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RESUMO

LLOPES, Eloisa Aparecida das Gragas Leite. Controle Biologico de Botrytis cinerea In Vitro
l':t. Em Mudas de Eucalyptus sp. 2001. 43p. Dissertagdo (Mestrado em Fitopatologia)
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG"

As empresas florestais mesmo com a alta tecnologia desenvolvida nos ultimos anos
ainda encontram sérias dificuldades para controlar as doengas de etiologia fingica. Dentre as
muitas doengas fiingicas que ocorrem em viveiros florestais de eucalipto, destacam-se o mofo
cinzento e o tombamento de mudas, causados por Botrytis cinerea Pers. & Fries.. O ambiente
cpm elevada umidade e temperatura entre 20 a 24 & extremamente favoravel para o patégeno,
ppis nessas condi¢des o mesmo é favorecido em termos de sobrevivéncia, de adaptagfio, de
disseminacéio ¢ de infecgdo. A utilizagdo intensa de pesticidas para o controle de fitodoengas
e| pragas em culturas de interesse agricola e sua conseqiiéncia para o ecossistema, tem
ifduzido os pesquisadores a buscar métodos alternativos de controle. Neste contexto, o
cpntrole bioldgico teve grandes avangos, obtendo resultados promissores. Assim, o objetivo
presente trabalho foi avaliar o controle biolégico de Botrytis cinerea empregando
acillus subtilis, Subtin, Clonostachys rosea, Trichoderma sp.e Saccharomyces cerevisiae.
ram realizados 3 experimentos no laboratério e cimara de nebulizagiio do Departamento
Fitopatologia da UFLA. O delincamento experimental dos dois primeiros ensaios foi
igteiramente casualizado, com dois fatores e quatro repeti¢gdes. O fator um foi constituido por
7| niveis, correspondendo aos tratamentos com controle biolégico I-Testemunha, II-
olylfluanid (fungicida), II-Bacillus subtilis, TV-Subtin, V- Clonostachys rosea, VI-
ichoderma sp. VII- Saccharomyces cerevisiae; o fator 2 correspondeu aos periodos de
aplicagio do patégeno. No primeiro experimento, foram realizadas aplicagdes dos
ttatamentos e inoculagdo do patdgeno B. cinerea 24h antes, 24h depois e simultaneamente ao
tamento. No segundo experimento, foram realizados os tratamentos biolégicos 24h antes,
4Bh antes ¢ 72 h antes da inoculagéio do patégeno. Apés o periodo de incubacdo de 9 dias, as
amostras foram analisadas e os discos de folhas foram novamente distribuidos em placas com
eio de cultura para observar a recuperagio do patégeno. Foram obtidos resultados
satisfatdrios com o isolado de Clonostachys rosea B-27, Trichoderma sp. H-18, Subtin
(Metabolitos produzidos por Bacillus subtilis) e o fungicida tolylfluanid in vitro 24 horas
aptes da inoculagio do patégeno B. cinerea. No terceiro experimento, realizado em mudas de
citriodora, o delineamento experimental foi em blocos ao acaso com 8 repetigdes, e dois
fgtores. O primeiro fator consistiu de seis niveis de tratamentos (idéntico ao primeiro
experimento), mais duas testemunhas. O segundo fator consistiu de 3 épocas de aplicagio:
24 h, 48 h antes e simultaneamente a aplicacio do B. cinerea. Q B. cinerea apresentou baixa
nsibilidade ao tratamento com B. subtilis, uma boa sensibilidade aos tratamentos com
Spbtin, Trichoderma sp. H-18, tolylfluanid e S. cerevisiae, alcangando um melhor resultado
com C. rosea.

*[Comité Orientador: Prof. Dr. Hildrio Anténio de Castro - UFLA (Orientador), Edson
Ampélio Pozza - UFLA, Wagner Bettiol - EMBRAPA.




ABSTRACT

ltOPES, Eloisa Aparecida das Gragas Leite. Biological Control of Botrytis cinerea In Vitro
nd on Seedlings of Eucalyptus sp. 2001. 43p. Dissertation (Master’s in Phytopathology)
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG’

The technology which has placed the forest enterprises into proeminence in terms of
seedling production has faced difficulties, mainly concerning to the incidence of fungal

iseases. Among many fungal diseases which take place in forest nurseries of Eucalyptus,

oth grayesh mould and seedling lodging caused by Botrytis cinerea Pers. & Fries.. stand out.

he environment with high humidity and mild temperature is highly favorable to the

evelopment of the pathogen. The intenve use of pesticides to control plant diseases and pests

n crops and their consequence for the ecosystem have led the researchers to search for
lternative methods control. In this context, biological control has been obtaining the most

romising results. Therefore, the objective of this work was to evaluate the biological control

f B. cinerea, employing Bacillus subtilis, a crude extract from Bacillus subtilis + culture

edium (Subtin), Clonostachys rosea, Trichoderma sp. and Saccharomyces cerevisiae. Three
xperiments were performed in laboratory and misting chamber at the Phytopathology
epartment of UFLA. The experimental design of the two former trials was completely
ndomized in a factorial scheme with two factors and four replicates. Factor 1 consisted of 7
evels, corresponding to the treatments with biological control I - check, II - tolylfluanid
fungicide), Il - Bacillus subtilis, IV - Subtin, V - Clonostachys rosea, V1 - Trichoderma sp.,
I - Saccharomyces cerevisiae and factor 2, to the periods of application of the pathogen. In
he first experiment, application of the treatments and inoculation of the pathogen were
arried out 24 hours before, 24 hours afterwards and simultaneous to the treatment. In the
econd experiment, the biological tratments were applied at 24 hours before, 48 and 72 hours
efore the inoculation of the pathogen. After 9 days contaring incubation period, the
amples were analyzed and the leaf disks were again allocated into plates contaring culture
edium, and the recovery of the pathogen. Was obseved satisfactory results were obtained
ith the isolates of Clonostachys rosea B-27, Trichoderma sp. H-18, subtin and the fungicide
olylfluanid in vitro 24 hours before the pathogen B. cinerea. In the third experiment
erformed on Eucalyptus citriodora seedlings, the experimental design was randomized
locks, with 8 replicates and first experiment two factors . The first factor consisted of six
evels of treatments plus two checks. The second factor consisted of three times of
pplication: 24 and 48 hours before and simultaneously to the application of B. cinerea. B.
cineria Shoneed low sensibility when treated B. cineria with B. subtili.C. rosea showed good
sensibility whe treated with Subtin, Trichoderma sp. H- 18, tolylfluand e §. cerevisiae.

* Guidance Committee: Hildrio Anténio de Castro - UFLA (Major Professor) Edson Ampélio
Pozza - UFLA, Wagner Bettiol - EMBRAPA.
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1 INTRODUCAO

A eucaliptocultura brasileira ocupa posicio de destaque entre as
atividades do sistema produtivo do pais, apresentando.um faturamento médio
anual de 5,3 bilhdes de ddlares. Recolhe cerca de 600. milhdes de délares em
impostos e emprega diretamente 113 mil pessoas (Torres, 1997). Assim, € de
fundamental importincia a geragdo de tecnologia para reduzir custos e
aumentar a eficiéncia produtiva desses povoamentos. A produtividade é
prejudicada desde o viveiro, por causas bidticas e abiGticas. Entre as causas
bidticas, destacam-se as doengas filngicas.

Segundo Von Stowasser (1996), praticamente todo consumo atual de
fungicidas em viveiros de eucalipto, no Brasil, visa o controle do
tombamento de mudas, cujos agentes etioldgicos sdo Rhizoctonia solani
Kuhn, Cylindrocladium scoporium Morgan e C. clavatum Hodges e May, nos
estadios de semeadura (S), pré-desbaste (PRE-D) e pos-desbaste (POS-D); e
Botrytis cinerea Pers ex Fries. e Cylindrocladium spp., no estidio de
fechamento de canteiros (F) (Ferreira, 1989; 1994). A produgéo de mudas em
tubetes em canteiros suspensos, empregada por empresas brasileiras de nivel
tecnolégico mais elevado, tem viabilizado a obten¢do de mudas de eucalipto
em larga escala, com um minimo emprego de fungicidas no controle desta
doenca. Essa pratica, associada a outras medidas utilizadas na producgio de
mudas, para controlar o tombamento de mudas, perfaz o manejo da doenga.

Essas medidas, no entanto, nio tém sido suficientes para o controle de
B. cinerea, .patbgeno de ocorréncia freqliente nos ultimos 50-60 dias da
produgdo de mudas e que tem acesso aos viveiros por via aérea, por meio de

ventos (Ferreira, 1989; Souza, 1991; Ferreira, 1997b). Uma vez introduzido



nos viveiros, o fungo B. cinerea pode sobreviver em substrato orgénico,
folhas mortas caidas na superficie dos recipientes e, também, em tecidos de
mudas de eucalipto, como componentes da flora do filoplano (Souza e
Ferreira, 1990; Souza, 1991). Nessa ultima condigdo, em situagdes especiais
de temperatura de 20 e 24 °C e umidade 100% e hospedeiro, esse pode passar
a condigdo de patdgeno (Souza, 1991).

O controle quimico da doenga, embora muito usual, tém se mostrado
inconsistente (Ferreira, 1989), pois € dificultado pelo desenvolvimento de
populagdes resistentes de B. cinerea aos produtos utilizados (Ghini e
Krugner, 1987). Outro fator desfavorivel é a lavagem do principio
fungitéxico pelas freqiientes irrigagdes (Ferreira, 1989). Além disso, o uso
indiscriminado desses produtos pode trazer conseqiiéncias indesejdveis ao
homem e ao ambiente.

Com o conhecimento dos problemas advindos do uso de fungicidas,
tem ocorrido grande procura por métodos alternativos de controle de doengas
de plantas e o controle bioldgico passou a ser intensamente explorado.
Diversos fungos e bactérias antagdnicas estdo sendo pesquisados como
alternativas para os fungicidas e tém demonstrado efetivo controle de varias
doencas.

Essas ponderagdes, aliadas as informagdes de resultados promissores
de controle biolégico de B. cinerea em outras culturas (Peng e Sutton, 1991;
Peng et al., 1992; Sutton et al.,, 1995; Sutton et al., 1997), conduziram a
realizagio do presente trabalho, com os seguintes objetivos: i) avaliar
agentes de controle bidlogico irn vitro em discos de folhas destacadas de
eucalipto no crescimento e esporulagdo de Botrytis cinerea; ii) avaliar os
mesmos agentes de biocontrole em mudas de eucalipto no controle da

podriddo cinzenta.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1Taxonomia de Botrytis sp.

Botrytis sp. € um fungo mitospérico, tendo teleomorfo no filo
ascomicota, da ordem Helotiales e familia Scler9tiniaceae, do género
Botryotinia sp. (Alexopoulos et al., 1995 ¢ Hawksworth et al., 1995). A
produgiio de conidios é abundante, tanto em meios de cultura como em
tecidos de hospedeiros infectados. Formam esclerédios bem desenvolvidos,
com variagio de tamanho desde poucos milimetros até mais de lcm, de
coloragiio negra tanto em meio de cultura como em restos culturais, que
determinam a sobrevivéncia do patégeno em condigdes adversas (Kimura,
1999; Agrios, 1997; Krugner e Bacchi, 1995; Ferreira, 1989 e Jarvis, 1980).

2.2 Ciclo da doenga causada por Botryltis sp.

O ciclo da doenga desenvolve-se do seguinte modo: saprofiticamente
o fungo sobrevive em folhas e outros 6rgéos vegetais mortos, especialmente
de seus hospedeiros na superficie do solo. Sobre os tecidos desses materiais,
o fungo produz hifas e esclerddios. Os esclerodios podem garantir-lhe
sobrevivéncia em condigdes de ambiente desfavoravel as hifas normais.
Botrytis spp. pode infectar culturas em quase todos os estidios de
desenvolvimento, também durante o transporte, afetando todos os 6rgaos da
planta, incluindo cotilédones, folhas, hastes ¢ flores, 9 que torna seu controle
muito dificil (Gullino, 1992).

Em condigdes de temperatura de 20 e 24 °c e umidade 100% (Souza,
1991) , os esclerédios germinam produzindo hifas aptas a colonizar tecidos
vegetais sadios ou necrosados, produzir conidiéforos e conidios. Os conidios

de Botrytis sp., devido ao seu tamanho, sdo facilmente disseminados pelo



vento ou pela agua. Ao serem depositados na superficie do hospedeiro
suscetivel e em condi¢des de ambiente favoravel, germinam formando tubos
germinativos que invadem e posteriormente colonizam, através da formagio
do micélio, os seus tecidos. Botrytis sp. causa tombamento de mudas de
eucalipto somente no estadio de fechamento de canteiros (Ferreira, 1989),
sendo inclusive o patégeno predominante nesse estiddio. Os esporos
provenientes de outras fontes de indculo sdo levados pelo vento até a copa
das mudas e, em seguida, sao lavados pela agua de irrigagdo ou pela chuva,
sio depositados em folhas de eucalipto necrosadas na superficie dos
recipientes, sob a copa entrelagada das mudas, iniciando-se a colonizagio
saprofitica, seguida de intensa produgdo de estruturas reprodutivas do fungo
na superficie do substrato.

O primeiro indicio de infecgdo de Botrytis sp. em eucalipto no estadio
de fechamento de canteiros € a esporulagdo do fungo, vista a olho nu, sobre
folhas necrosadas na superficie dos recipientes, iniciando pela formagdo de
mofo marrom-acinzentado ou prateado. Dai, seus conidios sdo salpicados
para folhas senescentes, mas ainda presas as mudas, onde germinam.

As primeiras infecgdes de hastes das mudas pelo patégeno ocorrem
quando essas fazem contato direto com os limbos senescentes, colonizados e
esporulados, ou pela continuidade de colonizagio limbo senescente-peciolo-
haste. Elevada umidade e temperaturas de 20 e 24 °C (dias com alta umidade
relativa) so as condi¢Ges mais favordveis para as infecgdes e esporulagéo de
Botrytis sp. Nessas condigdes, as lesdes das hastes mostram-se rapidamente
esporuladas. Por isso, uma caracteristica do ataque de Botrytis sp. no estidio
de fechamento de canteiros é a presenca de lesGes em diferentes alturas da
haste acima da 4rea com casca externa madura, inclusive em galhos e folhas

vivas da copa das mudas (Ferreira, 1997a).



2.3 Controle Bioldgico de fitodoengas

A utilizagdo intensa de pesticidas para o controle de fitodoengas e
pragas em culturas de interesse agricola e suas conseqiiéncias para o
ecossistema induziram os pesquisadores a buscar métodos alternativos de
controle. Nesse contexto, virias pesquisas tém sido realizadas, demonstrando
a eficiéncia do controle biologico. Em ecossistemas naturais, o antagonismo
a fitopatégenos ocorre espontaneamente e contribui para menor ocorréncia de
epidemias severas e destrutivas em comparagao a' agroecossistemas. E
interessante, portanto, do ponto de vista fitossanitario, identificar e explorar
comercialmente essas interagdes (Melo, 1996). O principal objetivo do
controle biolégico é manter, por meio do emprego de determinadas praticas
(introdugio de uma biomassa de antagonistas), todos os componentes do
agroecossistema em equilibrio, (hospedeiro cultivado juntamente com os
patégenos e os organismos uteis). Tais niveis de equilibrio poderdo ser
alcangados elaborando-se um sistema integrado de produgio, com destaque
ao controle biolégico sem perdas significativas na produgdo agricola, com as
vantagens de se obter maior economia e menores riscos ao meio ambiente
(Bettiol, 1991). Segundo Baker e Cook (1974), o mundo biolégico € “uma
vasta rede de interagdes de populagdes ativas em estado de equilibrio
dinimico, que refletem em mudangas no seu ambiente fisico e nas relagdes
uns com os outros”.

Dentre os microrganismos encontrados no filoplano, incluem-se
bactérias, fungos leveduriformes e filamentosos. A populagdo dominante
nesse ambiente varia de acordo com o estadio de desenvolvimento do vegetal
e com as condi¢des climaticas (Bettiol, 1997). !

O uso do controle biolégico em substituicdo ao quimico, ¢
dependente da disponibilidade e da efetividade dos agentes de controle, bem

como dos produtos comerciais contendo estes microrganismos. Entretanto,



até o momento, sdo poucos os produtos biolégicos disponiveis no mercado
para essa modalidade de controle. Além disso, a maioria néo é devidamente
registrada para o uso em escala comercial. O uso de controle biolégico em
pos-colheita, é o que esta mais avancado (Siqueira Franco, 1999). De acordo
com Valdebenito-Sanhueza (2000), o produto biolégico Aspire é registrado
em Israel ¢ USA para ser utilizado em doengas de frutos citricos durante o
periodo de pos-colheita. Para esta mesma cultura, relata também a utilizagdo
das leveduras Debaromyces hansenii e Rhodotorula mucilaginosa para o
controle do Penicillium digitatum (Siqueira Franco, 1999).

Cook ¢ Baker (1983) estudaram o parasitismo do Trichoderma
viride a Rhizoctonia solani, causando tombamento em plantas, obtendo
resultados promissores e eficientes para encorajar investiga¢bes futuras sobre

os fungos biocontroladores.

2.3.1 Mecanismos das interacées antagonistas

A dindmica do equilibrio bioldgico prevalecente nos ecossistemas
naturais depende, entre outros fatores, da relagdo entre os habitantes
microbianos (Henis ¢ Chet, 1975). Essas interages complexas podem ser de
categoria neutra, benéfica ou detrimento. De acordo com Blakeman e
Fokkema (1982), o conhecimento sobre os mecanismos de antagonismo dos
organismos colabora na determinagdo da época, da forma e da quantidade
adequadas para aplicagdo dos antagonistas.

Os mecanismos pelos quais as interferéncias entre microrganismos
patogénicos e fungos antagonistas ocorrem sdo divididos em antibiose,
competigdo, parasitismo, predagdo, hipoviruléncia e indugdo de defesa no
hospedeiro (Cook, 1985). Embora exista esta divisdo, um agente antagonista
pode atuar por um ou mais mecanismos, € quando se tém esta condicdo,

maiores 580 as chances de éxito no controle.



2.3.2 Microrganismos antagonicos

Os microrganismos antagdnicos do filoplano consistem basicamente
de bactérias e fungos (filamentosos e leveduriformes). Nesse ambiente é
intensa a competigdo, principalmente por nutrienteé, entre a antibiose, o
parasitismo e a indugdo de resisténcia, resultando num controle natural de
doencas foliares (Bettiol, 1991). Também, seguﬁdo Tatagiba (1996),
bactérias e fungos saprofitas crescem na superficie das plantas, podendo
impedir o desenvolvimento de patogenos através da produgdo de metabdlitos
e ou do consumo de exsudados. Esse tipo de interagéio entre as plantas e a
populacdo microbiana epifita € um dos principais mecanismos de controle de
fungos, que necessitam de uma fonte externa def aglcares para causar
infecgdo, como B. cinerea (Blakeman e Fokkemma, 1982). Em trabalhos
realizados por Baker e Cook (1974), folhas apresentando sinais de ferrugem e
oidios, colonizadas por acaros e outros organismds, apresentaram maior
populagio de epifitas residentes em comparagio a folhas sadias. Por sua vez,
Blakema e Fokkema (1982) sugerem que, na busca de microrganismos
antigonicos a determinado patdgeno, agente de ddengas em parte aérea,
deve-se coletar folhas sadias existentes em campos onde se tenham plantas

doentes.

2.3.2.1 Trichoderma sp. e Gliocladium roseum

Trichoderma spp. tem sido testado em muitos casos como
antagonista de diversos patégenos. A atividade antagonistica de algumas
espécies de Trichoderma (T. harzianum, T. hamatum, T. viride) € o resultado
de diferentes mecanismos que ocorrem a0 mesmo tempo, como a
competicdo, antibiose ou agdo direta do parasita (Chet, 1987). No caso do
mofo cinzento em videira, tanto a competigdo como 0 micoparasitismo estéo

. g , 1 . n .
implicados no controle biolégico de B. cinerea. Competi¢do entre os dois



antagonistas ocorre durante a colonizagdo de fragmentos ou partes florais. A
acdo do tratamento com antagonista durante o periodo de desenvolvimento
floral é importante porque o Trichoderma sp. vai colonizando os residuos
florais, mais rapidamente que a colonizagdo saprofitica das flores por
B. cinerea. Também Dubos (1987) observou o micoparasitismo de
Trichoderma sp. sobre B. cinerea na videira. Frutificagées do antagonista
foram observadas na margem entre a drea necrdtica e a sadia dos frutos. Na
extensdo de ataque do parasita nos frutos necrosados, foram observadas ao
microscopico de luz, hifas e penetragdo de micélio de Trichoderma sp.
parasitanto B. cinerea.

Utilizando os mesmos principios, Elad e Cohen (1991)
formularam um pé molhéavel de 7. harzianum (T-39), efetivo para aplicagdes
comerciais no campo e casa-de-vegetagdo, visando ao controle do
mofo-cinzento em hortaligas, roseiras e parreiras. Pulverizagdes em parreiras,
com o produto formulado na proporgio de 0,1- 0,4%, resultaram em controle
de infecgdes na ordem de 40-47%. O controle foi similar aquele alcangado
com os fungicidas iprodione ou dietofencarb + carbendazim. Em parreiras,
quatro aplicagdes foram feitas, alternando Trichoderma com os fungicidas
mencionados ou com folpet. A substituigdo de duas pulverizagbes regulares
por Trichoderma resultou em controle similar ao das quatro pulverizagdes
baseadas nos fungicidas isoladamente. Em alguns experimentos os resultados
sugerem, portanto, que esse agente de biocontrole pode substituir as
aplicagdes de fungicidas em 50%, possibilitando a reducfio da pressdo de
selecdo no surgimento de resisténcia aos fungicidas nas populagdes de
B. cinerea.

Belanger et al. (1995), estudando os acontecimentos cronolégicos
associados as propriedades antagonisticas de Trichoderma harzianum,

associado com Botrytis cinerea através da evidéncia indireta do papel



seqiiencial do parasitismo e antibiose, verificaram que ocorreu degradagéo de
B. cinerea por uma estirpe de T. harzianum selecionada como antagonista.
Utilizaram-se, para caracterizar tal estudo, investigagdes de estrutura
citoquimica para tentar, assim, definir os papéis relativos da antibiose e do
parasitismo nos processos de antagonismo. As primeiras  mudangas
ultra-estruturais foram observadas a partir de 12 horas apés o contato entre os
organismos antagonistas, sendo caracterizadas por invaginages em
B. cinerea. Essas reagdes foram seguidas por uma retragdo gradual do
plasmalema; desorganizagdo do citoplasma; perda da pressdo; perda do
turgor e morte das células em 48 horas apés o contato das hifas de B. cinerea
com os fungos atuantes. As primeiras evidéncias da agdo do 7. harzianum
sobre o B. cinerea foram registradas apds 72 horas do primeiro contato,
quando ocorreu a penetragdo de hifas do antagonista, sendo medida por
pressdo mecdnica ou por digestdo localizada na parede celular nos pontos de
entrada. Apés 10 dias da penetragdo, houve degradagdo da quitina, baseada
na presenca aleatéria e reduzida de particulas amareladas sobre a parede
celular do B. cinerea. Observou-se que a estirpe de T.' harzianum antagonizou
primeiro por antibiose, levando a morte da célula, seguindo-se da degradagdo
da célula por meio de enzimas picnoliticas. Trabalhos de Von Stowasser
(1996) com Trichoderma viride Person ex Fries, originario de composto
orgénico, apresentou efetividade de 100% com relagdo & supressdo de B.
cinerea, semelhante ao obtido por Peng e Sutton ‘(1991) e Zhuang et al.
(1994), quando avaliaram a supressdo do patégeno em discos de folha de
morangueiro em segmentos de aciculas de Picea mariana (Mill).

Gliocladium roseum passou a ser considerado como antagonista
potencial a B.cinerea no final da década de 80, em estudos do biocentrole do

mofo cinzento em morangueiro (Peng e Sutton, 1990).



Sutton (1994) menciona que todas as linhagens de G. roseum
isoladas de diferentes regides geograficas foram altamente efetivas em
controlar B. cinerea. Trés ou quatro aplicagdes semanais (5 x 10° ou 5 x 10’
conidios/ mL) reduziram completamente B. cinerea em frutos de cultivares
de inverno. O controle foi tdo efetivo quanto o tratamento com captan. O
antagonista foi eficiente no controle do patégeno em outros hospedeiros,
como gerinio, begénia, ciclamen, Exacum affine, tomateiro, pimentdo,
pepino, framboesa, seedlings de abeto preto € outras coniferas (Sutton et al.,
1997). Um isolado de G. roseum propiciou redugdes de at¢é 100% na
esporulagdo de B. cinerea em restos culturais de roseira (Tatagiba, 1996).

Trabalhos realizados por Von Stowasser (1996) demostraram 6timos
resultados na supressio de Botrytis cinerea em folhas destacadas de
eucalipto. Observou-se também que esse fungo apresentou boa capacidade de
colonizagdo de porgdes de hastes e folhas mortas por fator abiético. Essa
caracteristica ¢ altamente desejivel em qualquer antagonista, para o
biocontrole de B. cinerea.

Gliocladium roseum estabeleceu-se endofiticamente em folhas
verdes, senescentes ou mortas de roseira e suprimiu a esporulagio do
patogeno em mais de 96%. G. roseum pode atuar no controle de B. cinerea
por colonizar o substrato antes e mais eficientemente que o patdgeno,
micoparasitar hifas e conidiéforos do patégeno e reduzir significativamente
sua esporulagdo (Morandi, 1997; Morandi et al., 2000).

Trichoderma spp. e Gliocladium spp., tém sido usados no controle
de B. cinerea. A concentragdo de inéculo é fundamental para a supressdo da
doenca. No campo, a concentragio de 10°® conidios/ mL foi efetiva em reduzir
a densidade populacional de B. cinerea (Dubos, 1984). Aplicagtes de

Trichoderma viride e de Trichoderma harzianum, na concentragdo de 10’
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conidios /ml, trés vezes durante o florescimento de morangueiro, reduziram o

indice de infecgiio natural de B. cinerea (Tronsmo e Dennis, 1977).

2.3.2.2 Bacillus spp. e seus metabdlitos

Muitos trabalhos demonstram o potencial de controle bioldgico de
doencas foliares por meio de manejo de bactérias 'residentes ou ndo no
filoplano. Dentre estas bactérias, Bacillus spp. é freqiientemente encontrada
no filoplano de muitas espécies vegetais (Bettiol, 1988). Bacilllus subtilis
Cohn é descrita como bactéria mével, aerdbica, gram-positiva, em forma de
bastonete, com flagelos peritriquios e que ocorre em diversos ambientes,
podendo, em condigdes adversas, produzir esporos para sobreviver (Sneath,
1986). A capacidade de produgdo de antibiéticos pode ser uma das maneiras
pelas quais B. subtilis exerce antagonismo a vérias espécies de fitopatégenos
(Gottlieb e Shaw, 1970).

Bettiol et al. (1988) verificaram a existéncia de uma microflora
antagonistica e patogenos no filoplano por isolamento de Bacillus da
superficie foliar de Eucalyptus grandis. Os resultados obtidos permitem
concluir que Bacillus sp. produz antibi6ticos para controlar o crescimento de

Cylindrocladium scoparium. j

2.3.2.3 Saccharomyces cerevisiae

As leveduras, como componentes do filoplano (Phaff e Starmer,
1987), podem ser utilizadas no controle de doengas como medida alternativa
(Fokkema et al.,1979; Williamson et al., 1985; Wisniewski et al.,1991;
Urquhart et al., 1994). As leveduras fazem parte do ambiente no qual se
desenvolvem as plantas, da microbiota epifita e end6fita, sendo encontradas
também no solo. Sdo ativas consumidoras de nutrientes, efetivas como

colonizadoras de ferimentos e, em alguns casos, indutoras da resisténcia do
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hospedeiro. Desta forma, estes organismos agem no controle das doengas
preferencialmente como preventivos da infecgdo, e ndo como curativos
(Valdebenito-Sanhueza, 2000).

Piccinin (1995), usando S. cerevisiae na protegio de plantas de
sorgo, maracuja-azedo amarelo e eucalipto contra fitopatégenos fiingicos e
bacterianos, verificou a inexisténcia de especificidade no controle de
diferentes patégenos por S. cerevisige, além do efeito da protegdo

inespecifico para o hospedeiro.

2.4 Controle Quimico

Com base em literatura (Andrei, 1999), ndo existe fungicida
registrado para o controle de tombamento de mudas em Eucalyptus sp.
causado por Botrytis sp., sendo utilizados fungicidas registrados para outras
culturas (Andrei, 1999). Com isso, ocorre o uso desordenado e sem
acompanhamento correto, aumentando o risco de utilizar uma dosagem além
do necessério, bem como intervalos inadequados de aplicagdio. Alem disso,
ocorre a utilizagio incorreta de mais de um fungicida com intervalos de
aplicagfio variando de 02 dias entre um fungicida e outro ¢ também variando
as dosagens como uma forma de obter a melhor eficiéncia de controle, dando
a falsa idéia de que esse coquetel ird controlar eficientemente a necrose da
parte aérea em mudas de Eucalyptus sp. Botrylis cinerea apresenta alta
capacidade de adquirir resisténcia a fungicidas, pois produz, geralmente,
grande quantidade de conidios, que sdo facilmente disseminados, e com
grande variabilidade genética (Ghini ¢ Kimati, 2000).

Os testes in vitro realizados por Tatagiba et al. (1995) com
incorporagdio de fungicidas no solo em restos de culturas de roseira em placas
de Petri, para o controle do mofo-cinzento causado por Botrytis sp.,

demonstraram que os fungicidas vinclozolin, dicloran, propiconazole e
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tebuconazole, na concentra¢io de + 25% inferior e superior a recomendada,
inibiu completamente o crescimento micelial. Monteiro (1996) obteve
isolados de Botrytis cinerea de roseira resistenteés a benzimidazdis e
dicarboximidas em cultivos nos quais esses fungicidas foram largamente
utilizados. Em condigdes controladas, esse autor verificou que os fungicidas
vinclozolin, diclofuanid e mancozeb reduziram em 81,9, 85,7 ¢ 96,2%,
respectivamente, o nimero de lesdes causadas pelo patégeno em botdes de
rosa. Caldari Junior (1998) verificou alguns isolados de B. cinerea com
possivel resisténcia ao triazol difenoconazole crescendo na concentragéo de
100 ppm do fungicida, entretanto, Ghini (1996) ndo detectou isolados de
B. cinerea resistentes ao triazol propiconazole.

Kimura (1999), no Brasil, ndo ha estudo de resisténcia de fungos ao
fungicida tolylfluanid (similar ao dichlofluanid), entretanto, tolylfluanid € um
inibidor muito eficaz da germinagdo de esporos e de micélio. Numerosos
estudos sobre o mecanismo de a¢do do tolylfluanid mostram que o
ingrediente ativo, pertencente ao grupo de bloqueadores de SH (grupo tiol),
interfere no metabolismo da célula do fungo, atuando de modo nio especifico
em numerosos locais. O mecanismo de agdo baseia-se na interagéo direta do
ingrediente ativos com grupos SH proteinas contendo enxofre, enzimas ou
constituintes das células com baixo teor molecular, como a coenzima A.

Dichlofluanid e chlorotalonil foram utilizados como alternativas de
baixo risco para o fungo adquirir resisténcia. Malathrakis (1989) constatou
isolados de B. cinerea resistentes ao dichlofluanid, na concentragdo maior ou
igual a 81pg/mL, quando avaliou o crescimento micelial e germinagio dos
esporos. Rewal et al. (1991) verificaram que isolado com baixo nivel de
resisténcia a dichlofluanid teve o ECsy para o crescimento micelial de 3,2
pug/mL, e os com ultra baixa resisténcia, de l,3ug/niL. De 76 isolados de B.

cinerea coletados em casa-de-vegetagio, 55 deles apresentaram-se resistentes
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ao dichlofluanid, quando ccorreu falha no controle da doenga, sendo esse o
primeiro relato de resisténcia ao dichlofluanid. Em casa-de-vegetagio com
baixo inéculo de B. cinerea, os fungicidas dichlofluanid, captan e
chlorotalonil foram eficazes contra o0 mofo cinzento. O isolado resistente a
dichofluanid foi também ao vinclozolin; porém, o isolado resistente a
dichlofluanid revelou falta de adaptabilidade quando comparado com o
isolado sensivel. Segundo Wade (1994) quando ndo se pode evitar 0 emprego
de um determinado fungicida propenso a induzir resisténcia, deve-se
minimizar a pressio de selegdo exercida por ele sobre o patégeno por: a)
aplicagdo somente em época criticas do ano; b) redugdo da dose e freqiiéncia
de aplicagdo ao minimo necessario para o controle econdmico; c) selegdo de
um método de aplicagdio que minimize a exposi¢do do patdgeno ao quimico;
d) limitagio da é4rea tratada; e) aplicagdo do produto, curativamente, logo
apos o inicio da infecdo; f) aplicagdo do produto em combinag¢do com outras
medidas de controle.

Nesta ultima década, tém sido formuladas misturas de fungicidas de
sitio especifico com fungicidas de contato como estratégias para minimizar
os riscos de indugdo de resisténcia de fungos a fungicidas (Sander et al.,
1985; Samoucha e Gisi, 1987; Samoucha e Cohen, 1988). Como medida
preventiva contra a resisténcia de fungos a fungicidas, empresas
formuladoras estio introduzindo no mercado a pré-mistura de fungicidas
sistémicos e protetores, como thiran + carboxin, mancozeb + metalaxyl,
cyproconazole + oxicloreto de cobre, tiofanato metilico + chlrotalonil
(Andrei, 1999).

Segundo Kimura (1999), estudos com fungicidas no  controle
de B.cinerea indicam a eficiéncia in vitro e in vivo dos benzimidazéis e
dicarboximidas. Entretanto, poucos trabalhos foram realizados com outros

fungicidas, como os triazéis e outros compostos nio testados no controle do
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patogeno. Varios trabalhos relacionados & resisténcia de B. cinerea a
fungicidas indicam a facilidade deste fungo em adquirir resisténcia aos
benzimidazdis e dicarboximidas, quando o fungo sofre pressdo de selegdo por

estes fungicidas, causando infecgdes e disseminagdes do patdgeno B. cinerea.
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3 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi conduzido no laboratério de Controle de
Enfermidades de Plantas e cdmara de nebulizagdo do Departamento de
Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras- MG.

Utilizaram-se mudas de eucalipto apresentando sintomas tipicos de
Botrytis sp., provenientes de um viveiro comercial, situado em Mogi-Guagu -
SP, no periodo de agosto/98 a dezembro/98. As amostragens foram
realizadas separadamente nas casas-de-vegetagdo, sombrite, telado, viveiro a
pleno sol e no microjardim clonal. As amostras consistiram de estacas e
micro estacas de Euclyptus grandis Hill ex Maidem com sintomas de Bo#rytis
sp.; foram retiradas dos tubetes € acondicionadas em sacos de papel com sua
devida identificacdo (local, data de plantio, clones e data de coleta); e
também foram coletados solo e substrato de mudas de E. grandis com 10 a
70 dias em tubetes.

3.1 Isolamento dos fungos antagonistas localizados no solo e substrato
usado nos tubetes

De cada amostra de solo e substrato, foi retirada uma sub-amostra de
10 gramas, suspensa em 100mL de &4gua destilada esterilizada (ADE)
contento 2g de 4gar/1000 mL e submetida a agitagio mecénica durante 20
minutos, com a finalidade de homogeneizar a suspensdo. Logo ap6s, foram
feitas diluigdes em série com agitagio de 1 minuto entre as diluigdes. Foram

estabelecidas diluigdes de 107, 102

e 107 para isolamento dos fungos. De
cada uma dessas diluigdes, pipetou-se uma aliquota de 1,0mL, que foi
colocada em placas de Petri de 9,0cm de didmetro sobre meio BDA + 50ppm

de Cloranfenicol. As placas preparadas foram incubadas a 20 °C por 48
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horas, com 12 horas luz. Fragmentos das colonias de fungos desenvolvidas
nestas condi¢des foram transferidos individualmente para placas de Petri
contendo meio BDA, mantidas nas mesmas condi¢des de temperatura e
luminosidade. Esta técnica foi utilizada por Illipronti Junior (1991) e descrita
em detalhes por Dhingra e Sinclair (1985). Apéé este periodo, foram
retirados, assepticamente, discos de 5,0 mm de didmetro da extremidade das
colénias desenvolvidas nas placas de Petri, que foram transferidos para tubos
de vidro inclinados de 15cm de comprimento pox" 1,5 cm de didmetro

contendo o meio BDA e mantidos em geladeira.

3.2 Isolamento de B. cinerea e antagonistas a partir de mudas ¢ de micro
estacas de Eucalyptus grandis

O isolamento de Botrytis sp. e organismos 'antagonistas foi feito a
partir  de estacas, micro estacas e plantas jovens de E. grandis. Fragmentos
do material vegetal foram tratados com alcool 50%, ( 1 minuto), hipoclorito
de s6dio a 1% (1 minuto) e lavados em dgua destilada esterilizada (1 minuto).
Em seguida, foram transferidos para placas de Petri de 9cm de didmetro
contendo meio BDA + 50ppm de cloranfenicol ou papel de filtro umedecido
com ADE ("blotter test"). As placas preparadas foram mantidas a 20 °C por
7 dias, com 12 horas de luz. Fragmentos das colonias de fungos
desenvolvidas nestas condigdes foram transferidos individualmente para
placas de Petri contendo meio BDA, mantidas nas mesmas condigdes de
temperatura e luminosidade. Apds este periodo, foram retirados,
assepticamente, discos de 5,0 mm de didmetro da extremidade das coldnias,
desenvolvidos nas placas de Petri, e transferidos para tubos de vidro
inclinados contendo meio BDA, que foram mantidos em geladeira. As
repicagens foram realizadas a cada 6 meses, com revigoramento da

capacidade antagonista/patogénica do organismo.
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3.3 Selegiio inicial e identificagdo dos possiveis antagonistas e agentes
utilizados

Todos os isolamentos fiingicos com esporulagio em tubos de BDA
foram agrupados de acordo com o mesmo tipo de colonia e esporulagéo, a
partir de observagdes a olho nu e, posteriormente, em microscépio §tico. De
cada isolado com a mesma identidade, escolheu-se uma cultura,
descartando-se as demais.

O isolado de Trichoderma sp. clone H-18, isolado do Microjardim
clonal do viveiro florestal, apresentou-se como melhor agente antagonista.
Por este motivo, ele foi escolhido para os trabalhos desenvolvidos in vitro e
in vivo.

Foi utilizado o isolado de B-27 de Clonostachys rosea (Link: Fr.)
Schroers et al., (1999) que era classificado como Gliocladium roseum,
proveniente da Micoteca do Dr. Sutton- Canadi; e o isolado de Bacillus
subtilis AP-3 e seus metabolitos (subtin), ambos cedidos pela
EMBRAPA-CNPMA, Jaguaritina-SP.

Utilizaram-se, também, células de Saccharomyces cerevisiae Meyen,

adquiridas no comércio local.

3.4 Preparo da suspensiio de células de Bacillus subtilis, seus metabélitos
(subtin) e células de Saccharomyces cerevisiae

O isolado de B. subtilis AP-3 foi cultivado em placas de Petri
contendo meio BDA e mantidas em BOD a 25° C por 48 horas. Apés esse
tempo, foi preparada a suspensdo bacteriana, adicionando-se as placas 10 mL
de solugdio salina 0,85%, homogeneizando com a alga de Drigalsky e
filtrando, posteriormente, com gaze esterilizada. A concentragdo da

suspensdo foi medida e ajustada em cémara de Neubauer para 2,0 x 108
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células/mL, conforme metodologia utilizada no laboratério de
Fitopatologia/ CNPMA-EMBRAPA.

Para obter metabélitos de B. subtilis, foram utilizadas 4 placas de
Petri contendo culturas puras de B. subtilis com 48 horas em meio de cultura
BDA, as quais foram repicadas para quatro elenmeyers contendo 100 mL de
meio liquido (BD).Os erlenmeyers foram mantidos em agitagdo por 24 horas,
a 25 °C. Apos esse periodo, o conteido de cada frasco foi transferido para
uma cuba de vidro contendo 5 litros de GPZA (Glucose 1%, Peptona 1%,
Extrato de levedura 0,5%, NaCl 0,3%, KH,PO, 0,1%, MgSO, 0,05% e 1.0L
de AD), na qual permaneceu por 7 dias em agitag@o constante para fermentar.
Para retirar as células bacterianas, os caldos em que B. subtilis foi
multiplicado foram previamente centrifugados em centrifuga tipo "Sharpless”
a 23.000 rpm e vazio em tomo de 55 mL por minuto. Os metabélitos foram
obtidos por precipitagio, utilizando-se a diminui¢io do pH até
aproximadamente 2,0 com solugdo de HCl. Para facilitar a separagdo dos
precipitados e dos filtrados com funil de vidro sinterizado, o caldo com o
precipitado foi deixado em repouso para decantagdo. O precipitado de
consisténcia pastosa foi diluido em agua na concentragio de 5.000 ppm
(Bettiol et al., 1994).

Nos testes realizados em mudas de Eucalyptus citriodora, utilizou-se
a concentragdo de 10.000 ppm (Bettiol et al., 1994).

Para obter suspensdes de células de Saccharomyces cerevisiae, foi
utilizado o “Fermento Bioldgico Fleischamnn” (FBF) (Fleischmann Royal
Jundiai — SP). Saccharomyces cerevisiae Meyen, (fermento de padaria)
adquirido no comércio local em embalagens de 20g cada e mantido sob
frigeragdo (4 9C) até o uso. Foi utilizada uma concentragio do fermento
biolégico comercial 25mg/mL, ou seja, um tablete de 15g de fermento

dissolvido em 600mL de agua destilada esterilizada (Lopez, 1991; Piccinin,

19



1995). A suspensdo foi transferida para erlenmeyer, agitada por 10 minutos
em agitador magnético e mantida nas condigdes ambiente até a inoculagdo
(Roncatto, 1997).

3.5 Cultivo e preparo do inéculo de Clonostachys rosea B-27 e
Trichoderma sp. H- 18

Clonostachys rosea B-27 e o isolado H-18 de Trichoderma sp.,
isolado a partir de solo do Microjardin clonal, foram cultivados em placas de
Petri contendo meio aveia (30g de flocos de aveia, 20 g de agare 1,0 L de
ADE) e mantidas em BOD a 20 1 2° C com 12 horas de luz.

As suspensdes de conidios desses fungos foram  obtidas
adicionando-se 10mL de ADE mais Tween 80 na proporgdo de 0,05% as
placas contendo culturas puras de 10 dias. Apés homogeneizagio com alca
de Drigalsky, a suspensio foi filtrada com gaze esterilizada e a concentragéo

ajustada, em cimara de Neubauer, para 2 x 10’ condidos/ mL.

3.6 Cultivo e preparo do inéculoe de Botrytis sp.

O isolado de Botrytis sp. clone H-18, isolado do Microjardim clonal
obtido a partir d¢ mudas do viveiro florestal do municipio de
Mogi-Guagu-SP, foi identificado como Botrytis cinerea. O isolado foi
cultivado em meio PCA (20g de batata lavada e descascada, 20 g de cenoura
lavada e descascada, 20 g de agar, ¢ 1,0L de AD) mais 50ppm de
Cloranfenicol (Tuite, 1969) , por 10 dias a 20 +2 °C em BOD, com 12 horas
de luz.

As suspensdes de conidios de B. cinerea foram obtidas da mesma
forma utilizada por C. rosea e Trichoderma sp. H-18, conforme descrito em

3.5. As concentragdo das suspensdes foi ajustada para 2,0 x 10° condidos/mL.
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3.7Fungicida

Para comparar o controle biologico, utilizou-se uma suspensio do
tolylfluanid na concentragdo de 500ppm do ingrediente ativo (Yamashita et
al., 1997) no experimento realizado in vitro. E no experimento com as mudas

de eucaliptos, utilizou-se uma concentragao de 1.000ppm.

3.8 Efetividade dos antagonistas na supressido de B. cinerea em discos de
folhas de Eucalyptus grandis in vitro (1° experimento)

Para testar a efetividade dos antagonistas e do fungicida na
supressdo de B. cinerea in vitro, foi utilizado o delineamento experimental
inteiramente casualizado em analise fatorial com dois fatores e quatro
repetigdes. O fator um foi constituido por 7 tratamentos: I- Agua destilada
esterilizada (testemunha), 1I- Tolylfluanid, 1II- Bacillus subtilis, IV- Subtin,
V- Trichoderma sp. H-18, VI- Clonostachys rosea B-27 e VII-
Saccharomyces cerevisiae; ¢ o fator dois, foi representado por 3 intervalos de
aplicagdo dos tratamentos: I- tratamento com antagonistas 24 horas antes de
B. cinerea, 1l- antagonista simultaneo a inoculagdo do B. cinerea e lllI-
antagonistas 24 horas apos a aplicagdo com B. cinerea, com um total de 21
tratamentos. Cada placa com 12 discos foi considerada uma repetigdo.
Utilizaram-se discos de 10mm de diametro de folhas novas de E. grandis sem
sintoma de deficiéncia mineral, segundo metodologia citado por Ghini
(1984). Os discos de folhas, com as faces inferiores voltadas para cima,
foram dispostos em bandejas sobre papel toalha umedecido com ADE. As
suspensdes com os tratamentos antagonistas foram pulverizadas sobre os
discos de folhas com um microaspersor manual e as bandejas foram mantidas
em sala com ar condicionado até a secagem dos discos, obedecendo as ordens
definidas para os intervalos de aplicagdo. Em seguida, os discos foliares

foram transferidos para placas de Petri de 9cm de diametro contendo 15mL
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de ADE, que foram mantidas em BOD a 20 = 2 °C por 24 horas. Apos esse

tempo, os discos foram novamente transferidos para bandejas com papel
toalha e sobre eles foi pulverizada a suspensio de conidios de B. cinerea. Os
discos, apos secagem, voltaram para as placas de Petri, que foram mantidas
em BOD por 9 dias. Nos casos dos tratamentos com aplicagdo dos
antagonistas simultaneamente e 24 horas depois, seguiu-se a mesma
descricdo do tratamento com o antagonista 24 horas antes. Apos as leituras
dos discos realizada em microscopio estereoscopio, foi retirado o excesso de
umidade dos discos foliares, os quais foram transferidos para papel de filtro
esterilizado e, apés 10 minutos, para placas de Petri de 9cm de diametro
contendo meio PCA + 50ppm de Cloranfenicol, que foram mantidas em
BOD a 20 * 2 °C, com 12 horas de luz por 10 dias. Apos esse tempo,
avaliou-se a porcentagem de discos foliares em que houve crescimento de

B. cinerea.

3.9 Avaliagiio dos resultados e avaliagiio estatistica

Nove dias apés o tratamento dos discos foliares com os antagonistas,
avaliou-se ao microscopio estereoscopico a porcentagem da area de cada um
deles coberta com esporos e/ ou micélio de B. cinerea. Para avaliagéo,
utilizou-se a escala proposta por Von Stowasser (1996), com notas variando
de 0 a 4, onde 0=0%; 1=1-25%; 2=26-50%; 3=51-75% e 4=76-100%.

Os dados obtidos com a varidavel nota foram submetidos a média

ponderada:

n
N=X X; * nota
i Y

Sendo:

X = nimero de discos com sintomas



Y = numero total de discos avaliados
As andlises estatisticas foram feitas pelo programa SISVAR (1999),
versio 4.3, utilizando-se o teste Scott-Knott para as comparagdes multiplas

de médias. Todos os dados seguiram distribuigdo normal.

3.10 Epoca de aplicagiio dos tratamentos antagonistas (2° experimento)

Ap0s verificar maior efetividade dos antagonistas quando os mesmos
foram aplicados antes de B. cinerea, montou-se novo ensaio para determinar
qual o melhor intervalo de aplicagdo entre os antagonistas e o patogeno.

O ensaio foi montado como descrito em 3.8, com o mesmo
delineamento experimental, mesmos tratamentos € mesmo procedimento para
avaliagdo. Foram alterados, no entanto, os intervalos de aplicagdo entre os
tratamentos antagonistas e B. cinerea, que passaram a ser: I- antagonistas 24
horas antes de B. cinerea; II- antagonista 48 horas antes de B. cinerea e
III- antagonistas 72 horas antes de B. cinerea. Ap6s a avaliagdo, foi retirado
o excesso de umidade dos discos foliares, os quais foram transferidos para
papel de filtro esterilizado e, ap6s 10 minutos, para placas de Petri de 9cm de
didmetro contendo meio PCA + 50ppm de Cloranfenicol, que foram mantidas
em BOD a 20 % 2° C com 12 horas de luz, por 10 dias. Apés esse tempo,
avaliou-se a porcentagem de discos foliares onde houve crescimento de

B. cinerea.

3.11 Efetividade dos isolados fungicos para suprimir B. cinerea em
mudas de Eucalyptus citriodora (3° experimento)

Para testar a efetividade dos antagonistas na supressao de B. cinerea
‘in vivo’, utilizaram-se mudas produzidas por estaquias de E. citriodora em

tubetes, com 60 dias, fornecidas pelo viveiro de mudas Flora Cantareira,
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os isolados obtidos a partir de estacas, micro estacas, plantas jovens,
solo ¢ substrato de E. grandis foram Aspergillus sp., Clasdosporium sp.,
Penicillium sp., Fusarium sp., Pestalotia sp., varios isolados de
Trichoderma sp. Foi realizado teste preliminar de pareamento de culturas, no
qual o isolado de Trichoderma sp. clone H-18 Microjardim clonal do viveiro
florestal foi o melhor agente antagonista.

Houve interagdo significativa entre as épocas de aplicagio e a
intensidade da doenga (resultado do primeiro experimento).

Em relagdo as épocas de aplicagdo, tratamentos 24 horas antes do
patégeno B. cinerea, os melhores resultados obtidos foram com uso de
Trichoderma sp., Subtin (metabdlitos produzidos por B. subtilis) e pelo
fungicida tolylfluanid (tratamento padrdo), com érea sadia de 100,0; 100,0 e
95,94%, respectivamente. Trichoderma sp. igualou-se ao fungicida
tolylfluanid com 100,0% de area sadia, apresentando, dessa forma, 6timo
resultado. Trichoderma e Subtin quando aplicados simultaneamente e 24
horas apds ndo foram eficientes, sendo estatisticamente inferiores. Esse fato
foi devido ao antagonista Trichoderma necessitar de um periodo de tempo
para produzir as substincias antagonistas e ao Subtin ter, em sua composicéo,
principalmente antibidticos, os quais também necessitam de um periodo para
a inibi¢do da germinagdo dos conidios (Bettiol et al., 1992). Von Stowasser
(1996) obteve resultado semelhante com Trichoderma em discos de folhas
de Eucalyptus sp., pois o mesmo controlou B. cinerea. Metabdlitos
produzidos por B. subtilis (Subtin) inibiram a germinag#io de uredosporos de
Uromyces appendiculatus var. appendiculatus, agente etioldgico da ferrugem

do feijdo (Bettiol et al., 1992), e uredosporos de Hemileia vastatrix, agente
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etiologico da ferrugem do cafeeiro (Bettiol et al., 1994). A sensibilidade de
B. cinerea ao fungicida tolylfluanid foi relatada por Yamashita et al. (1997) e
Kimura (1999) inibindo o crescimento micelial do fuhgo Botrytis cinerea in
vitro.

Saccharomyces cerevisae destacou-se estati#ticamente em relagio
aos demais agentes de biocontrole na aplicagdo 24 horjas apos ao patégeno B.
cinerea, sendo estatisticamente superior a aplicaé;ﬁo simultinea e ao
fungicida (Tabela 1). Esse fato provavelmente é devido a S. cerevisae
parasitar diretamente o micélio de B. cinerea (Piccinir), 1995). Nesse caso, a
existéncia de algum efeito via controle biolégico prov?velmente seria devida
a metabdlitos produzidos pela levedura, pois a competi¢do por nutriente e
espago em tempo tio curto seria inviavel.

Houve interagdo significativa entre as épocas de aplicagdo e os
tratamentos para a porcentagem de recuperagdo do B. éinerea.

O Subtin (metabélitos produzidos por B. subtilis) destacou-se na
época de aplicagdo com 24 horas antes da aplicagdo dq B. cinerea em reduzir
a érea foliar lesionada, igualou-se estatisticamente @é testemunha e ao B.
subtilis quanto a recuperagdo de B. cinerea, inclusivie nos trés periodos de
aplicagéio (Tabela 2). Esse fato pode demonstrar a caPacidade fungistatica e
ndo fungicida dos tratamentos. A suspensdo da aplica:éﬁo desses tratamentos
poderia levar, em condigdes ambientais favoréveis, ad novo aumento na taxa
de progresso da doenga, pois 0s esporos permanecem viaveis. O C. rosea € o
tolylfluanid foram superiores aos demais agentes de biocontrole e
apresentaram baixa recuperagdo do patogeno 24 horas antes. Os tratamentos
aplicados 24 horas apds ndo diferiram estatisticament§ da testemunha quanto

a recuperagdo de B. cinerea, inclusive com aplicagdo do fungicida.
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Nio hia dados de literatura para que se possa discutir mais
detalhadamente os resultados obtidos em relagdo a recuperagdo do patégeno

Botrytis cinerea.

TABELA 1. Porcentagem de érea lesionada no 10° dia de avaliagdo, em
discos de folhas de Eucalyptus grandis inoculados com
Botrytis cinerea nos tratamentos com antagonistas in vitro.
UFLA: Lavras-MG, 2000,

Epocas de aplicagio

Tratamentos 24h antes Simultineo 24h depois
Testemunha 57,68d A 4531cB 63,56b A
Tolylfluanid 0,00a A 0,00a A 1143a A
Bacillus subtilis 2543bB 55,18c A 5731b A
Subtin 406aB 52,06c A 53,18b A
Trichoderma sp. 0,060aC 42,18cB 57,25b A
Clonostahcys rosea 1243bB 15,12bB 61,43b A
Saccharomyces cerevisiae 4168c A 1193bB 881aB

Médias seguidas de mesma letra mintiscula nas colunas nao diferem entre si
pelo teste Scott-Knott (1974) ao nivel de 1% de probabilidade.
Médias seguidas de mesma letra maitiscula nas linhas nfo diferem entre si
pelo teste Scott-Knott (1974) ao nivel de 1% de probabilidade.

No segundo experimento, para avaliar a melhor época de aplicagdo
B. cinerea houve interagdo significativa entre as épocas de aplicagoes 24, 48
e 72 horas e os tratamentos com relagio a porcentagem de area foliar
lesionada no 10% dia apés a aplicagdo do patégeno.

Os tratamentos com Clonostachys rosea e tolylfluanid, aplicados 24
horas antes do B. cinerea, foram estatisticamente iguais e superiores aos

demais tanto em relagdo aos agentes de biocontrole quanto as épocas de
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aplicagdo, sem drea lesionada de 96,38 e 100,0 %, respectivamente
(Tabela 3). Trichoderma sp. também apresentou bons resultados quando
aplicado 24, 48 ¢ 72 horas, nao diferindo quanto a épocas, porém sendo

inferior ao C. rosea e tolylfluanid 24 horas antes.

TABELA 2. Porcentagem de recuperagio de Botrytis cinerea em placas
de Petri no 10° dia de avaliagdo, em discos de folhas de
Eucalyptus grandis apds os tratamentos com antagonistas in
vitro. UFLA: Lavras-MG, 2000. |

[

Epocas de aplicagdo
Tratamentos 24 h. antes Simultdneo 24h. depois
Testemunha 10000cA _ 100,00cA 100,002 A
Tolylfluanid 12,492 A 3541a B 79,162 C
Bacillus subtilis 87,50c A 8541cA 100,00a A
Subtin 87,50c A 100,00c A 100,002 A
Trichoderma sp. 27,08b A 85,41c B 100,00 a B
Clonostachys rosea 6,24a A 100,00c B 93,74aB
Saccharomyces cerevisiae 3541b A 62,49 bB 95,83aC

Médias seguidas de mesma letra miniiscula nas colunas ndo diferem entre si
pelo teste Scott-Knott (1974) ao nivel de 1% de probabilidade.
Médias seguidas de mesma letra maitiscula nas linhas ndo diferem entre si
pelo teste Scott-Knott (1974) ao nivel de 1% de probabilidade.

S. cerevisiae igualou-se a C. rosea e i‘richoderma sp. € ao
tolylfluanid quando aplicado 72 horas antes. Em felat;ﬁo as épocas, ndo
diferiu de 48 horas antes. Esse tempo pode ser necessirio para maior
crescimento da  levedura para tomar-se compeﬁtivo com O patégeno
(Tabela 3).
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Sutton e Peng (1993) haviam constatado que o Gliocladium roseum
Bainier, hoje classificado como Clonostachys rosea, isolado do filoplano de
morangueiro inoculado em plantas em casa-de-vegetagdo, reduziu em 97 a
100% a esporulagio de B. cinerea em folhas senescentes de morangueiro. Os
mesmos autores observaram no campo, durante a estagdo de crescimento,
que a redugio foi de 81 a 100%. Sutton (1994) relatou que G. roseum
compete com o crescimento saprofitico do patdgeno, impede a colonizagdo
endofitica dos tecidos senescentes e, consequentemente, a sua esporulagdo.
Segundo o autor, o antagonista foi mais competitivo se presente antes do
patégeno infectar ou concomitante ao patégeno.  Tatagiba (1996)
confirmou esses resultados, demonstrando 6timo nivel de controle com o
antagonista G. roseum e proporcionou redugoes até 100% na esporulagio de
B. cinerea em restos culturais de roseira

Para a porcentagem de recuperagdo de B. cinerea em placas de Petri
no experimento pulverizado com agentes de biocontrole 24, 48 e 72 horas
antes de B. cinerea, houve interacdo entre as épocas de aplicagdo e os
tratamentos testados.

S. cerevisiae, subtin, B. subtilis e a testemunha nfo diferiram
estatisticamente 24 horas antes da aplica¢o, ndo afetaram o crescimento do
patdgeno, inclusive em todas as épocas, com exceg#o de S. cerevisiae, o qual
apresentou menor recuperagio 48 e 72 horas antes.

A menor porcentagem de recuperagdo de B. cinerea em placas apés
10 dias foi nos tratamentos 72 horas e 48 horas antes da aplicagio do
patdgeno. A recuperacio de B. cinerea nos tratamentos alternativos
aplicados 48 antes do patégeno foi menor para toylfluanid, C. rosea e
Trichoderma, 0,0; 1,06 ¢ 4,75%, respectivamente (Tabela 4). Quando a
aplicacdo dos tratamentos alternativos foi feita 72 horas antes da aplicacdo do

B. cinerea, observou-se que a recupera¢do do patdgeno foi de 8,33 quando
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se utilizou C. rosea, e 0,0% quando se utilizou Trichoderma sp., os quais
foram iguais estatisticamente ao fungicida tolylfluanid, que permitiu

recuperagio de 10,93%. “

TABELA 3. Porcentagem da é4rea lesionada no 10% dia de avaliagdo, em
discos de folhas de Eucalyptus grandis inoculados com
Botrytis cinerea nos tratamentos com antagonista in vitro

aplicados 24, 48 e 72 horas antes do patégeno. UFLA: Lavras-

MG, 2000.
Epoca de aplicagio
Tratamentos 24 h. antes 48 h. antes 72 h. antes
Testemunha 51,56c C 40,62 dB 27,00b A
Tolylfluanid 0,00aA 0,00a A 0,00a A
Bacillus subtilis 4587¢B 41,68dB 29,12b A
Subtin 16,18b A 2293¢c A 3743bB
Trichoderma sp. 10,93b A 475aA 5,56aA
Clonostachys rosea 362aA 1,06a A 2,56a A
Saccharomyces cerevisiae 41,56cB 1537b A 88laA

Médias seguidas de mesma letra miniscula nas colunas néo diferem entre si
pelo teste Scott-Knott (1974) ao nivel de 1% de probabnlldade
Médias seguidas de mesma letra maitiscula nas linhds n3o diferem entre si
pelo teste Scott-Knott (1974) ao nivel de 1% de probablhdade

|
Houve diferenca significativa entre as épocas de aplicagio do
antagonista, no terceiro experimento com mudas de Eucalyptus cidriodora,
para as varidveis: i- Notas da doenga; ii- Nimero de'T folhas totais (NFT); ¢
iii- Ntiimero de folhas com sintomas. A aplicagdo simultinea com B. cinerea
originou menor intensidade da doen¢a e numero dq folhas com sintomas,

resultando, consequentemente, em maior nimero de folhas para todos os
i

3



tratamentos (Tabela 5). Os resultados diferem do experimento in vitro,
provavelmente devido 4 média da temperatura do experimento ndo ser ideal
para B. cinerea. Durante o experimento, a média da umidade relativa foi de
97%, ideal para o patégeno, porém a temperatura variou entre 26 * 2 °C,
considerada alta para a germinagéo dos conidios. A temperatura ideal para a

germinagdo e esporulagdo do B. cinerea varia entre 20 + 4 °C (Souza, 1991).

TABELA 4. Porcentagem de recuperagdo de Botrytis cinerea em placas de
Petri no 10° dia de avaliagio, em discos de folhas de
Eucalyptus grandis apés os tratamentos com antagonistas
in vitro. UFLA: Lavras-MG, 2000.

Epocas de aplicagio
Tratamentos 24h, antes 48 h.antes  72h. antes
Testemunha 100,00d A 9791 cA 9791dA
Tolylfluanid 8,33aA 0,00a A 1041a A
Bacillus subtilis 9583dA 91,66cA 8541cA
Subtin 100,00dA  9583cA 100,00dA
Trichoderma sp. 3749cC 14,58a B 0,00a A
Clonostachys rosea 2291 bB 1041a A 8,33a A
Saccharomyces cerevisiae 95,83dB 62,49bA 5833bA

Médias seguidas de mesma letra mimiscula nas colunas ndo diferem entre si
pelo teste Scott-Knott (1974) ao nivel de 1% de probabilidade.
Médias seguidas de mesma letra maitiscula nas linhas ndo diferem entre si
pelo teste Scott-Knott (1974) ao nivel de 1% de probabilidade.

Houve diferenga significativa para a média de nimero de folhas com
sintomas (NFCS) entre os agentes de biocontrole. S. cerevisiae apresentou
maior (NFCS), sendo este diferente estatisticamente da testemunha e dos

demais tratamentos (Tabela 6).
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TABELA 5. Médias do nimero de folhas com sintomas (NFCS), area abaixo
da curva de progresso de notas e nimero de folhas totais (NFT)
do patégeno Boirytis cinerea inoculados em mudas de

Eucalyptus citriodora em diferentes periodos de inoculagio.

Lavras-MG, 2.000.
Tratamentos Notas Namero de folhas
Totais C/sintomas
Trat. 48h antes do B. cinerea 17,74 b 30,60 a 23,29b
Trat. 24h antes do B. cinerea 17,66 b 32,63b 23,58b
Trat. simultaneo ¢/ B. cinerea 15,09 a 31,890 17,27 a

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott
(1974) ao nivel de 1% de probabilidade.

Estudos sdo necessérios para determinar o papel do mecanismo de
antagonismo de Trichoderma sp. H-18, C. rosea, B&ci[lus subtilis, Subtin,
Saccharomyces cerevisiae e tolylfluanid em mudas de Eucalyptus citriodora
pelo patogeno Botrytis cinerea.

Novos estudos, em viveiro comercial de Eucalyptus sp., devem ser
conduzidos visando determinar a época, 0 modo, a freqiiéncia e a dosagem de
aplicagdio dos antagonistas, bem com sua integragdo com outras medidas de

manejo do mofo cinzento.
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TABELA 6: Médias do nimero de folhas com sintomas (NFCS) da
inoculagdo de Botrytis cinerea em mudas de Eucalyptus

citriodora nos tratamentos testados. UFLA: Lavras-

MG,2000.
Tratamentos Médias (NFCS)
Tolylfluanid 18,42 b
Clonostachys rosea 18,58 b
Bacillus subtilus 20,280
Testemunha absoluta 20,32 b
Testemunha relativa 2091b
Subtin 22,220
Trichoderma sp ' 23,13 b
Saccharomyces cerevisiae 27,13a

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott
(1974) ao nivel de 1% de probabilidade
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5 CONCLUSOES

a) O periodo ideal para aplicagéo dos tratamentos antagonistas é 24
horas antes do patégeno Botrytis cinerea,

b) Trichoderma sp. H-18 € um eficiente comi:etidor com B. cinerea,
em discos de folhas de Eucalyptus grandis, obtendo 100% de controle do
patégeno;

c) Subtin (metabdlitos produzidos por Bacillus subtilis) age
eficientemente por antibiose (produgdo de antibiéticoé);

d) O fungicida tolylfluanid proporcionou 100% do controle do
patégeno B. cinerea em discos de folhas destacadas de E. grandis;

€) Clonostachys rosea tem grande potencial para o biocontrole de B.
cinerea, reduzindo a esporulagio do patégeno em aiscos de folhas de E.
grandis e em mudas de E. citriodora; ‘

f) A levedura Sacchomyces cerevisiae, constituida pelo "Fermento
Biolégico Fleischmann" (Fermento de padaria), demostrou controle de 91%
na redugdio da severidade da doenga em discos dé¢ folhas de Eucalyptus

i
grandis inoculadas 24 horas apés a inoculagio do Botrytis cinerea.

!
i

1
h
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