
tendem a apresentar maior tolerdncia a radiagdo ultravioleta. Entretanto, essa
mesma correlagdo ndo foi observada para isolados de Beauveria ;pp.
(FERNANDES et al,, 2007).

No teste de UV-B sob diferentes tempos de germinacdo do conidio
(Gréfico 6), podem ser explicados em virtude das mudancas morfofisioldgicas
dos conidios, durante sua germinagdo, porque diferentes metabdlicos séo
encontrados na célula do conidio, conforme seu estadio de desenvolvimento,
deixando-o mais sensivel a radiacdo UV-B. Para Metarhizium a fase mais
sensivel do conidio a radiagdo UV-B foi durante o final da germinacdo (BRAGA

et al., 2001c). A relagdo entre desenvolvimento do conidio mediante seus
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metabolitos e fotossensibilidade a radiacdo UV-B foram demonstrados, também,
por Perennes et al. (1999). Segundo Schmit e Brody (1976), foi demonstrado
para diversas espécies de fungos que a duplicacdo do DNA ocorre durante o
final da fase de germinacdo tornando essa fase do conidio mais sensivel a
estresse de origem ambiental. Os resultados do ensaio 4.5 concordam com o0s
acima relatados onde os conidios se mostraram mais sensiveis no final da fase de
germinacdo (Gréfico 6). Houve maior velocidade de germinacéo dos conidios de
C. rosea do que de Trichoderma (Gréafico 3) explicando porque o conidio de C.
rosea necessitou menor tempo de incubagéo.

Os ensaios envolvendo tecidos do hospedeiro mostraram que os conidios
tém aumentado seu poder de germinagdo com as mesmas doses de radiacdo UV-
B (Gréafico 5 e 7). Foi possivel observar que, nas menores concentracfes de
conidios, os mesmos sofreram maior influencia de doses de radiacdo UV-B
(Grafico 10), além de proporcionar uma menor capacidade antagbnica ao
patégeno (Grafico 13).

A capacidade de competicdo de C. rosea com B. cinerea é o principal
mecanismo de acdo do agente de controle biolégico (MORANDI et al., 2003),
sendo a capacidade em colonizar o hospedeiro como endofitico e a capacidade
de colonizar tecido senescente sendo o0s principais meios de competicdo
(MORANDI et al., 2000). Assim, a radiagdo UV-B pode diminuir a capacidade
de competicdo em decorréncia de uma menor viabilidade dos conidios e um
menor crescimento de C. rosea favorecendo o patdgeno. Outro fator favoravel
ao patodgeno é que sua esporulacdo esta fortemente ligada a fatores ambientais e
entre eles a radiacdo ultravioleta. A utilizacdo de filmes de polietileno em casa
de vegetacdo que retém a radiacdo no comprimento de onda 300 a 400 nm
reduziu a producdo de conidios de B. cinerea em 10 vezes, mostrando que 0

aumento do UV-B ndo sera tdo prejudicial ao patégeno quanto é para o agente
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de biocontrole. Com isso, 0 aumento da radiacdo UV-B ambiental, gerado a
partir das mudancas climaticas, pode favorecer o patégeno (NICOT et al., 1996).

Com os ensaios de sobrevivéncia (Grafico 19) e estabilidade (Grafico
21) ficou mais uma vez evidente que condi¢Bes de microclima sdo fundamentais
para o sucesso das aplicagbes de C. rosea (Gréafico 22) concordando com 0s
resultados de Morandi et al. (2006) e Sutton et al. (1997). O UV-B aumentado
proporcionou uma reducdo geral na presenca e no crescimento de C. rosea
(Grafico 19 e Gréafico 21) sugerindo que as alteragdes climéticas seriam
prejudiciais ao agente de biocontrole. A utilizacdo de filtros de poliéster que
exclui entre 70 a 80% da radiagdo ultravioleta ndo proporcionou um aumento na
presenca e no crescimento de C. rosea (Grafico 19 A, B, C,De 2l A, B, C, D).
Esse fato pode ter ocorrido, em funcéo do filtro ter aumentado a temperatura no
interior da parcela (dados ndo apresentados) ja que € verificado que condicdes
ideais para C. rosea sdo alta umidade e temperaturas em tomo de 15 a 25 °C
(SUTTON et al., 1997). Um maior aumento da longevidade de conidios de B.
bassiana foi conseguido com a utilizacdo de filtros que retiveram a radiagdo
UV-B em casa de vegetacdo (COSTA; ROBB; WILEN, 2001).

Para um agente de controle bioldgico, caracteristicas como alta
viruléncia e boa habilidade em sobreviver fora do hospedeiro sdo necessarios,
pois, durante aplicagdes a campo, condigdes ambientais extremas sdo
encontradas. Esse aspecto difere das encontradas pelo fungo na natureza, como
por exemplo, aplicagbes de Metarhizium serem geralmente foliares e o fungo é
um organismo de solo (BRAGA et al., 2001c). Por isso, a habilidade do fungo
em dispersar no habitat do hospedeiro é importante para o sucesso do controle
bioldgico (BIDOCHKA et al., 2001).

A radiacdo ultravioleta induz a formacdo de dimeros de pirimidina no
DNA causando mutacdo e erro na transcricdo (GRIFFITHS et al., 1998). Além

desse efeito direto, é necessario imaginar que agentes de controle bioldgico de
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doencas de plantas estdo expostos simultaneamente a efeitos indiretos como
calor e a dessecacdo (FARGUES et al., 1997; RANGEL et al., 2005). Assim,
trabalhos envolvendo ensaios de campo e a viabilidade dos conidios sdo
reduzidos. Com isso, estudos envolvendo a sele¢do de isolados para programas
de controle bioldgico deveriam levar em consideragdo, além da viruléncia e
germinacdo a baixas condi¢bes de umidade relativa, a tolerdncia do agente de
biocontrole a radiacdo UV-B (FARGUES et al., 1996) e, também, estudos com
formulagdes que protejam os conidios de condi¢cGes ambientais adversas devem
ser necessarios (DAOUST; ROBERTS, 1983; INYANG et al., 2000;
JACKSON; ERHAN, 2006), sendo importantes para a pratica com produtos

biolégicos.
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6CONCLUSOES

A radiacdo UV-B apresentou forte acdo deletéria na germinagdo dos
conidios de Clonostachys rosea e Trichoderma.

As diferentes fases do processo de germinagdo dos conidios de C. rosea
e de Trichoderma apresentam sensibilidade diferenciada a radiacdo UV-B.

Todos os isolados de Trichoderma apresentaram maior resisténcia a
radiacdo UV-B do que os de C. rosea.

Os isolados LQC 62 (C. rosea) e LQC 88, 99 e 96 (Trichoderma spp.)
foram os mais tolerantes a radiagdo UV-B.

Em discos de folha, C. rosea apresentou maior tolerancia a radiagéo
UV-B quando comparado ao teste de germinacdo em meio de cultura artificial.
Concentrages menores de conidios apresentaram uma presenca € crescimento
menor de C. rosea além de apresentar, também, uma menor capacidade
antagdnica a Botrytis cinerea.

Em condigdes de campo, a radiacdo UV-B reduziu a presenca e o

crescimento de C. rosea sobre os discos.
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