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RESUMO 

BOREL, Filipe Constantino, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, março de 2018. 
Metabólitos de Clonostachys rosea inibidores a Botrytis cinerea, sobrevivência do 
antagonista e efeito sobre o microbioma foliar de tomateiro. Orientador: Luiz Antonio 
Maffia. Coorientadores: Eduardo Seiti Gomide Mizubuti e Lucas Magalhães Abreu.  
 

Clonostachys rosea é eficaz no biocontrole de várias doenças fúngicas. Ao longo dos 

anos, constatou-se a eficiência de isolados obtidos no Brasil no biocontrole do mofo 

cinzento do tomateiro, causado por Botrytis cinerea. Há evidências de que o isolado 

NCR61/F produza compostos supressivos ao patógeno, mas desconhecia-se a 

bioatividade e a natureza desses compostos. Assim, estudou-se a bioatividade de 

compostos de filtrados e extratos do cultivo de C. rosea em meio líquido a B. cinerea e 

se caracterizaram os metabólitos secundários produzidos. Filtrados e extratos do 

crescimento do isolado inibiram o crescimento micelial e a germinação de conídios de B. 

cinerea. O antagonista produziu 51 metabólitos, como peptaibols, glisopreninas e 

bissorbicilinoides e alguns inderterminados, principalmente após 10 dias de cultivo.  

Clonostachys rosea é adaptado a diferentes ecossistemas e pode colonizar tecidos de 

raízes e folhas, mas a dinâmica de sobrevivência nesses tecidos é pouco compreendida. 

Estudou-se a sobrevivência do isolado NCR61/F como epífita em folhas, na rizosfera e 

no rizoplano de tomateiros, até 48 dias após a aplicação. A sobrevivência do antagonista 

diminuiu ao longo do tempo nas superfícies foliares e radiculares, mas sua população 

permaneceu estável na rizosfera de tomateiros. Um aspecto fundamental e inédito quanto 

a aplicações de C. rosea é seu efeito na microbiota de folhas de tomateiro, o que foi, 

também, estudado. O efeito deletério de C. rosea no microbiota foi de curta duração e 

transiente. O efeito foi maior nas comunidades epifítica e endofítica de fungos, com maior 

redução em diversidade e riqueza de comunidades até 3 dias após a aplicação. A 

abundância de filos e alguns gêneros, como Cladosporium e Alternaria, e Cercospora foi 

menor nas plantas tratadas com o antagonista que nas não tratadas. Em bactérias 

epifíticas, houve maiores alterações na diversidade aos 3 e 12 dias, e gêneros como 

Bacillus, Arthrobacter and Enterobacter foram menos abundantes nos dias iniciais após 

a aplicação. Ao final das avaliações (24 dias), houve resiliência da microbiota foliar de 

plantas tratadas com o antagonista e aumento gradual das populações. Em conclusão, 

constatou-se que C. rosea produz compostos inibitórios a B. cinerea, pode sobreviver em 

folhas e raízes e rizosfera de tomateiro e altera de forma transitória as comunidades 

fúngicas e bacterianas da solanácea. As informações aqui geradas são relevantes para 

compreender os mecanismos de antagonismo de C. rosea NCR61/F, sua capacidade de 
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sobrevivência e o efeito perturbador da sua aplicação no microbiota do tomateiro. O 

conhecimento gerado é importante para traçar estratégias de uso do antagonista e, até 

mesmo, para validar o seu uso sustentável como agente de biocontrole. 
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ABSTRACT 

BOREL, Filipe Constantino, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, March, 2018. 
Metabolites of Clonostachys rosea inhibitors to Botrytis cinerea, antagonist survival 
and effect on the tomato leaf microbiome. Adviser: Luiz Antonio Maffia. Co-advisers: 
Eduardo Seiti Gomide Mizubuti and Lucas Magalhães Abreu.  
 

Clonostachys rosea is effective in biocontrol of several fungal diseases. Over the years, 

we studied the efficiency of isolates obtained in Brazil in the biocontrol of gray mold of 

tomato, caused by Botrytis cinerea. There is evidence that the C. rosea isolate NCR61/F 

produces compounds suppressive to the pathogen, but the bioactivity and nature of these 

compounds was unknown. Thus, the bioactivity of filtrate compounds and extracts of C. 

rosea culture in liquid medium against B. cinerea was studied and the secondary 

metabolites produced were characterized. Filtratess and extracts from the growth of the 

isolate inhibited the mycelial growth and conidial germination of B. cinerea. The 

antagonist produced 51 metabolites, such as peptaibols, glisoprenins and bissorbicilinoids 

and some undetermined, mostly after 10 days of culture. Clonostachys rosea is adapted 

to different ecosystems and can colonize tissues of roots and leaves, but the dynamics of 

survival in these tissues is little understood. The survival of the isolate NCR61/F isolate 

was studied as epiphyte in leaves, rhizosphere and rizoplane of tomato plants, up to 48 

days after application. The survival of the antagonist decreased over time on leaf and root 

surfaces, but its population remained stable in the tomato rhizosphere. A fundamental and 

new aspect of the applications of C. rosea is its effect on the microbiota of tomato leaves, 

which was also studied. The deleterious effect of C. rosea on the microbiota was transient. 

The effect was higher in the epiphytic and endophytic communities of fungi, with greater 

reduction in diversity and richness of communities until 3 days after application. The 

abundance of phyllum and some genera, such as Cladosporium, Alternaria and 

Cercospora was lower in plants treated with the antagonist than in plants not treated. 

Regarding epiphytic bacteria, there were major changes in diversity at 3 and 12 days, and 

genera such as Bacillus, Arthrobacter and Enterobacter were less abundant in the initial 

days after application. At the end of the evaluations (24 days), there was resilience of the 

foliar microbiota of plants treated with the antagonist and gradual increase of the 

populations. In conclusion, it was found that C. rosea produces inhibitory compounds to 

B. cinerea, can survive in leaves, roots and rhizosphere of tomato and transiently changes 

the fungal and bacterial communities of tomato plants. The information generated here is 

relevant to understand the mechanism of antagonism of C. rosea NCR61/F, its ability to 

survive and the disturbing effect of its application on the tomato microorganism. The 
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generated knowledge is important to draw strategies of antagonist use and even to validate 

its sustainable use as biocontrol agent. 
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INTRODUÇÃO GERAL 

 

Clonostachys rosea é um fungo saprófita adaptado a diferentes ecossistemas, 

sendo encontrado desde solos cultiváveis em regiões tropicais a florestas temperadas 

(Sutton et al., 1997). O fungo é um antagonista agressivo de vários fitopatógenos como 

Sclerotinia sclerotiorum, Magnaporthe grisea, Verticillium dahliae, Fusarium 

culmorum, Alternaria spp., Gibberella zeae (Saraiva et al., 2014; Thines et al., 1997, 

Sutton et al., 1997, Hue et al., 2009, Jensen et al., 2004, Rodriguez et al., 2011) e Botrytis 

cinerea (Borges et al., 2015). O controle das doenças causadas por B. cinerea é difícil. É 

crescente a ênfase de adoção do biocontrole com C. rosea no manejo do mofo cinzento, 

causado pelo patógeno em roseira, morangueiro, tomateiro entre outras (Sutton et al., 

1997, Morandi et al., 2001, 2003, Saraiva et al., 2015).  

 O mofo cinzento do tomateiro (Solanum lycopersicum) ocorre principalmente em 

condições de cultivo protegido. Nestas condições, as plantas estão menos sujeitas a 

variações ambientais, mas propícias ao mofo cinzento, que pode causar perdas severas na 

cultura (Dik & Wubben et al., 2004). O controle biológico de B. cinerea em tomateiro é 

uma boa alternativa ao químico, visto a eficiência de C. rosea no manejo da doença 

(Sutton et al., 2002, Kapongo et al., 2008, Mouekouba et al., 2014, Saraiva et al., 2015, 

Borges et al., 2015), mas há poucos estudos relacionados à ecologia do antagonista e de 

sua interação com a microbiota foliar, onde o antagonista é comumente aplicado em 

tomateiro. 

A eficiência de agentes de controle biológico pode ser relacionada à produção de 

metabólitos tóxicos a patógenos (Degenkolb et al., 2015). Apesar do hiperparasitismo e 

da competição por espaços e nutrientes serem considerados os principais mecanismos de 

antagonismo de C. rosea (Sutton et al., 1997; Morandi et al., 2001), o antagonista também 

produz metabólitos secundários e enzimas hidrolíticas deletérios a fitopatógenos 

(Rodriguez et al., 2011, Liu et al., 2006). Entretanto, a bioatividade e natureza de 

metabólitos de isolados brasileiros de C. rosea é pouco estudada, e dispersa na literatura.  

Alguns requerimentos para um bom agente de controle biológico, como colonizar 

tecidos sem causar doença, ser antagonista eficiente e permanecer efetivamente nos 

campos de infecção, são comumente atendidos por isolados de C. rosea (Sutton et al., 

1997; Fravel, 2005; Nobre et al., 2005). Como mencionado, o antagonista foi eficiente no 

biocontrole de B. cinerea em tomateiro, e tem grande potencial no manejo do mofo 

cinzento (Saraiva et al., 2015, Borges et al., 2015). Clonostachys rosea colonizou tecidos 

de tomateiro e neles permaneceu viável (Sutton et al., 2002, Karlsson et al., 2015). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Degenkolb%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25879509
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Entretanto, as informações sobre a sobrevivência do fungo na rizosfera e rizoplano da 

solanácea são escassas. Pode ser que o fungo seja recuperado no filoplano, mas em baixa 

população, e assim não exerça o antagonismo eficientemente (Costa et al., 2013).  Por 

outro lado, pode ser que, mesmo sob condições adversas e em população menor consiga 

suprimir o patógeno (Nobre et al., 2005; Morandi et al., 2008; Nechet et al., 2017). Assim, 

é importante conhecer a dinâmica da sobrevivência de antagonistas nos diferentes sítios 

de atuação, para auxiliar a definir intervalos e estratégias de aplicação.  

Diante de todas as vantagens competitivas frente a patógenos, desconhece-se 

como C. rosea interage com comunidades microbianas não alvo. Historicamente, em 

estudos de controle biológico, a maioria das interações de antagonistas abordadas, C. 

rosea inclusive, focam na tríade hospedeiro-patógeno-agente de controle biológico, e as 

interações com comunidades microbianas são comumente ignoradas (Massart et al., 

2015). Apesar de as comunidades microbianas se adaptarem aos nichos que ocupam, os 

mesmos mecanismos que antagonistas usam no controle biológico de patógenos podem 

atingir microrganismos não alvo, o que altera o equilíbrio microbiano e, em última 

análise, a sanidade vegetal. Conhecer a microbiota de plantas e como responde às 

aplicações de agentes de controle biológico poderia ajudar a melhorar a eficiência no 

controle de doenças (Berendsen et al., 2012).  

Na Unidade de Controle Biológico da UFV, vem-se avaliando a eficiência de 

isolados brasileiros de C. rosea no biocontrole de B. cinerea desde 2003 (Nobre 2005). 

Apesar do conhecimento acumulado, ainda há lacunas, relacionadas aos parágrafos 

anteriores, a se preencher. Assim, este trabalho objetivou: i. avaliar a supressão de B. 

cinerea por metabólitos secundários produzidos pelo isolado NCR61 e caracterizar 

quimicamente esses metabólitos ii. estudar a dinâmica da sobrevivência de C. rosea no 

filoplano, rizoplano e rizosfera de tomateiros e iii. investigar se a aplicação de C. rosea 

na parte aérea afeta a microbiota foliar do tomateiro.  
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Capítulo 1 

 

Metabólitos secundários de Clonostachys rosea com efeito supressivo a Botrytis 

cinerea  

 

Resumo  

Clonostachys rosea NCR61/F é antagonista eficiente a B. cinerea por meio de vários 

mecanismos, como a produção de compostos tóxicos ao patógeno. Todavia, desconhece-

se a bioatividade e a natureza dos metabólitos produzidos pelo antagonista. Portanto, 

objetivou-se avaliar a inibição do crescimento micelial e da germinação de conídios de B. 

cinerea por metabólitos produzidos pelo isolado NCR61 de C. rosea e caracterizar 

quimicamente os metabólitos produzidos in vitro. Filtrados e extratos de C. rosea 

reduziram o crescimento de Botrytis cinerea, e obteve-se maior eficiência de redução com 

10 dias que com 3 dias de cultivo do antagonista em meio líquido. Filtrados liofilizados 

reduziram a germinação de conídios do patógeno em lâminas. A redução do crescimento 

e da germinação aumentou com o aumento da concentração do extrato e do filtrado. Em 

meio líquido de cultivo, C. rosea produziu 51 metabólitos secundários, principalmente 

peptaibols, glisopreninas e bissorbicilinoides, além de moléculas ainda não descritas. 

Produziu-se maior número de metabólitos também no cultivo de 10 dias. Esses resultados 

demonstram o potencial de C. rosea em atuar pela produção de compostos inibitórios a 

B. cinerea e são importantes para entender o processo de antagonismo contra o patógeno.  

.  

Introdução 

Clonostachys rosea é agente de controle biológico inespecífico, que pode 

colonizar fungos e nematoides vivos, matéria orgânica morta e ampla gama de espécies 

vegetais (Sutton et al., 1997; Nygren et al. 2018). Atualmente, C. rosea é usado no 

controle biológico de patógenos importantes, como Botrytis cinerea, Sclerotinia 

sclerotiorum, Magnaporthe grisea, Verticillium dahliae e Fusarium culmorum (Saraiva 

et al., 2014; Thines et al., 1997, Sutton et al., 1997, Rodriguez et al., 2011), por meio de 

vários mecanismos de antagonismo: indução de resistência a doenças, competição por 

espaços e nutrientes, hiperparasitismo e produção de compostos supressivos a patógenos 

(Nygren et al., 2018, Sutton et al., 1997, Rodriguez et al., 2011).  

Entre os compostos supressivos, encontram-se os metabólitos secundários, que 

não estão diretamente envolvidos no crescimento, mas auxiliam na sobrevivência, 

principalmente em aspectos relacionados à competição, simbiose, auto-proteção etc. 
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(Zeilinger et al., 2016). Os fungos filamentosos produzem esses metabólitos, amplamente 

diversos química e biologicamente, os quais podem ter atividade fitotóxica, 

antimicrobiana, antitumoral etc. (Calvo et al., 2002; Fox & Howlett, 2008; Romero et al., 

2011). Sabe-se que a ausência desses metabólitos não resulta em morte imediata mas, a 

longo prazo, pode resultar em perdas na adaptabilidade do organismo (Vipul et al, 2014).  

 A função dos metabólitos secundários é variável; em muitos casos, desconhece-

se o benefício que conferem (Calvo et al., 2002). Provavelmente, a maior vantagem desses 

metabólitos seja favorecer a sobrevivência de um organismo no seu nicho ecológico (Fox, 

Howlett, 2008). Primariamente, C. rosea é fungo saprofítico, que precisa competir no 

ambiente hostil e complexo de microrganismos saprófitas. Estes interagem 

principalmente pela competição, e acredita-se que o principal mecanismo de ação seja a 

antibiose causada por metabólitos secundários, como forma de inibir o crescimento de 

predadores ou competidores ou de matá-los (Macheleidt et al, 2016). Comumente, os 

micoparasitas antagonizam e matam as presas pela ação combinada de metabólitos 

secundários e enzimas hidrolíticas (Zeilinger et al., 2016). 

 Clonostachys rosea é micoparasita destrutivo. Atribui-se o micoparasitismo à 

produção de enzimas (quitinase e glucanase) que degradam a parede celular fúngica, de 

toxinas ou compostos antifúngicos, antibacterianos ou antinematóides (Song et al., 2016, 

Rodriguez et al., 2011). O efeito antifúngico é o mais conhecido desses compostos. Por 

exemplo, já se associou C. rosea à produção de terpenóides (glisopreninas C, D e E) 

supressivos a M. grisea (Sterner et al., 1998), peptaibols supressivos a S. sclerotiorum 

(Rodriguez et al., 2011), trioxipiperazina (gliocadina C) e resorcinol alcalino, com efeito 

nematicida (Song et al., 2016). 

O isolado NCR61 de C. rosea, obtido de condições brasileiras (Nobre et al., 2005), 

é eficiente no controle de B. cinerea em plantas de rosa (Nobre et al., 2005), morango 

(Cota et al., 2008) e tomate (Borges et al., 2015), principalmente por meio de competição 

e de hiperparasitismo. Em ensaios preliminares, o isolado produziu pigmentos amarelados 

em meio de cultura e inibiu o crescimento micelial de B. cinerea, quando se usou a técnica 

de papel celofane sobre meio de cultura (dados não publicados). Em vista desses indícios 

e dos relatos relacionados à produção de metabólitos secundários por C. rosea, levantou-

se a hipótese de que o isolado NCR61 também produza metabólitos tóxicos a B. cinerea. 

Sabendo-se que a produção de compostos podem variar entre estirpes fúngicas da mesma 

espécie a hipótese é justificável (Zeilinger et al., 2016; Calvo et al., 2002). Assim, 

objetivou-se: i. avaliar a inibição do crescimento micelial e da germinação de conídios de 
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B. cinerea por metabólitos secundários produzidos pelo isolado NCR61 e ii. caracterizar 

quimicamente esses metabólitos em micro-escala. 

 

Metodologia 

Os experimentos transcorreram na Unidade de Controle Biológico do 

Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Viçosa, Viçosa, Minas 

Gerais, Brasil.  

Cultivou-se o isolado NCR61/F de C. rosea em meio de batata dextrose ágar 

(BDA), em placas de petri de 9 cm de diâmetro (usadas nos experimentos), a 25ºC sob 

luz fluorescente, 12 h de fotoperíodo. Após 10 dias, transferiu-se um disco de micélio 

(0,6 cm de diâmetro) para 150 mL de meio de caldo-batata-dextrose (PDB) Himedia® 

em Erlenmeyers de 250 mL (seis Erlenmeyers por tratamento), os quais permaneceram a 

25±2 ºC, sob agitação contínua a 150 rpm. Para a testemunha, transferiu-se um disco de 

meio estéril para PDB.  

Para obter compostos do metabolismo secundário, adotaram-se duas estratégias: 

filtragem e extração com solvente orgânico. Na filtragem, após 3 ou 10 dias de incubação, 

nos regimes de luz fluorescente contínua ou escuro contínuo (quatro condições), verteu-

se o conteúdo de cada Erlenmeyer em camada dupla de gaze. O conteúdo foi 

homogeneizado, separaram-se 30 mL, os quais foram filtrados em membranas Acrodisc® 

Syringe filters, acopladas a seringas esterilizadas. O filtrado foi homogeneizado e usado 

em bioensaios em placas de Petri. Adicionalmente, mantiveram-se 14 Erlenmeyers sob 

luz fluorescente, fotoperíodo de 12 h, sob agitação contínua. Após 10 dias, como 

anteriormente, obteve-se o filtrado (2 L aproximadamente), que foi colocado em 

vasilhames de alumínio de 500 mL, congelado a -80ºC e mantido em liofilizador Delta 

LSC224M24 por 12h. O conteúdo da liofilização foi raspado, pesado e mantido em 

frascos âmbar a -20ºC até o uso nos experimentos.  

Para extrair os compostos por meio de solvente orgânico, igualaram-se os volumes 

do restante do filtrado obtido nas quatro condições (800 mL por condição), e adicionou-

se acetato de etila (para 10%), em frascos de borosilicato de 1 L. A mistura foi agitada 

vigorosamente (1 min) e sonicada (10 min); e separou-se a fase orgânica em balão 

volumétrico. Executou-se o procedimento por três vezes. A partir da fase orgânica, 

evaporou-se o solvente em rotoevaporador Eyela® modelo N-1200BV-W, transferiu-se 

o extrato concentrado para frascos âmbar, estimou-se a massa, e armazenou-se a -20 ºC.  

 

Supressão do crescimento micelial de Botrytis cinerea pelo filtrado  
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Do filtrado obtido em cada uma das quatro condições, transferiram-se 30 mL para 

270 mL de meio BDA semifundente (47 ± 2ºC), agitou-se e distribuiu-se o conteúdo em 

dez placas de Petri. Após cultivar B. cinerea em BDA em placas de Petri durante 5 dias, 

sob luz fluorescente a 25ºC, retiraram-se discos de micélio (0,6 cm de diâmetro), os quais 

foram semeados no centro das dez placas (um disco/placa), e incubou-se a 25 ºC, 12 h de 

fotoperíodo. Quando o crescimento fúngico da testemunha atingiu as bordas da placa, 

mediu-se o diâmetro das colônias. Transformou-se a medida do crescimento micelial, 

para eficiência na redução do crescimento em relação a testemunha. Executou-se o 

experimento por duas vezes, cada uma em delineamento inteiramente casualizado (DIC), 

em esquema fatorial (dois tempos de cultivo x duas condições de incubação), com dez 

repetições (uma unidade experimental = uma placa de Petri).  

 

Supressão da germinação de conídios e do crescimento micelial de Botrytis cinerea 

pelo liofilizado  

Do filtrado liofilizado, prepararam-se quatro concentrações (1250, 2500, 5000 e 

10000 µg.mL-1) em água ultrapura. Com auxílio de um hemacitômetro, preparou-se uma 

suspensão com 105 conídios de B. cinerea.mL-1, obtidos de cultivo do fungo por 5 dias 

em BDA, a 22 ºC, 12 h de fotoperíodo. Depositaram-se 10 µl da suspensão de conídios e 

10 µl de solução de cada concentração do liofilizado (a testemunha foi água ultrapura) 

em lâminas de vidro para microscopia, onde foram misturadas. As lâminas permaneceram 

dentro de caixas do tipo gerbox sob luz fluorescente e 12 h de fotoperíodo, a 22ºC, sobre 

tela de metal e papel umedecido. Após 6 h, adicionou-se lactofenol para interromper a 

germinação dos conídios, que foi avaliada sob microscópio de luz. Considerou-se 

germinado o conídio cujo tubo germinativo era maior ou igual ao seu diâmetro. Executou-

se o experimento por duas vezes, cada uma em DIC, com cinco concentrações do 

liofilizado e cinco repetições (uma unidade experimental = uma lâmina). 

Avaliou-se, também, o crescimento micelial do patógeno na presença do 

liofilizado. De cada concentração, misturaram-se 5 mL a 45 mL de BDA semi-fundente 

em Erlenmeyers de 100 mL. Além da testemunha (água ultrapura), obtiveram-se quatro 

concentrações finais: 125, 250, 500 e 1000 µg.mL-1. Verteu-se a mistura em cinco placas 

de Petri de 9 cm de diâmetro (10 mL/placa). No centro de cada placa, depositou-se um 

disco de crescimento micelial de B. cinerea, incubou-se e avaliou-se como anteriormente. 

Executou-se o experimento por duas vezes, cada uma em DIC com cinco concentrações 

do composto liofilizado de C. rosea e cinco repetições (uma unidade experimental = uma 

placa de Petri). 
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Supressão do crescimento micelial de Botrytis cinerea pelo extrato orgânico  

Diluiu-se o extrato em água ultrapura e DMSO 5% (v/v), e se obtiveram 2 mL das 

concentrações de 100, 500, 1000, 5000 e 10000 µg.mL-1 em tubos de ensaio. Transferiu-

se o conteúdo de cada tubo para 18 mL de meio BDA semi-fundente, homogeneizou-se 

e verteu-se a mistura em três placas de Petri (neste experimento de 6 cm de diâmetro). 

Além da testemunha (água ultrapura e DMSO 5%), obtiveram-se as concentrações finais 

de 10, 50, 100, 500 e 1000 µg.mL-1. Avaliou-se o crescimento micelial de B. cinerea 

como anteriormente. Executou-se o experimento por duas vezes, cada uma em DIC, em 

esquema fatorial (dois tempos de cultivo x duas condições de incubação x seis 

concentrações do composto) e três repetições (uma unidade experimental = uma placa de 

Petri). 

 

Caracterização dos metabólitos secundários de Clonostachys rosea  

Do extrato orgânico obtido do crescimento nas quatro condições, transferiram-se 

5 mg para tubos plásticos de 2 mL, contendo 300 µL de metanol (99,9% de pureza). 

Sonicou-se por 10 min, centrifugou-se a 14000 rpm por 5 min, transferiu-se o 

sobrenadante para novos tubos e evaporou-se o solvente em um concentrador Speed Vac® 

Thermo Fisher.  

As amostras foram preservadas a -20 ºC e remetidas ao Laboratório de Toxinas e 

Produtos Naturais de Algas e Cianobactérias, da Faculdade de Ciências Farmacêuticas, 

Universidade de São Paulo. Analisou-se por meio de cromatografia líquida de alta 

eficiência acoplada a espectrometria de massa de alta resolução (LC-HRMS/MS). Para 

as separações, usou-se um cromatógrafo Shimadzu Prominence (Shimadzu, Kyoto, 

Japão), equipado com um detector por arranjo de diodos (DAD) SPD-M20A e uma coluna 

analítica Luna C18 de 100 x 2,1mm (Phenomenex, Torrance, CA), mantida a 40ºC. Usou-

se o Espectrômetro de massa Micro TOF-QII (Bruker Daltonics, MA). Diluiram-se as 

amostras em 150 µL de acetonitrila, e o volume injetado foi de 0,5 µL. A fase móvel para 

injeção foi água ultrapura, mais 20 µmol de ácido fórmico e acetonitrila e mais 20 µmol 

de ácido fórmico. O fluxo usado foi de 0,3 mL.min-1; o gradiente de eluição foi: 15% de 

acetonitrila por 2 min, 15 a 100% de acetonitrila durante 12 min; 100% de acetonitrila 

por 2 min e retorno a 15% de acetonitrila em 30 seg. Obtiveram-se os espectros de massa 

no modo positivo, no intervalo de 100 a 1000 m/z. Usou-se a fragmentação automatizada 

de íons de alta intensidade para gerar os espectros de fragmentação (MS/MS). Os 

cromatogramas gerados foram processados no software Data Analysis 4.1 (Bruker 
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Daltonics) e as moléculas automaticamente detectadas com base nos padrões de 

coocorrência e de fragmentação pelo algoritmo AutoMS(n). Os dados de alta resolução 

do íon pseudomolecular (M+H+) e dos adultos comumente produzidos (M + Na+; 

M+NH4
+ e 2M+Na+) foram usados para estimar a fórmula molecular das substâncias 

identificadas. As fórmulas foram comparadas àquelas de metabólitos produzidos por 

espécies de Clonostachys, obtidos do banco de dados Antibase 2013 (Laatsch, 2013). Os 

resultados positivos foram validados, quando possível, por meio do padrão de quebra das 

moléculas no modo MS/MS. Para selecionar os metabólitos que ocorreram mais 

abundantemente nos extratos, consideraram-se apenas as moléculas com mais que 1000 

unidades de íons produzidos. 

 

Resultados 

Pelo teste de Bartllet, obteve-se homogeneidade de variâncias entre as execuções 

para os experimentos: com o uso do filtrado (P=0,46); com o filtrado-liofilizado em 

lâmina (P=0,41) e placa de Petri (P=0,09) e com extrato orgânico (P=0,1). Então, 

analisaram-se as execuções experimentais conjuntamente.  

 

Supressão do crescimento micelial de Botrytis cinerea pelo filtrado 

O filtrado reduziu o crescimento micelial de B. cinerea em meio de cultura. Os 

efeitos individuais do tempo de incubação e do regime de luminosidade foram 

significativos (P<0,001), mas não houve interação significativa de ambos (P=0,59). A 

maior eficiência foi com 10 que com 3 dias de incubação, bem como quando C. rosea 

cresceu sob luz contínua que sob escuro contínuo (Figura 1). Enquanto na testemunha, B. 

cinerea ocupou toda a placa (9 cm), seu crescimento reduziu-se em torno de 50% com 

adição do extrato do cultivo de C. rosea por 10 dias, sob luz contínua.  

 

Supressão da germinação de conídios e do crescimento micelial de Botrytis cinerea 

pelo liofilizado 

 O liofilizado reduziu significativamente a germinação e o crescimento de B. 

cinerea (P< 0,001) (Figura 2). Comparativamente à testemunha, com a maior 

concentração do liofilizado, a germinação de conídios do patógeno reduziu-se mais que 

90%, enquanto o crescimento micelial reduziu-se em quase 50%.  
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Figura 1: Eficiência em reduzir o crescimento micelial de Botrytis cinerea, do filtrado do 

cultivo de Clonostachys rosea em meio líquido de batata-dextrose, durante 3 e 10 dias, 

em condições de escuro () ou de luz contínuos (☐). Médias de dez repetições. Barras 

verticais representam o erro padrão da média.  

 

Supressão do crescimento micelial de Botrytis cinerea pelo extrato orgânico  

Os extratos orgânicos de C. rosea reduziram o crescimento micelial de B. cinerea, 

que foi inversamente proporcional ao aumento das concentrações, em todas as condições 

de crescimento do antagonista (P<0,001) (Figura 3). O crescimento micelial do patógeno 

foi menor com os extratos do antagonista cultivado durante 10 dias, quando o cultivo sob 

condições de escuro ou luz não afetaram o crescimento (P=0,67). Com os extratos obtidos 

aos 3 dias de cultivo de C. rosea, o crescimento do patógeno foi menor quando se cultivou 

o antagonista sob luz.  
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Figura 2: Germinação de conídios (A) e crescimento micelial (B) de Botrytis cinerea na 

presença de concentrações crescentes do liofilizado do filtrado do crescimento de 

Clonostachys rosea em meio líquido de batata-dextrose, durante 10 dias, com 12h de 

fotoperíodo. Médias de vinte repetições. Barras verticais representam o erro padrão da 

média 

 

Caracterização dos compostos do metabolismo secundário de C. rosea 

 Em todas as moléculas selecionadas para caracterização, havia mais que 100000 

unidades de íons produzidos. Assim, detectaram-se 51 metabólitos do cultivo do 

antagonista em meio líquido: 19 politerpenóides (nove glisopreninas conhecidas e dez 

não conhecidos), 17 sorbicilinoides (16 conhecidos e um não), cinco peptaibols (quatro 

conhecidos e um não), dois policetídeos e dois glicosídeoas (similares a roselipina), além 

de seis metabólitos de família(s) desconhecida(s) (Tabela 1). 
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Figura 3: Crescimento micelial de Botrytis cinerea na presença de concentrações 

crescentes do extrato orgânico extraído do cultivo de Clonostachys rosea em meio líquido 

de caldo batata-dextrose, durante 3 e 10 dias, em condições de escuro ou de luz contínuos. 

Médias de dez repetições. Barras verticais representam o erro padrão da média. 

 

Quantitativamente, a condição de cultivo não afetou a detecção de metabólitos, os 

quais foram detectados em maior número aos 10 dias de cultivo: durante 3 dias, 

obtiveram-se 12 metabólitos sob luz e 10 sob escuro; aos 10 dias, detectaram-se 38 

metabólitos sob luz e 39 sob escuro. Diferentemente das demais famílias, os peptaibols 

foram detectados após 3 dias de cultivo. Áreas de picos superiores a 106, 

consequentemente de maior produção prevaleceram aos 10 dias, principalmente de 

sorbicilinoides e sesquiterpenos. 

Detectou-se maior produção de glisopreninas, inclusive de moléculas 

desconhecidas. Também se detectaram metabólitos desconhecidos dos demais grupos. 

Interessantemente, houve ocorrência de seis metabólitos em que não se conseguiu 

caracterizar a família. 
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Tabela 1: Famílias de metabólitos secundários produzidos por Clonostachys rosea NCR61/F, em meio líquido de batata-dextrose, em condições de luz 

ou de escuro contínuo durante 3 e 10 dias de cultivo; tempo de retenção (RT); e logarítmo da área do pico no cromatograma. 

Família  Metabólito* RT (min) Fórmula molecular 
Log (Área) 

L3**  E3  L10  E10  

Sorbicilinoides  Bisorbicillinóide 1 7,5 C28H32O8 0 0 5,78 5,85 

Bisorbicillinóide 2 7,6 C28H32O8 0 0 6,32 6,41 

Bisorbicillinóide 3 7,6 C28H32O8 0 0 6,53 6,61 

Bisoxosorbicillinóide 7,2 C28H32O10 0 0 0 6,06 

Bisvertinoquinóide 1 7,8 C28H34O8 0 0 5,97 5,86 

Bisvertinoquinóide 2 7,9 C28H34O8 0 0 6,60 6,55 

Bisvertinoquinóide 3 8,3 C28H34O8 0 0 6,30 6,27 

Dihydrooxosorbiquinóide 1 8,5 C28H34O9 0 0 6,34 6,35 

Dihydrooxosorbiquinóide 2 8,7 C28H34O9 0 0 6,32 6,25 

Hydrosorbicillinóide 6,0 C14H18O4 0 0 5,76 5,82 

Oxosorbicillinóide 1 5,7 C14H16O5 0 0 6,80 6,82 

Oxosorbicillinóide 2 8,5 C28H32O9 0 0 5,04 5,64 

Sorbicillina 8,0 C14H16O3 0 0 0 5,69 

Sorbicillinóide 6,0 C14H16O4 0 0 0 5,69 

Tetrahydrotrichodimerol 8,0 C28H36O8 0 0 6,05 5,86 

Tetrahydrotrichodimerol 2 8,4 C28H36O8 0 0 6,04 5,81 
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Desconhecido 376  5,9 C20H24O7 0 0 5,08 5,75 

Politerpenóides Glisoprenina A 10,7 C45H82O5 6,01 5,76 6,40 5,79 

Glisoprenina B 10,3 C45H82O6 5,23 0 5,95 5,03 

Glisoprenina C 7,8 C45H84O8 5,21 0 0 0 

Glisoprenina C1 8,1 C45H84O8 0 0 6,73 6,38 

Glisoprenina C2 8,3 C45H84O8 0 0 6,16 6,06 

Glisoprenina D 9,0 C45H84O7 6,17 5,98 6,50 6,09 

Glisoprenina E1 7,3 C45H86O9 6,08 6,05 6,72 6,66 

Glisoprenina E2 7,1 C45H86O9 0 0 6,72 0 

Glisoprenina F 7,8 C45H86O8 5,40 5,39 6,06 0 

Glisoporenina desconhecida 786-1 6,7 C45H86O10 0 0 6,06 5,71 

Glisoporenina desconhecida 786-2 7,0 C45H86O10 0 0 6,04 5,85 

Glisoporenina desconhecida 788  8,2 C45H88O10 5,87 5,85 6,31 6,30 

Glisoporenina desconhecida 708  8,9 C43H80O7 5,33 5,51 0 0 

Glisoporenina desconhecida 724  7,4 C43H80O8 0 0 6,02 5,88 

Glisoporenina desconhecida 734  9,3 C45H82O7 0 0 5,99 0 

Glisoporenina desconhecida 740  7,0 C43H80O9 0 0 5,80 5,63 

Glisoporenina desconhecida 768-1 7,6 C45H84O9 0 0 6,11 0 

Glisoporenina desconhecida 768-2 8,0 C45H84O9 0 0 5,91 5,82 

Glisoporenina desconhecida 772  7,1 C45H88O9 0 0 5,77 0 
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Peptídeos não ribossomais 

(Peptaibols) 

C. rosea sequence#2 7,6 C94H163N21O26 6,11 5,85 0 0 

C. rosea sequence#3 7,7 C95H165N21O26 6,13 5,89 0 0 

C. rosea sequence#4 7,8 C95H165N21O25 5,91 5,78 0 0 

Integramida A  9,5 C78H134N16O21 0 5,06 0 0 

Peptaibol desconhecido 1322 10,1 C53H114N18O20 5,28 0 0 0 

Policetídeos  Koninginina B/E 6,4 C16H26O4 0 0 5,95 6,15 

Koninginina L/M 6,5 C16H24O4 0 0 5,61 5,84 

Glisosídeos Similar a Roselipina 1 8,5 C43H74O15 0 0 5,86 5,92 

Similar a Roselipina 2 8,6 C49H68O9 0 0 6,09 6,15 

Não indentificado  Alcaloide desconhecido 447  5,8 C21H25N3O8 0 0 0 5,75 

Não identificado 192  6,1 C11H12O3 0 0 6,52 6,15 

Não identificado 196  6,2 C11H16O3 0 0 0 5,76 

Não identificado 206 6,6 C12H14O3 0 0 6,01 5,93 

Não identificado 296  6,8 C17H28O4 0 0 5,62 5,80 

Não identificado 597 6,3 C25H39N7O10 0 0 0 5,75 

*Números e letras à frente de compostos de mesmos nome e fórmula molecular indicam isomerismo. Números à frente dos compostos desconhecidos e 

não identificados indicam a massa nominal do metabólito. 

**L3, E3, L10 e E10 = luz contínua/3dias, escuro contínuo/3 dias, luz contínua/10dias e escuro contínuo/10 dias, respectivamente. 
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Discussão  

 Avaliou-se o crescimento micelial de B. cinerea em três experimentos, com: i. 

filtrado do cultivo de C. rosea, ii. liofilizado desse cultivo e iii. extrato orgânico obtido 

do liofilizado. Nos três, cada um executado por duas vezes, houve supressão do 

crescimento micelial; em ii e iii, houve, também, supressão da germinação de conídios. 

Nos dois últimos experimentos, o efeito supressivo aumentou com o aumento da 

concentração do produto testado. Assim, confirmou-se a hipótese de que metabólitos 

resultantes do crescimento de C. rosea NCR61/F em meio líquido suprimem o 

crescimento e a germinação de conídios de B. cinerea. É notório que, mesmo após diluir-

se o filtrado em dez vezes, o crescimento do patógeno em placas reduziu-se em quase 

50%. Considerando-se que C. rosea é fungo necrotrófico (Schroer, 2001), competidor e 

micoparasita eficiente (Sutton et al, 1997), esperava-se que produzisse metabólitos 

secundários, para sobreviver nos diversos ecossistemas que habitam, como a maioria dos 

fungos necrotrófricos (Zeilinger et al, 2016; Fox & Howlett, 2008, Keller et al., 2005, 

O'Brien & Wright, 2011). Já se constatou que o filtrado de crescimento de C. rosea 

BAF3874 em meio liquido inibiu o crescimento de Sclerotinia sclerotiorum (Rodriguez 

et al., 2011). Os autores não determinaram o(s) compost(s) envolvido(s) na inibição, e 

sabe-se que, num substrato, C. rosea pode produzir enzimas hidrolíticas supressivas a 

patógenos (Mamarabadi et al., 2008, Li et al., 2006) e metabólitos secundários.  

 O filtrado e o extrato orgânico obtidos com o cultivo de C. rosea durante 10 

dias foram mais supressivos a B. cinerea que os obtidos durante 3 dias. Na rotina da UCB, 

coletam-se conídios aos 10 dias de cultivo de C. rosea, quando há o máximo de 

crescimento e esporulação. Esse aspecto refletiu-se na execução dos experimentos, pois 

a filtragem do meio líquido com crescimento fúngico aos 10 dias foi sempre mais difícil 

e demorada, com entupimento de membranas. Provavelmente, esse maior efeito reflita na 

maior produção de compostos, inclusive metabólitos secundários. Em fungos, a produção 

de compostos está associada à esporulação (Calvo et al., 2002), e como mencionado, aos 

10 dias ocorre o máximo de esporulação de C. rosea. Vale mencionar que a fase orgânica, 

obtida do cultivo aos 10 dias, era amarelada, enquanto aquela aos 3 dias, translúcida. A 

presença de pigmentos amarelos pode estar associada à presença de bissorbicilinoides 

(Salo et al., 2016), que podem também ser produzidos por Clonostachys spp. (Zhai et al., 

2016). Demandam-se mais ensaios, com maiores intervalos para otimizar o tempo ideal 

de cultivo do antagonista.  

O efeito da condição luz/escuro no cultivo de C. rosea sobre a supressão do 

crescimento de B. cinerea foi variável. Houve maior supressão com 12 h de fotoperíodo, 
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para o filtrado, com 3 e 10 dias de cultivo e para o extrato, com 3 dias. Para o extrato, 

com 10 dias de cultivo, o efeito supressivo independeu da condição. Como em todos os 

aspectos do tetraedro de doença, o ambiente é importante na produção de metabólitos 

(Calvo et al., 2002) e a biossíntese de metabólitos secundários depende de fatores 

ambientais, como fonte de carbono e nitrogênio, temperatura ambiente, luz e pH (Keller 

et al., 2005). Vale mencionar que o co-cultivo de antagonista com outros microrganismos 

pode aumentar a produção de metabólitos ou induzir a produção de novos metabólitos 

(Degenkolb et al., 2002. Bertrand et al., 2013). Como mencionado, demandam-se ensaios 

subsequentes para averiguar o efeito de fatores do ambiente, inclusive com a presença de 

patógenos-presa, e otimizar o efeito do antagonista. 

Confirmou-se a hipótese de que C. rosea NCR61/F produz metabólitos 

secundários. Assim, obtiveram-se 51 metabólitos com mais que 105 unidades de íons: 19 

politerpenoides (glisopreninas), 17 sorbicilinóides (principalmente bisorbicillinol), cinco 

peptaibols, dois glicosídeos (similares a roselipina), dois policetídeos (Koninginina) e um 

alcaloide. Como se observa, destacou-se a produção de glisopreninas e sorbicilinóides. 

Em geral, a quantidade produzida foi maior com 10 dias de cultivo. Outros isolados de C. 

rosea também produzem metabólitos com ação antimicrobiana, como glisopreninas que 

inibiram a formação de apressórios de Magnaporthe grisea (Thines et al., 1998), 

peptaibols supressivos a Sclerotinia sclerotiorum (Rodriguez et al., 2011), 

bissorbicilinóides com efeito antibacteriano (Zhai et al., 2016), roselipinas (Tabata et al., 

1999); trioxipiperazina (gliocadina C) e resorcinol alcalino, com efeito nematicida (Song 

et al., 2016). Quando se sequenciou o genoma de C. rosea IK726, detectaram-se genes 

codificadores da síntese de policetídeos, peptídeos não ribossomais e terpenoides 

(Karlsson et al., 2015). Alguns destes metabólitos foram encontrados no presente 

trabalho. Vale destacar a detecção de moléculas indeterminadas em todas as famílias, bem 

como de cinco moléculas desconhecidas. Assim, demanda-se o aprofundamento dos 

estudos, para caracterizar estes compostos e para definir os metabólitos com efeito 

supressivo a B. cinerea. 

Neste trabalho foram encontrados muitas famílias de metabólitos produzidos por 

C. rosea que são relacionados a inibição de fitopatógenos e muitas delas encontradas em 

espécies do gênero Trichoderma (Mukherjee et al., 2012). Curiosamente, quando 

comparado ao genoma a análise gnômica comparativa revelou que C. rosea possui menor 

número de genes relacionados produção de compostos tóxicos que Trichoderma spp. 

(Karlsson et al., 2015). O estilo de vida micoparasita apresentado por espécies de 

Trichoderma foi associada, principalmente, ao grande número de famílias de genes 
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associadas produção de enzimas líticas, responsáveis pela degradação de parece celular 

fúngica e na biossíntese de metabólitos secundários (Kubicek et al., 2011), ao passo que 

C. rosea apresenta em seu genoma, expansão no número de famílias de genes 

responsáveis pela detoxificação de moléculas responsáveis pela resistência anti-drogas, e 

adaptação do fungo em diferentes nichos (Karlsson et al., 2015). Apesar disso, os próprios 

autores revelam que embora sejam em menor número, C. rosea possui em seu genoma 

genes capazes de sintetizar compostos e enzimas supressivas à fitopatógenos. O grande 

número de metabólitos encontrados indica que a produção de metabólitos pode estar 

relacionados ao isolado e pode variar entre espécies. Demanda-se, compreender melhor a 

produção de cada composto e o papel na supressão de microrganismos, como B. cinerea. 

Como conclusão, detectou-se que o isolado NCR61/F de C. rosea produz em 

cultivos in vitro compostos supressivos ao crescimento micelial e à germinação de 

conídios de B. cinerea. Provavelmente, estes compostos sejam metabólitos secundários, 

os quais sabidamente C. rosea pode produzir (Nygren et al. 2018). É importante ressaltar 

o ineditismo de informação para as condições brasileiras, pois, considerando-se os grupos 

que trabalham com o antagonista no país, é a primeira vez que se relatam esses compostos. 

Como essa produção pode ser específica e a nível de estirpe fúngica (Calvo et al. 2002; 

Nygren et al. 2018), demanda-se avaliar os outros três isolados de C. rosea obtidos no 

Brasil (Nobre et al., 2005), quanto à quantidade e qualidade de compostos produzidos. 

Demanda-se, também, otimizar as condições para produção, avançar na caracterização 

química das moléculas e definir o grau de associação dessas moléculas ao antagonismo e 

à interação C. rosea - B. cinerea - tomateiro. Quanto à caracterização química, já se 

conhece a maioria dos compostos produzidos, mas demanda-se elucidar a natureza dos 

compostos de família indefinida: são compostos novos? Como em qualquer investigação 

científica, dúvidas persistem e se geram novas perguntas. De qualquer forma, considera-

se que se obtiveram resultados importantes e que os passos dados foram cruciais em 

expandir o leque de mecanismos de antagonismo dos isolados brasileiros de C. rosea a 

B. cinerea.  
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Capítulo 2 

 

Sobrevivência de Clonostachys rosea no filoplano, rizosfera e rizoplano de tomateiro 

 

Resumo 

Clonostachys rosea é um agente de controle biológico versátil e conhecem-se vários 

aspectos de sua ecologia. A dinâmica temporal da sobrevivência do fungo em tecidos de 

tomateiro é incompreendida e de importância para delimitar intervalos de aplicação e a 

eficiência do antagonista.  Portanto, objetivou-se quantificar a sobrevivência de C. rosea 

no filoplano, rizoplano e rizosfera de tomateiros. O antagonista sobreviveu nos três locais, 

durante todo o período experimental, 48 dias após aplicado. A sobrevivência nas 

superfícies foliares e radiculares diminuiu com o tempo, mas manteve-se constante na 

rizosfera. O fungo colonizou tecidos da base do caule e raízes de tomateiro até 48 dias 

após a aplicação. Este resultado é importante para determinar a sobrevivência do 

antagonista em tomateiro e determinar estratégias de aplicação de C. rosea para o controle 

biológico de B. cinerea.  

 

Introdução  

 Clonostachys rosea é um antagonista eficiente de vários fitopatógenos. O fungo 

pode ser encontrado em diferentes ecossistemas, desérticos ou tropicais em diferentes 

regiões do mundo (Sutton et al., 1997). Como saprófita, coloniza a matéria orgânica do 

solo, onde compete com microrganismos nesses nichos, o que propicia seu uso no manejo 

de doenças causadas por fungos que sobrevivam e esporulem em restos culturais, como 

Botrytis cinerea (Morandi et al., 2003). Na parte aérea de plantas, o antagonista pode 

colonizar endofiticamente, vagens, folhas e flores de diferentes plantas, sem causar 

doença (Sutton et al., 1997).  

Como importante competidor, o fungo estabelece-se eficientemente em diferentes 

locais da planta e em restos culturais, onde exerce o antagonismo a fitopatógenos. 

Isolados selecionados em condições brasileiras, foram testados no controle de B. cinerea 

em roseira, morangueiro, eucalipto e tomateiro (Nobre et al., 2005). Esses isolados 

colonizaram morangueiros e reduziram a esporulação de B. cinerea em diferentes regimes 

de molhamento foliar (Cota et al., 2008a). Para os autores, a eficiência de controle até 10 

ºC foi baixa e alta quando próximo a 25 ºC. No campo, o antagonista controlou o patógeno 

em folhas, flores e frutos de morango, mesmo com média de 16ºC (Cota et al., 2008b). 

Em tomateiro, com a aplicação preventiva do antagonista, e em maior frequência, 
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suprimiu-se a doença em condições controladas (Borges et al., 2015). Sob microscopia 

confocal, observaram-se a colonização de tecidos vegetais de hastes, folhas e raízes pelo 

antagonista e na interação com B. cinerea (Saraiva et al., 2014). Na maioria dos casos, a 

sobrevivência foi medida indiretamente e relacionada a a capacidade de colonização de 

tecidos senescentes e a esporulação do antagonista nesses tecidos, após algum tempo. A 

dinâmica da sobrevivência de propágulos pós aplicação ainda é desconhecida.  

Para que tenham sucesso, agentes de controle biológico precisam sobreviver sob 

condições variáveis (Cota et al., 2008); vários fatores físicos, químicos e biológicos 

podem influenciar a sobrevivência de microrganismos.  Para os agentes de controle 

biológico, o filoplano é um ambiente desafiador onde enfrentam flutuações de 

temperatura e umidade, déficit de água livre, ação dos ventos e da radiação (Costa et al., 

2012). O ambiente foliar é diferente do ambiente do solo (Garbeva et al., 2004). Apesar 

das condições mais tamponadas do solo, aspectos físicos, como pH, presença de ácidos 

orgânicos e nutrientes, e biológicos, como a competição de microrganismos, podem ser 

determinantes ao estabelecimento de antagonistas.  

As aplicações de agentes de controle, geralmente associadas ao controle biológico 

inundativo, requerem presença massal de propágulos para que o antagonismo ocorra 

rapidamente, ocorra maior proteção de sítios de infecção e os antagonistas sobrevivam 

por longo tempo (Cook, 1993). É possível que, mesmo em baixas concentrações de 

propágulos ou sob condições de estresse, obtenha-se controle biológico eficiente (Nobre 

et al., 2005; Morandi et al., 2008; Nechet et al., 2017), o que não se obtém para todos os 

hospedeiros (Costa et al., 2013). Assim, é importante a dinâmica da sobrevivência de 

antagonistas nos diferentes sítios de atuação, para auxiliar a definir intervalos e estratégias 

de aplicação. 

Na Unidade de Controle Biológico (UCB), vem-se avaliando a eficiência de C. 

rosea no biocontrole de B. cinerea desde a década de 1990. Como mencionado, já se 

obtiveram resultados positivos em vários hospedeiros. Vem-se estudando, também, 

aspectos autoecológicos do antagonista, e se obtiveram resultados contraditórios quanto 

à sobrevivência na parte aérea de hospedeiros e no solo. Assim, delineou-se este trabalho, 

que objetivou quantificar a sobrevivência de C. rosea no filoplano, rizoplano e rizosfera 

de tomateiros.  

 

Metodologia 

  Os experimentos ocorreram na UCB e casa de vegetação do Departamento de 

Fitopatologia da Universidade Federal de Viçosa.  
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Cultivaram-se tomateiros grupo Santa Clara em vasos de 4 L, em substrato com 

proporção de 3L de solo de terriço, 1L de esterco bovino curtido, 20.8g de Osmocote® e 

10.4g de Yoorin®, em casa de vegetação (25±2ºC).  

Usou-se o isolado NCR61/F de C. rosea (Nobre et al., 2005). Cultivou-se o fungo 

em arroz em sacos de polipropileno com filtro, a 25ºC, sob luz fluorescente e 12 h de 

fotoperíodo. Diariamente, revolveram-se os sacos para desfragmentar o micélio e facilitar 

a colonização. Após 10 dias, adicionou-se água destilada esterilizada (ADE) 

(250mL/saco, aproximadamente) e Tween 80 (0,05% v/v). Agitou-se vigorosamente a 

mistura, filtrou-se em camada dupla de gaze, e com auxílio de hemacitômetro, ajustou-se 

a suspensão para 107 conídios de C. rosea.mL-1, que foi usada nos experimentos que se 

seguem, cada um executado por duas vezes.  

 

Sobrevivência no filoplano de tomateiros 

Aos 50 dias do transplantio, no início do florescimento, no terço médio-superior 

de cada tomateiro, marcaram-se aleatoriamente folíolos de tamanho uniforme. Em seis 

plantas, com ajuda de um atomizador Tween nº15 aplicou-se em toda a superfície das 

plantas a suspensão de conídios e, em seis, ADE. Coletaram-se seis folíolos de cada planta 

aos 30 min após a aplicação (dia 0) e aos 3, 6, 12, 24 e 48 dias após. As coletas ocorreram 

nas mesmas plantas, as quais foram distribuídas ao acaso na bancada, onde permaneceram 

durante todo o experimento. Transferiram-se os folíolos para 30 mL de tampão fosfato 

salino (PBS), em tubos de 50mL tipo Falcon, os quais foram agitados em vortex (1 min) 

e sonicados (10 min). De cada tubo, retirou-se 1 mL, que foi transferido para novo tubo 

com 9mL de PBS (10-1), e se diluiu sucessivamente até atingir 10-4.  Transferiu-se 0,2mL 

para meio semi-seletivo (Park et al., 1992) em placas de Petri de 90mm (três placas por 

diluição), que foram mantidas a 25ºC, no escuro. Após 5 dias, avaliou-se o número de 

unidades formadoras de colônia (UFC) de C. rosea em cada placa, adotando-se o intervalo 

de contagem de 30-300 colônias por placa (Bennett et al., 2003). Assim, o limite de 

detecção foi o de 30 UFC.mL-1 na solução de lavagem inicial dos folíolos. Quando 

necessário, efetuaram-se lâminas e isolamento para confirmar a colônia como sendo de 

C. rosea. 

 

Sobrevivência na rizosfera e rizoplano de tomateiros 

Plantaram-se sementes em substrato, em bandejas de isopor de 144 células. Aos 

20 dias do semeio, dez mudas foram retiradas, tiveram as raízes lavadas em água corrente 

e transplantadas para o substrato peneirado em peneiras de 20 Mesh, para facilitar a coleta 
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de amostras, em vasos de 2L. Após 5 dias, ao redor de cinco plantas aplicaram-se, 

homogeneamente, 200 mL da suspensão de conídios e ao redor de outras cinco plantas, 

aplicou-se 200 mL de ADE. Coletaram-se o substrato ao redor das raízes (rizosférico), 

sistema radicular e substrato aderido (rizoplano) e a parte aérea das plantas 1h após a 

aplicação (dia 0) e após 3, 6, 12, 24 e 48 dias. Retirou-se o excesso de substrato das raízes, 

que foram pesadas e transferidas para 30 mL de PBS em tubos Falcon de 50mL, os quais 

foram agitados em vortex (1 min) e sonicados (10 min), e se efetuou diluição seriada até 

10-4, como anteriormente. Do substrato rizosférico, transferiu-se 1g para 9mL de PBS em 

tubos (10-1), homogeneizou-se e diluiu-se sucessivamente até 10-4. De cada diluição das 

amostras de raízes e substrato, transferiram-se 0,2mL para meio semi-seletivo (Park et 

al,1992) em placas de Petri (três placas por diluição), que foram mantidas a 25ºC, no 

escuro. Após 5 dias, avaliou-se o número de unidades formadas de colônia (UFC), 

adotando-se os mesmos padrões do experimento anterior.  

Para avaliar a colonização endofítica, lavaram-se as raízes e parte aérea das 

plantas, as quais foram imersas em álcool 70% (30s), hipoclorito de sódio 1% (1min), 

lavadas por três vezes em ADE e secados em papel filtro sob câmara de fluxo 

laminar.Fragmentaram-se as raízes e, de cada planta, transferiram-se cinco fragmentos de 

0,5cm de comprimento para meio paraquat-cloramfenicol-ágar (PCA) em placas de Petri, 

que foram mantidas a 25ºC, sob luz fluorescente, 12 h de fotoperíodo. Fragmentos de 

raízes não sanitizadas, também foram semeados em PCA.  Após 10 dias, avaliou-se a 

presença de C. rosea. Da parte aérea das plantas, obtiveram-se fragmentos da base 

(interseção com o sistema radicular), nó cotiledonar, folha cotiledonar, caule e folhas 

(terços médio e superior da planta). Do caule, obtiveram-se fragmentos com 3mm de 

espessura e, das folhas, com 0,5cm2. Transferiram-se os fragmentos para meio PCA, e se 

avaliou como anteriormente.   

 

Resultados 

Sobrevivência no filoplano de tomateiros 

  Clonostachys rosea sobreviveu no filoplano até os 48 dias após aplicado (Figura 

4). A população do antagonista foi reduzida abruptamente aos 3 dias após a aplicação; 

posteriormente, a redução foi gradual e mais lenta, até o final das avaliações. Na última, 

em média, havia mais que 70 UFC.mL-1 na suspensão de lavagem dos folíolos. Colônias 

de C. rosea desenvolveram-se nas placas feitas a partir das plantas-testemunha aos 12 

dias após a aplicação. Como o número de colônias foi sempre menor que 30, abaixo do 

limite de detecção, as contagens não foram consideradas nas análises. 
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Figura 4: Unidades formadoras de colônia (UFC) de Clonostachys rosea na suspensão de 

lavagem de folíolos de tomateiros, em diferentes intervalos após aplicação do antagonista. 

Médias de dez repetições. Linha tracejada na horizontal representa o limite de detecção 

da técnica. Barras verticais representam o desvio padrão da média.   

 

Sobrevivência no rizoplano de tomateiros 

  Clonostachys rosea sobreviveu na rizosfera e rizoplano após ser aplicado no 

substrato de cultivo (Figura 5). Na rizosfera, a população do antagonista manteve-se 

estável durante os 48 dias de avaliação, e houve variabilidade na contagem de UFC. No 

rizoplano, a população reduziu-se ao longo do período avaliado. Nas duas últimas 

avaliações, colônias de C. rosea ocorreram em placas das plantas-testemunha, mas o 

número de UFC foi sempre abaixo do limite de detecção adotado.  
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Figura 5: Unidades formadoras de colônia (UFC) de Clonostachys rosea na solução 

preparada a partir do substrato e do sistema radicular de tomateiro em diferentes 

intervalos após aplicação do antagonista. Médias de dez repetições. Linha tracejada na 

horizontal representa o limite de detecção da técnica. Barras verticais representam o 

desvio padrão da média. 

 

Colonização do tomateiro 

A partir do terceiro dia após a aplicação, recuperou-se C. rosea de todos os 

fragmentos da interseção do caule-sistema radicular. Exceto na última coleta, recuperou-

se o antagonista em 80% dos fragmentos (figura 6). Clonostachys rosea também foi 

recuperado de fragmentos do nó cotiledonar (região do hipocótilo) entre 3 e 24 dias após 

a aplicação. O número de fragmentos do nó cotiledonar colonizados foi máximo aos 3 e 

6 dias, mas decresceu e foi 40% na coleta do dia 24. No dia 48, detectou-se colonização 

apenas em fragmentos na interseção caule-sistema radicular. Não se detectou colonização 

do caule e das folhas nos terços médio e superior em qualquer época amostrada. O mesmo 

ocorreu para todas as amostras de fragmentos das plantas- testemunha. 
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Figura 6: Fragmentos de plantas de tomateiro da interseção do caule com a raiz () e do 

nó cotiledonar (☐), colonizados por C. rosea, coletados aos 0, 3, 6, 12, 24 e 48 dias após 

aplicação do antagonista no substrato de plantio. Média de 5 repetições. Barras verticais 

representam o erro padrão da média. 

 

Quanto ao sistema radicular, dos fragmentos não sanitizados recuperou-se C. 

rosea em média superior a 50% de todos os fragmentos em todas as épocas. A 

recuperação do antagonista nos fragmentos aumentou-se até 12 dias após aplicação; após 

24 e 48 dias, recuperaram-se de 60 e 40%, respectivamente. Nos fragmentos sanitizados, 

no dia 0 não se recuperou o antagonista. Nos dias 3, 6, 12, 24 e 48, obtiveram-se 12, 28, 

24 16 e 18% dos fragmentos colonizados (figura 7). Similar ao ocorrido na parte aérea, 

não se visualizou o antagonista em quaisquer amostras das plantas- testemunha. 
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Figura 7: Fragmentos de raízes, não-sanitizados () e sanitizados (☐), colonizados por 

C. rosea e coletados aos 0, 3, 6, 12, 24 e 48 dias após aplicação do antagonista no substrato 

de plantio. Média de 5 repetições. Barras verticais representam o erro padrão da média. 

 

Discussão 

 A versatilidade, competitividade e antagonismo de C. rosea são bem conhecidos 

(Sutton et al., 1997). Além do antagonismo dos quatro isolados brasileiros de C. rosea 

(Nobre et al., 2005) a B. cinerea, comprovado em morango e tomateiro (Cota et al., 

2008ab; Borges et al., 2015), as observações quanto à sobrevivência desses isolados, 

associados ou não a tomateiros eram inconclusivas. Durante 48 dias de avaliação, C. 

rosea isolado NCR61/F sobreviveu no filoplano, rizosfera e rizoplano de tomateiros. 

No filoplano, a sobrevivência reduziu-se ao longo das avaliações, fato 

aparentemente comum para fungos antagonistas no filoplano (Köhl et al. 2000; Guetsky 

et al. 2002; Freeman et al. 2004, Cota et al., 2008a). No presente trabalho, a sobrevivência 

reduziu-se mais abruptamente aos 3 dias após a aplicação. A colonização de tecidos 

foliares de morangueiro pelos isolados brasileiros de C. rosea reduziu-se ao longo de 49 

dias, com maior taxa de redução até 14 dias após aplicados (Cota et al., 2008a). Redução 

abrupta nas populações de isolados de Trichoderma harzianum, T. hamatum, T. atroviride 

e T. longibrachiatum também ocorreram nos primeiros 3 dias após aplicados em 

morangueiros em casa de vegetação (Freeman et al., 2004). Espera-se haver queda 

abrupta na sobrevivência desses fungos, considerando-se que os esporos, inicialmente 
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protegidos no ambiente de cultivo in vitro, são transportados para o ambiente hostil do 

filoplano, onde a baixa disponibilidade de nutrientes e água livre provocam a morte de 

grande parte dos esporos antes mesmo de germinarem (Papavizas, 1985). Há que se 

considerar aspectos bióticos - como a microbiota residente, químicos - como exsudatos 

foliares, e físicos - como a umidade relativa (Cota et al., 2008a) e a radiação ultravioleta 

(Costa et al., 2012, 2013). Mesmo sob condições ambientais adversas, o antagonista pode 

manter o antagonismo e suprimir o patógeno (Morandi, et al., 2008), em vista de sua 

versatilidade e competitividade. É importante, ainda, analisar a relação entre quantidade 

de esporos do antagonista que sobrevivem e a eficiência do biocontrole no filoplano. 

Quando se selecionaram os isolados do antagonista, com aplicação de 103 conídios.mL-1 

suprimiu-se a esporulação de B. cinerea em folhas de tomateiro (Nobre at al., 2005). 

Assim, a princípio, poder-se-ia proteger o tomateiro e controlar B. cinerea com intervalos 

de aplicação entre 12 a 18 dias. Essa observação proveio de ensaios in vitro, e demandam-

se ensaios em casa de vegetação para validá-la.  

O antagonista também sobreviveu na rizosfera, onde a população tendeu a 

permanecer estável, e no rizoplano, onde decresceu. Quando se estudou a sobrevivência 

de outros isolados de C. rosea no solo, verificou-se tendência de aumento de população 

na rizosfera e rizoplano de cenoura e cebola (Bennett et al., 2008) ou de ervilha (Xue, 

2003) e de redução em raízes de pepino (Chatterton et al., 2008, Chatterton & Punja, 

2010). Comumente, há problemas de amostragem em estudos com microrganismos do/no 

solo, o que pode levar à divergência de resultados. No presente trabalho, a redução 

populacional de C. rosea no rizoplano, pode-se dever à amostragem: inicialmente, quando 

o volume radicular era pequeno, amostravam-se as raízes como um todo; a partir de 12 

dias, com o crescimento massal, pode-se ter amostrado regiões das raízes não ocupadas 

pelo fungo. Para a rizosfera, sempre se procurava amostrar o substrato ao redor do colo 

da planta, o que pode ter sido mais representativo. É curioso que o número de fragmentos 

colonizados pelo antagonista aumentou até os 24 dias após a aplicação, mas a intensidade 

de colonização diminuiu. O estudo da colonização por meio de UFC.grama-1 pode, 

também, ter levado a um problema de representação. De qualquer forma, a população de 

C. rosea no solo pode reduzir ao longo do tempo. Este fato foi observado para 

Trichoderma spp., segundo os autores porque os conídios foram aplicados ao solo sem 

adição de nutrientes (Papavizas, 1981, 1985; Beagle-Ristaino & Papavizas, 1985). No 

presente trabalho, também se aplicou C. rosea sem adição de quaisquer nutrientes 

exógenos, que não a matéria orgânica do próprio substrato.  
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Fato importante é que, após aplicado no substrato de cultivo, C. rosea colonizou 

raízes, a interseção caule-raiz e mesmo o nó cotiledonar (região do hipocótilo). Já se 

observou colonização da região da coroa da raiz e do hipocótilo pelo antagonista (Xue 

2003; Chatterton et al., 2008). Apesar de colonizar hastes e raízes mais eficientemente 

que folhas (Saraiva et al., 2015), não se esperava haver colonização sistêmica das plantas, 

considerando-se que o antagonista permanece nas camadas superficiais da epiderme 

(Saraiva, et al., 2015).  De qualquer forma, C. rosea pode se estabelecer endofitica e 

epifiticamente em órgãos de plantas (Sutton et al., 1997, Nobre et al., 2005). Esse fato foi 

novamente constatado no presente trabalho, agora em tomateiro. 

Em conclusão, C. rosea sobrevive por até 48 dias nas superfícies foliar e radicular, 

bem como na rizosfera do tomateiro.  O número de propágulos ativos na superfície foliar 

até 12 dias da aplicação pode propiciar a proteção dos órgãos. Demandam-se estudos em 

casa de vegetação para se certificar de que essa tendência persiste e, principalmente, para 

se avaliar a sobrevivência em hastes feridas, sítios preferenciais de infecção por B. cinerea 

em tomateiros (Borges et al. 2015).  Na rizosfera, os propágulos do fungo permaneceram 

em concentração similar à aplicada inicialmente, e se espera que possam assegurar a 

proteção das raízes a eventuais patógenos. A sobrevivência de C. rosea no solo e na 

superfície da planta poderia ser aumentada, com a adição de nutrientes à suspensão de 

conídios ou o encapsulamento dos mesmos, para fornecer nutrientes exógenos (Shaban 

& El-Komy, 2001). Em condições de casa de vegetação, ambiente mais propício a 

epidemias de B. cinerea em tomateiro, o uso de cobertura plástica de polietileno contendo 

bloqueadores de raios UV-B (Costa et al., 2013) e o maior controle da temperatura e 

umidade poderiam aumentar a sobrevivência do fungo na superfície foliar. Enfim, este 

trabalho apresenta o comportamento do antagonista nos diferentes órgãos da planta. 

Como mencionado, já se conheciam vários aspectos autoecológicos relacionados aos 

isolados brasileiros de C. rosea. Com o presente estudo, preenche-se uma lacuna 

importante para o acervo de conhecimentos sobre o antagonista.  
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Capítulo 3 

Microbiota foliar de tomateiro versus aplicação de Clonostachys rosea NCR61/F  

Resumo 

Clonostachys rosea é antagonista eficiente de Botrytis cinerea em vários hospedeiros, 

mas as relações do antagonista com comunidades microbianas na parte aérea são 

inexploradas. Assim, objetivou-se investigar se a aplicação de C. rosea na parte aérea de 

tomateiros afeta a microbiota foliar. A aplicação de C. rosea reduziu a diversidade da 

comunidade fúngica epifítica, até 12 dias, e da comunidade endofítica até 3 dias após a 

aplicação. Para a comunidade bacteriana epifítica, a diversidade reduziu-se, aos 3 e 12 

dias após a aplicação. As comunidades fúngicas (epífitas e endófitas) de plantas tratadas 

com C. rosea foram diferentes das não tratadas, até 3 dias após a aplicação, e semelhantes 

nos demais períodos. A comunidade bacteriana epifítica de plantas tratadas com C. rosea 

diferiu da comunidade de plantas não tratadas aos 3 dias da aplicação, e foi semelhante 

nos demais períodos. Apesar dessas diferenças, em todas as comunidades afetadas, houve 

resiliência da micobiota, com aumento da diversidade e diminuição de distâncias entre 

comunidades tratadas ou não com o antagonista. A abundância de filos e gêneros 

epifíticos (bacterianos e fúngicos) foi significativamente menor nas plantas tratadas com 

C. rosea, principalmente nos dias iniciais após a aplicação. Os gêneros mais abundante 

em folhas de tomateiro foram Cladosporium (Ascomycota), Acinetobacter 

(Proteobacteria) e Planifilum (Firmicutes). Conclui-se que a aplicação de C. rosea alterou 

a microbiota de folhas de tomateiro mas o efeito ocorreu apenas nos primeiros dias da 

aplicação e foi transiente. Esse trabalho é inédito no Brasil e abre avenidas para novos 

estudos sobre interações de agentes de controle biológico-microbiota de plantas e 

podermos definir estratégias para aumentar a eficiência do controle biológico de 

fitopatógenos. 

 

Introdução 

 O controle biológico tem sido ferramenta importante no manejo de doenças de 

plantas, e o uso de agentes de controle biológico (acb) atende à demanda crescente por 

tecnologias sustentáveis e eficientes de controle (Pal & Gardener, 2006). Embora haja 

consenso sobre os benefícios do uso de acb na agricultura, pouco se conhece sobre os 

efeitos não-alvo das aplicações desses agentes no microbioma de plantas. Em vista dos 

mecanismos de antagonismo – principalmente antibiose, hiperparasitismo e competição 

– pode-se esperar que antagonistas a fitopatógenos causem perturbações nas comunidades 

microbianas, como a redução na diversidade e/ou abundância de outros fungos no 
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ecossistema (Brimer & Boland, 2003, Winding et al., 2004). Essa indagação é importante 

e demanda avaliação, aliada àquela de eficiência de um acb. 

Entre os acb eficientes que possuem os mecanismos mencionados acima, 

encontra-se Clonostachys rosea. Além de antibiose, competição e hiperparasitismo, C. 

rosea também pode produzir enzimas hidrolíticas, para facilitar a penetração e o 

micoparasitismo (Li et al., 2006, Mamarabadi et al., 2008), e outros metabólitos deletérios 

a microrganismos (Rodriguez et al., 2011). Clonostachys rosea controlou Botrytis cinerea 

em roseira, morangueiro e tomateiro, sob diferentes condições (Nobre et al, 2005, 

Morandi et al., 2001, Cota et al., 2008, Borges et al., 2015), bem como Sclerotinia 

sclerotiorum, Magnaporthe grisea, Verticillium dahliae e Fusarium culmorum (Thines et 

al., 1997, Sutton et al., 1997, Rodriguez et al., 2011, Saraiva et al., 2014). Portanto, a 

eficiência de C. rosea é indiscutível, mas o que dizer de seu efeito no agroecossistema? 

Como mencionado, conhece-se pouco acerca das interações do agente de 

biocontrole e microrganismos não alvos. Este conhecimento é, ainda, mais restrito quanto 

a C. rosea, e se obtiveram dois relatos conflitantes relacionados à aplicação do antagonista 

no solo: redução dos grupos de microrganismos da rizosfera de trigo, principalmente 

Glomus intraradices, fungo micorrízico (Ravnskov et al., 2006), e um aparente estímulo 

benéfico à atividade microbiana do solo (Johansen et al., 2005). Com o surgimento da 

novas técnicas de sequenciamento genético, o microbioma de plantas tem sido melhor 

compreendido, e de forma geral têm-se observado que o efeito da aplicação de agentes de 

controle biológico sobre populações de microrganismos residentes em plantas é transiente 

(Massart et al., 2015).  

As interações foliares são menos conhecidas, pois o ambiente filosfera/filoplano 

é menos estudado que o da rizosfera (Massart et al., 2015, Saravanakumar et al., 2017), e 

tem-se buscado entender essas interações (Bulgarelli et al., 2013). As comunidades 

microbianas do filoplano são adaptadas a condições adversas, como poluição do ar, 

radiação ultravioleta e flutuações na temperatura e umidade relativa. Microrganismos do 

filoplano/filosfera podem ter relações tróficas aparentemente neutras com as plantas, mas 

acredita-se que o microbioma foliar desempenha várias funções, como absorver 

nutrientes, manter o crescimento de plantas sob estresse biótico e/ou abiótico e induzir 

resistência a fitopatógenos (Zhang et al., 2008, Massart al., 2015), com papel final 

importante na sanidade das plantas (Perazzolli et al., 2014). Compreender as relações nos 

sistemas acb -microbioma-planta é importante para traçar estratégias de controle do 

patógeno (Massart et al., 2015) e mesmo para definir quanto ao uso ou não do acb.   

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Saravanakumar%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28496167
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 Como mencionado, é provável que os mesmos mecanismos de antagonismo à 

microbiota fitopatogênica podem afetar a microbiota não alvo, e é crescente o número de 

estudos sobre a interação de acb e o microbioma de plantas. Entretanto, as interações C. 

rosea e a microbiota de tomateiro são desconhecidas.  Na Unidade de Controle Biológico, 

em ensaios preliminares, observou-se que amostras retiradas de tomateiros em que se 

aplicou C. rosea geraram poucas culturas de morfoespécies fúngicas nos dias que se 

seguiram à aplicação. Em amostras obtidas ao longo dos dias, houve redução de colônias 

do antagonista e aumento do número de morfoespécies fúngicas. Esses indícios, a 

escassez dos relatos sobre os efeitos de agentes de controle biológico sobre o microbioma 

e a importância do tema nortearam esse trabalho. Assim, objetivou-se investigar se a 

aplicação de C. rosea na parte aérea afeta o microbioma foliar do tomateiro.  

  

Metodologia 

Desenho experimental e amostragem 

Os experimentos ocorreram na Unidade de Controle Biológico, casa de vegetação e 

Laboratório de Biologia de Populações de fitopatógenos do Departamento de 

Fitopatologia e no Laboratório de Microbiologia de Anaeróbios, do Departamento de 

Microbiologia da Universidade Federal de Viçosa, Minas Gerais, Brasil. Usou-se o 

isolado NCR61/F de C. rosea (Nobre et al., 2005), cultivado em arroz em sacos de 

polipropileno com filtro, a 25ºC e 12h de fotoperíodo, sob luz fluorescente. Diariamente, 

revolveu-se o substrato para favorecer a colonização fúngica. Após 10 dias, adicionaram-

se água destilada esterilizada (ADE) e Tween 80 (0,05% v/v), 250 mL/saco. Agitou-se a 

mistura, filtrou-se em camada dupla de gaze e ajustou-se a suspensão para 107 

conídios.mL-1, com auxílio de hemacitômetro. 

Cultivaram-se tomateiros, grupo Santa Clara, em substrato contendo 3L de solo de 

terriço, 1L de esterco bovino curtido, 20.8g de Osmocote® e 10.4g de Yoorin®, em vasos 

de 4L, em casa de vegetação, a 25±2ºC. No início do estádio reprodutivo (aos 50 dias do 

transplantio), marcaram-se aleatoriamente folíolos de tamanho uniforme no terço médio-

superior de cada planta, e aspergiu-se em toda superfície da planta, suspensão de conídios 

de C. rosea ou ADE. Após 30 min (dia 0) e 3, 6 12, 24 e 48 dias da aplicação, de cada 

planta coletaram-se seis folíolos, que foram transferidos para 30 mL de tampão fosfato 

salino (PBS) em tubos tipo Falcon de 50mL, que foram vortexados (1 min) e sonicados 

(10 min). Retiraram-se os folíolos, e se centrifugou a suspensão de lavagem a 22000 x g 

a 4ºC por 30 min. Descartou-se o sobrenadante, e a partir dos pellets formados, procedeu-

se à extração de DNA. 
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Os folíolos foram lavados por duas vezes em hipoclorito de sódio 0,5% e ADE, secos 

em câmara de fluxo laminar e armazenados a -80ºC. No momento do uso, foram 

seccionados em fragmentos de 4mm2 e se transferiram 2g para 8mL de PBS em tubos 

tipo Falcon de 15mL, que foram mantidos horizontalmente, a 22ºC, no escuro, sob 

agitação a 100rpm. Após12h, filtrou-se em camada dupla gaze em novo tubo, centrifugou-

se a 22000 x g a 4ºC por 30 min, descartou-se o sobrenadante e procedeu-se à extração 

de DNA. 

 

Extração de DNA  

Para a extração, adotou-se o protocolo de Stevenson e Weimer (2007), com 

modificações. Em cada tubo com o pellet, adicionaram-se 400 µL tampão de extração 

(100mM de Tris/HCL, 10mM de EDTA e 0,15M de NaCl, pH 8,0). O pellet foi 

ressuspendido, homogeneizado em vortex (1 min), e o conteúdo transferido para tubos 

plásticos de 2mL resfriados. A cada tubo, adicionaram-se 500mg de beads de 

zircônio/sílica de 0,1mm de diâmetro, 50µl de dodecil sulfato de sódio (SDS) 20% e 

500µL de fenol equilibrado. Agitaram-se os tubos em macerador (Bead-Beater 24) por 2 

min, por duas vezes. Entre as agitações, mantiveram-se os tubos a 60ºC por 10 min. Após, 

centrifugou-se a mistura a 14000 rpm por 5 min. O sobrenadante foi pipetado e transferido 

para 500µL de clorofórmio resfriado em novo tubo. Agitaram-se os tubos por inversão 

durante 5 min e se centrifugou a 14000 rpm por 5 min. O sobrenadante foi pipetado 

cuidadosamente e transferido para volume equivalente de isopropanol resfriado em novo 

tubo, que foi invertido por 1 min e mantido a -20ºC durante 6 h. Centrifugou-se como 

anteriormente e lavou-se o pellet formado por duas vezes em etanol resfriado (70%); após 

cada lavagem, centrifugaram-se os tubos e se descartou o sobrenadante. Deixou-se secar 

por 30 min, para o etanol evaporar, e ressuspendeu-se cada pellet em 50 µL de Tris-EDTA 

1x (TE) e 1,5µL de RNAse. Os tubos foram mantidos a 37ºC por 20 min e armazenados 

a 1ºC.  Após as extrações, quantificou-se o DNA e aferiu-se sua integridade, em gel de 

agarose 1%, corado com Gel RedTM. Após diluir o DNA de microrganismos epifíticos e 

endofíticos para 50 ƞg.µL-1, estocou-se a -20ºC.   

 

Microbioma de tomateiros acessado por eletroforese em gel com gradiente 

desnaturante (PCR-DGGE) 

Para se avalair as alterações nas comunidades microbianas após aplicar C. rosea, 

inicialmente, usou-se a estratégia da PCR-DGGE. Amplificaram-se os DNAs de fungos 

e bactérias epifíticos e endofíticos com marcadores universais. Para a comunidade 
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bacteriana, amplificou-se a região V3 do gene rRNA 16S (Muyzer et al., 1993) com 

iniciadores 341f-GC/518r (Muhling et al., 2008). Para a comunidade fúngica, amplificou-

se a região ITS1 com iniciadores ITS1fGC/ITS2 (White et al., 1990).  

As reações de PCR ocorreram em tubos de 200µL para o volume final de 25µL 

da solução de reagentes: 2,5 µL do Tampão GoTaq® Reaction Buffer (5X), 2,0 µL de 

MgCl2 (25 mM) 2,0 µL de dNTPs (2 mM), 0,3 µL de primer forward (10 µM), 0,3µL de 

primer reverse (10 µM), 0,5µL de GoTaq® DNA polimerase (5 un./µL), 2µL de BSA (2 

mg/mL), 1,0 µL de DNA (20 ng/ µL), água ultrapura e DNA. Usou-se o termociclador 

Mastercycler® Nexus Eppendorf. Para amplificar sequências bacterianas, usou-se o 

protocolo de execução da PCR de Muhling et al. (2008), com modificações. Inicialmente, 

aqueceram-se as soluções a 96ºC por 4 min, para desnaturação, e se realizaram 35 ciclos 

de amplificação. Em cada ciclo, as soluções foram mantidas sucessivamente a 96°C (1 

min), 56ºC (1 min) e 72ºC (30 s). Após os ciclos de amplificação, mantiveram-se os tubos 

a 72ºC por 5 min para a extensão final.  Para a comunidade fúngica, executou-se a PCR 

segundo o protocolo de Liu et al. (2015). Em todas as reações, o controle negativo 

consistiu da solução com reagentes da PCR e água ultrapura ao invés de DNA molde. Os 

amplicons foram testados em gel de agarose 1,8%, corado com Gel RedTM Biotium e o 

peso molecular foi contrastado com marcador de DNA de 100pb. 

Para a DGGE, prepararam-se géis verticais de poliacrilamida (acrilamida: N,N’-

metilenobisacrilamida 37,5:1) com gradiente desnaturante de ureia e formamida em 

tampão TAE 1x, no equipamento DGGE-2401 (C.B.S. Scientific Company, USA). Para 

os amplicons bacterianos, usou-se gel a 80g/l (8%) e gradiente desnaturante variando 

linearmente de 40% a 60%; para os amplicons fúngicos, usou-se gel a 60g/l e gradiente 

desnaturante de 35 a 55%.    

Para preparar as soluções desnaturantes, misturaram-se soluções estoque de 

poliacrilamida: uma com 100% de agentes desnaturantes (uréia 7 M e formamida 

deionizada 400 mL/L) e uma sem ambos. A cada solução adicionaram-se 3,6 mL/L de 

persulfato de amônio (100 g/L) [polimerizador] e 0,43 mL/L de TEMED (N,N,N‟,N‟- 

tetrametiletileno diamino). Nas soluções a 55 e 60%, adicionaram-se 20 µL de corante 

(azul de bromofenol 5 g/L; xileno cianol 5 g/L e TAE 1X) para visualizar o gradiente. 

Para haver polimerização do gel, aguardaram-se 3h para aplicar as amostras.  

Para cada comunidade, misturaram-se os produtos da PCR das repetições de cada 

tratamento e época de coleta e se obtiveram 12 amostras de microrganismos epifíticos e 

12 de endofíticos. De cada amostra, misturaram-se 8 µL a 8 µL do tampão de amostra 

(azul de bromofenol 0,5 g/L; xileno cianol 0,5 g/L; glicerol 70% e TAE 1 X). 
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Homogeneizou-se e aplicou-se a mistura a canaletas do gel de poliacrilamida. Como 

marcador, aplicado nas extremidades do gel, para bactérias, usou-se uma mistura de 

fragmentos de rRNA 16S de Escherichia coli ATCC 29214 (γ-Proteobacteria), 

Salmonella enterica typhimurium ATCC 14028 (γ- Proteobacteria), Bacillus cereus 

ATCC 14579 (Firmicutes) e Lactococcus lactis ATCC 19435 (Firmicutes); para fungos, 

usou-se uma mistura de fragmentos da região ITS1 de Trichoderma harzianum, 

Pseudocercospora ulei, Geotrichum sp. e Mucor sp.  

A eletroforese ocorreu a 60ºC e 90 V constante, durante 15h. Coraram-se os géis 

por 20 min com solução de SYBR® Gold (Invitrogen). As imagens foram visualizadas e 

foto-documentadas em sistema de digitalização de imagem Eagle Eye™ (Stratagene) e 

analisadas com o software BioNumerics® Maths, v.6.6. Geraram-se matrizes binárias de 

presença e ausência de bandas e, com o programa Paleontological Statistics Software 

Package for Education and Data Analysis (PAST), calcularam-se os índices de riqueza e 

de diversidade. Adicionalmente, realizou-se análise de agrupamento, e geraram-se 

dendogramas segundo o método UPGMA (unweighted pair group method with arithmetic 

mean) com base na matriz binária de presença e ausência de bandas e no coeficiente de 

Dice de similaridade. 

 

Mi crobioma de tomateiro acessado por DNA metabarcoding 

Transferiram-se amostras de DNA de três repetições de cada tratamento, endofíticos 

e epifíticos para placas de PCR com 96 poços. Liofilizou-se o DNA, selou-se a placa e se 

enviaram as amostras ao Argonne National Laboratory (Illinois, USA) 

(http://www.anl.gov/), para sequenciamento. Usou-se a plataforma Illumina MiSeq® 

(Coporaso et al., 2012). Para amplificação, usaram-se marcadores para as regiões V4 do 

SSU rRNA 16S, com os primers 515F (5’- GTGCCAGCMGCCGCGGTAA-3’) a 806R 

(5’- -GGACTACHVGGGTW-TCTAAT-3’), para bactérias (Caporaso et al., 2011), e a 

região ITS1 com primers ITS1F (5’ -CTTGGCCATTTAGAGGAAGTAA-3’) e ITS2 (5’ 

– GCTGCGTTC-TTCATCGATGC-3’) para fungos (White et al., 1990).   

 

Análise de dados 

Analisaram-se os dados do sequenciamento com o Quantitative Insights Into 

Microbial Ecology Software (Qiime 1.9.1) (Caporaso et al., 2010), com os protocolos 

para sequências 16S e ITS do Brazilian Microbiome Project (BMP) disponível em: 

http://brmicrobiome.org (Pylro et al., 2014) para filtrar sequências com baixa qualidade, 

agrupar sequências com alta similaridade e efetuar análises de diversidade. Na etapa de 

http://www.anl.gov/
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limpeza, descartaram-se sequências de tamanho menor que 140pb, qualidade inferior a 

25 na escala de Phred e uma ou mais bases ambíguas. Com o auxílio do programa ITSx 

(Bengtsson-Palme et al. 2013), manteve-se apenas a região ITS1 de alta variabilidade. 

Agruparam-se as sequências fúngicas remanescentes em Unidades Taxonômicas 

Operacionais (OTUs) a 97% de identidade, usando-se o método Upsarse (Edgar 2013). 

Agrupou-se cada OTU em taxa específicos, por meio da ferramenta blast do Qiime. Para 

a anotação taxonômica de bactérias, usou-se o banco de dados do GreenGenes (DeSantis 

et al., 2006); para fungos, o banco UNITE (Koljalg et al. 2014). Adotou-se a estratégia 

de rarefação para igualar o número de sequências por amostras. A cobertura Good (Good, 

1953) foi calculada e os valores sempre foram maiores que 0.9 para todas as amostras. 

A partir das matrizes de OTUs, calcularam-se índice de diversidade de Simpson, 

de riqueza Chao1, equitabilidade e curvas de rarefação. Estimou-se a beta diversidade 

com base na matriz de distância pelo método de Unifrac, para bactérias, e pelo método de 

Bray-Curtis (Bray & Curtis, 1957), para fungos. Efetuaram-se análises de coordenadas 

principais (PCoA), e gráficos de abundâncias com a ferramenta/pacote Phylloseq 

(MacMurdie & Holmes, 2013) e o programa R (Team 2012). Calcularam-se as 

abundâncias relativas de filos fúngicos e bacterianos, e e estudou-se a dinâmica temporal 

das abundâncias dos gêneros fúngicos e bacterianos mais presentes em plantas tratadas 

com o antagonista em relação às testemunhas. Para as OTUs não classificadas com base 

nos bancos de dados do Unite (fungos) e do greengenes (bactérias), compararam-se as 

sequências com o banco de dados do National Center for Biotechnology Information 

(NCBI), por meio da ferramenta BLAST®. Para definir as sequências a se comparar, 

adotaram-se os critérios: menor e-value, maior bitscore, maior cobertura e maior 

identidade entre sequências.  

 

Resultados 

Microbiota de tomateiro acessado por eletroforese em gel com gradiente 

desnaturante 

 A diversidade e riqueza do microbioma alteraram-se nos primeiros dias após 

aplicação do antagonista. Assim, alterações ocorreram nas comunidades bacterianas 

endofíticas e epifíticas filoplano (Figura 8-A, B) e mais acentuadamente nas comunidades 

fúngicas epifíticas (Figura 8D) que nas endofíticas, nas quais menores valores de riqueza 

e diversidade ocorreram aos 6 dias após a aplicação (Figura 8C). Nas coletas posteriores, 

ocorreu efeito de recomposição, e microbioma de plantas tratadas tendeu ao equilíbrio, 

como nas não tratadas.  
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 Pela análise dos dendrogramas, ocorreu baixa similaridade entre comunidades 

bacterianas de plantas tratadas ou não, que explicassem o comportamento da comunidade 

ao longo do tempo (Figura 9, A e B). Para as comunidades fúngicas, houve maior 

similaridade e separação das comunidades das plantas tratadas ou não com C. rosea, nos 

diferentes tempos avaliados (Figura 9, C e D). 

 

Figura 8: Índices de riqueza (Chao) e de diversidade (Shannon Wiener), gerados a partir 

da matriz de presença e ausência do perfil eletroforético de microbioma de tomateiros 

tratados com Clonostachys rosea ou água.  A e B: Bactérias, endofíticas (A) e epifíticas 

(B). C e D: Fungos, endofíticos (C) e epifíticos (D). 
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Figura 9: Dendogramas gerados a partir dos perfis eletroforéticos do microbioma de tomateiros em diferentes intervalos após aplicação de Clonostachys 

rosea (Cr) ou água (T). A e B: Sequências do gene rRNA 16S para bactérias endofíticas (A) e epifíticas (B). C e D: Sequências da região ITS para fungos 

endofíticos (C) e epifíticos (D).  A escala associada aos dendogramas representa o índice Dice de similaridade (%) entre amostras ou grupos de amostras. 



44 
 

Microbioma de tomateiro acessado por DNA metabarcoding  

Dados do sequenciamento 

Após eliminar sequências de baixa qualidade, retirar quimeras e sequências 

indesejadas, como de cloroplastos e mitocôndrias, obtiveram-se totais variados de 

sequências (tabela 2). Visando minimizar os efeitos da cobertura do sequenciamento na 

análise de diversidade e comparação de taxa, aplicou-se o método de rarefação, e reduziu-

se o total de sequências obtidas em cada amostra. As estimativas da diversidade alfa e 

beta foram baseadas em matrizes de OTU uniformemente rarefeitas.  

 

Tabela 2: Números de sequências, antes e após a retirada de sequências de baixa 

qualidade, quimeras e sequências ambíguas, número de OTU´s e cobertura do 

sequenciamento de amostras fúngicas e bacterianas, endofíticas e epifíticas do 

microbioma de tomateiro.  

Grupo Local Número de sequências Número de OTUs¹ Coverage 

Total Após limpeza 

Bacteria Epifítico 296425 266165 1174 0.97 

Endofítico 761866 460770 79 0.99 

Fungi Epifítico 846384 205010 888 0.96 

Endofítico 761866 304040 484 0.99 

¹OTU´s obtidas pelo método Usearch, usando como ponto de corte o valor de 97% 

 

Diversidade 

A aplicação de C. rosea afetou a diversidade alfa de comunidades fúngicas e 

bacterianas, considerando-se os índices de riqueza Chao1 e Equitabilidade e diversidade 

Simpson (Figura 10). Até 12 dias da aplicação, a riqueza e a diversidade da comunidade 

fúngica epifítica de plantas tratadas com C. rosea foram menores que a de plantas tratadas 

apenas com água (Figura 10A). Na comunidade fúngica endofítica, esse efeito ocorreu 

aos 0 e 3 dias da aplicação do antagonista (Figura 10B). Durante o período avaliado, a 

riqueza e diversidade tenderam a reduzir nas comunidades endofíticas de plantas não 

tratadas com o antagonista  

Na comunidade bacteriana epifítica, a diversidade e riqueza variaram, com valores 

menores valores de riqueza aos 3 dias da aplicação e menores valores de diversidade aos 

3 e 12 dias da aplicação (Figura 10C). Na comunidade bacteriana endofítica, a diversidade 

em todas as épocas foi semelhante, em plantas, tratadas ou não com C. rosea, enquanto 

na comunidade epifítica, a diversidade e riqueza reduziram-se nas plantas tratadas ou não 

(Figura 10D).  
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Figura 10: Índices de riqueza (Chao1), Equitabilidade (evenness) e de diversidade 

(Simpson) do microbioma de tomateiros em diferentes intervalos após aplicação de 

Clonostachys rosea (linha azul) ou água (linha vermelha). A e B: Fungos, epifíticos (A) 

e endofíticos (B). C e D: Bactérias, epifíticas (C) e endofíticas (D).   

 

 Pela análise de coordenadas principais (PCoA), houve grande variação nas 

comunidades fúngicas. Tanto a comunidade epifítica (Figura 11A) como a endofítica 

(Figura 11B), de plantas tratadas com C. rosea, diferiram da comunidade das não tratadas 

aos 0 e 3 dias de aplicação, com baixa diversidade. Nas coletas posteriores, a diversidade 

aumentou, a microbiota se recompôs, e a diversidade das comunidades de plantas tratadas 

ou não com C. rosea foram semelhantes nas coletas finais.  

As comunidades bacterianas epifíticas de plantas tratadas com C. rosea diferiram 

das tratadas apenas com água, aos 3 dias da aplicação, e foram semelhantes nos demais 

períodos (Figura 11C). Houve pouca alteração nas comunidades bacterianas endofíticas, 

que foram semelhantes durante todo o período avaliado (Figura 11D).   
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Figura 11: Coordenadas principais (PC), obtidas por meio da matriz de dissimilaridade, 

de microbioma de tomateiros em diferentes intervalos após aplicação de Clonostachys 

rosea (triângulos) ou água (círculos). A e B: Matriz de Bray-Curtis, para fungos epifíticos 

(A) e endofíticos (B).  C e D: Método Unifrac, para bactérias epifíticas (C) e endofíticas 

(D). Heatmaps na vertival, apresentam agrupamentos de OTU´s de plantas tratadas com 

o antagonista e na horizontal de plantas tratadas com água.  

 

Abundância relativa 

Os filos fúngicos Ascomycota e Basidiomycota foram os mais abundantes em 

folhas de tomateiro. Os ascomicota representaram mais de 50% da diversidade fúngica, 

enquanto os basidiomicota tiveram mais de 9%; dentre os mais representativos. Não se 

conseguiu alocar 40% das OTUs de fungos epifíticos e 39,5% das de endofíticos, segundo 
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o banco de dados do UNITE. Em ambos os locais da folha, percebeu-se alterações nas 

abundâncias relativas, dos filos fúngicos nos dias iniciais da aplicação (figura 12B, D). 

Em bactérias do filoplano, predominaram os filos: proteobacteria (38,2%), 

firmicutes (8,6%), actinobacterias (7,4%), cianobactérias (3,6%) e bacterioidetes (1,7%). 

Endofiticamente, predominaram: proteobacteria (85,4%), firmicutes (13,1%), 

cianobactéria (1,1%) e bacterioidetes (0,2%). Apesar disso, na superfície foliar maior 

número de filos abundantes pôde ser observado. No interior das folhas de plantas tratadas 

com C. rosea houve menor abundâncias dos filos firmicutes e maior de proteobacteria, 

que foi predominante. (Figura12A, C). 

Para minimizar o número de microrganismos não classificados, sempre que 

necessário, compararam-se as sequências de OTUs com o banco de dados do NCBI, por 

meio da ferramenta BLAST, e identificaram-se os gêneros mais abundantes em cada caso.  

O gênero Cladosporium foi o mais abundante em folhas de tomateiro. No filoplano os 

gêneros mais abundantes foram Alternaria, Catenulostroma, Cladosporium, 

Clonostachys, Fusarium, Nigrospora, Resinicium, Schyzophyllum. Destes, a grande 

maioria, sofreram redução em abundância, nas plantas tratadas com Clonostachys rosea 

nos dias iniciais a aplicação (Figura 13). Posteriormente, houve aumento da abundância 

de todos os gêneros, em plantas tratadas ou não com C. rosea. A abundância de alguns 

gêneros, como Fusarium, reduziu-se com o tempo, principalmente nas plantas não 

tratadas. Endofiticamente, os gêneros mais abundantes foram: Alternaria, Aspergillus, 

Candida, Cercospora, Cladosporium, Cochiobolus, Exserohilum, Fusarium, 

Mycosphaerella e Nigrospora. Semelhante à superfície foliar, a maioria dos gêneros foi 

menos abundantes em plantas tratadas com Clonostachys rosea principalmente nos dias 

iniciais após a aplicação. O gênero, Clonostachys foi muito abundante nas plantas onde 

se aplicou C. rosea NCR61F, mas também ocorreu naquelas não tratadas.  

Considerando-se as bactérias, observou-se, maior número de gêneros com valores 

altos de abundância no filoplano, destacando-se Acinetobacter, Aeromonas, 

Arthrobacter, Bacillus, Brevundimonas, Candidatus Portiera, Enterobacter, Janibacter, 

Methylobacterium, Planifilum, Pseudomonas e Sphingomonas como os mais abundantes 

(Figura 13). As abundâncias relativas dos gêneros citados variaram entre plantas tratadas 

ou não com C. rosea, mas houve a tendência de redução das abundâncias relativas em 

plantas tratadas com o antagonista nos dias iniciais. Destaque para o gênero Bacillus que 

teve a abundância menor pela aplicação de C. rosea. Endofiticamente, número menor de 

gêneros com alta abundãncia foi observado. Visualizaram-se poucas alterações nas 

abundâncias dos gêneros em plantas tratadas com C. rosea ou não. Similarmente a 
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superfície foliar, o gênero Bacillus teve menor abundância em plantas tratadas com o 

antagonista, já o gênero Pseudomonas teve sua abundância aumentada 3 dias após a 

aplicação de C. rosea. 

 

Figura 12: Abundâncias relativas de filos bacterianos epifíticos (A) e endofíticos (C); e 
fúngicos epifíticos (B) e endofíticos (D) de plantas de tomateiro, coletados aos 0, 3, 12 e 
24 dias após a aplicação de água ou Clonostachys rosea 
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Figura 13: Abundância relativa de gêneros fúngicos e bacterianos, epifíticos e endofíticos em tomateiros aplicados com Clonostachys rosea em relação 

aos aplicados com água apenas. Valores positivos ou negativos representam maior ou menor abundância do gênero em relação ao controle (água) em 

diferentes dias após a inoculação  
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Discussão 

O estudo do efeito da aplicação de acb é restrito às interações com fitopatógenos 

e plantas. Mas, já hás estudos mostrando as relações de antagonistas com as comunidades 

não-alvo, principalmente na rizosfera (Massart et al., 2015). Entretanto, há poucas 

informações sobre o filoplano (Perazzoli et al., 2014). Embora, haja tendência crescente 

de investigações sobre o tema, não se encontraram publicações relacionadas quanto os 

efeitos de C. rosea na microbiota de tomateiro. No presente trabalho, elucidam-se aos 

efeitos da aplicação de C. rosea NCR61/F na microbiota foliar de tomateiros, por meio 

de duas abordagens: PCR-DGGE e sequenciamento de nova geração (NGS). Como 

tendência geral, a aplicação de C. rosea não alterou o padrão das comunidades bacterianas 

e fúngicas de folhas de tomateiro. A diversidade, uniformidade e composição reduziram-

se inicialmente, mas houve efeito resiliente, com poucas diferenças nessas comunidades 

nas últimas coletas do estudo. 

Adotou-se a PCR-DGGE, considerada eficaz para o estudo de perturbações em 

comunidades microbianas (Muyzer & Smalla, 1998). A técnica foi útil para comparar 

agrupamentos de plantas tratadas ou não com o antagonista. Detectaram-se alterações na 

diversidade e principalmente agrupamentos entre amostras do mesmo tratamento. A partir 

das análises de diversidade, percebeu-se haver maior perturbação nos dias iniciais após a 

aplicação, mas com respostas distintas quanto à riqueza e diversidade para comunidades 

de plantas tratadas ou não com C. rosea.  

Com o sequenciamento das amostras de DNA, obteve-se grande número de 

sequências que foram agrupadas em OTUs. A partir das matrizes de rarefação, 

determinou-se a diversidade associada às comunidades bacterianas e fúngicas, epifíticas 

e endofíticas ao longo do tempo. Como já observado, os valores de riqueza e diversidade 

foram menores nos dias iniciais após aplicação de C. rosea. Houve maior alteração nas 

comunidades fúngicas que nas comunidades bacterianas do filoplano. Clonostachys rosea 

é reconhecidamente antagonista a fungos, mas não a bactérias. Entretanto, mesmo nas 

comunidades fúngicas, houve o efeito resiliente: com a dinâmica temporal e crescimento 

do tomateiro, a riqueza e a diversidade nas plantas tratadas foram se assemelhando às das 

não tratadas.  

Com a análise de PCoA, avaliou-se a alteração na microbiota após a aplicação de 

C. rosea.  As comunidades fúngicas epifíticas dos tomateiros tratados foram distintas 

daquelas de tomateiros não tratados nos três primeiros dias do tratamento. Seguiu-se o 

estreitamento das distâncias das comunidades de plantas tratadas ou não, com menores 

diferenças entre essas comunidades. Esses dados corroboram os de alfa diversidade e 
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pode-se depreender que, após a perturbação inicial, as comunidades microbianas foliares 

podem se recompor (Perazzoli et al., 2014; Massart et al., 2015). Considerando-se as 

comunidades bacterianas de plantas tratadas ou não, nas epifíticas ocorreram diferenças 

mais visíveis aos 3 dias da aplicação; as comunidades endofíticas de plantas tratadas às 

das não tratadas, em todas as épocas. Vários autores já observaram este efeito transitório 

na microbiota de plantas após a aplicação de acb (Scherwinski et al., 2007; Buddrus-

Schiemann et al., 2010; Chen et al., 2013; Chowdhury et al., 2013; Yin et al., 2013, 

Perazzolli e al., 2014). Na maioria das constatações, a composição microbiana retornou 

ao estado similar ao de populações de plantas não tratadas (Massart et al., 2015). 

Mudanças nas populações podem ocorrer, com ou sem a presença dos antagonistas 

(Copeland et al., 2015), o que deve ser considerado em estudos futuros. 

A redução da diversidade e riqueza de fungos epifíticos, até 3 dias da aplicação, 

provavelmente seja um artefato experimental: como C. rosea foi aplicado “massalmente 

(106conídios/ mL de água) na superfície foliar, nas amostragens iniciais capturaram-se 

mais propágulos do antagonista do que da microbiota residente. Em vista do potencial 

competitivo (Sutton et al., 1997), há possibilidade de C. rosea ter competido com a 

microbiota e deslocado microrganismos, principalmente nos dias iniciais após aplicação. 

Vale mencionar que o isolado NCR61/F, aqui usado, pode produzir compostos tóxicos a 

B. cinerea (capítulo 1) e que, apesar de sobreviver no filoplano de tomateiros por até 48 

dias, há redução abrupta na população do isolado já aos 3 dias pós-aplicação (capítulo 2). 

Assim, é provável que o efeito na microbiota até os 3 dias decorra da amostragem e da 

presença do antagonista e de compostos que produz. Com a passagem dos dias, a 

população de C. rosea diminui e os compostos que produz diluem-se no filoplano. 

Adicionalmente, o crescimento foliar também auxilia a “diluir” os efeitos do antagonista. 

Como mencionado, a riqueza e a diversidade da comunidade bacteriana epifítica 

de plantas tratadas não se alteraram imediatamente após a aplicação do antagonista, e sim 

após 3 e 12 dias. As reduções na diversidade dessas comunidades podem estar associadas 

a metabólitos secundários produzidos por C. rosea, como peptaibols, glisopreninas e 

birssorbicilinoides que têm ação antibiótica (Zhai et al., 2016). Novamente, vale 

mencionar que se isolaram compostos dessas famílias do caldo de cultivo do fungo 

(capítulo 1).  Neste trabalho, cultivou-se o fungo em grãos de arroz durante 10 dias, 

preparou-se suspensão de conídios e se aplicou C. rosea nos tomateiros. É provável que 

metabólitos produzidos no substrato estivessem solúveis na suspensão de conídios e, após 

a aplicação, tenham sido tóxicos à população de bactérias sensíveis.  
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Em geral, a riqueza e diversidade de bactérias no filoplano diminuíram ao longo 

do período avaliado. A composição e a abundância de microrganismos na folha podem 

estar associadas a condições ambientais, sazonais (Copeland et al., 2015) e à idade dos 

tecidos foliares (Wagner et al., 2016). Conduziu-se o presente experimento em condições 

de casa de vegetação, e se espera que os efeitos sazonais e ambientais sejam desprezíveis. 

No início do experimento, no terço superior de tomateiros marcaram-se folíolos, os quais, 

ao final do experimento, eram mais velhos (até 48 dias) que os da primeira amostragem.  

Assim, é válido considerar que a idade dos tecidos tenha afetado as populações.  

Em termos de abundância relativa de fungos, epifítica e endofiticamente, nas 

plantas tratadas, os Ascomycota foram os mais abundantes, com mais de 50% da 

abundância. A maioria de fungos epifíticos, inclusive C. rosea, é forma mitospórica de 

Ascomycetes, o que se refletiu na abundância. Nas plantas não tratadas, os Basidiomycota 

foram os mais abundantes, apesar dos valores baixos. Quanto à abundância relativa de 

bactérias, detectou-se predominância de proteobacterias. O microbioma foliar é diverso, 

e sua composição depende de vários fatores. Em estudo do microbioma epifítico de 

tomateiro, observaram-se composições diferentes de gêneros fúngicos e bacterianos em 

diferentes órgãos e regiões da planta (Ottenssen et al., 2013), e a abundância de filos 

bacterianos e fúngicos foram similares aos aqui obtidos.  

 A abundância dos gêneros fúngicos e bacterianos epifíticos foi menor em plantas 

tratadas, enquanto a abundância de gêneros endofíticos foi semelhante nas plantas 

tratadas ou não. A partir dessa observação, analisaram-se os gêneros fúngicos e 

bacterianos mais abundantes. Nas plantas tratadas, nos dias iniciais, a abundância de 

vários gêneros fúngicos, como Cladosporium, e de gêneros bacterianos reduziu-se 

principalmente no filoplano. Por outro lado, ocorreram poucas alterações entre plantas 

tratadas e não tratadas quanto à abundância dos organismos endofíticos. Esses resultados 

são importantes, quando se consideram microrganismos endofíticos benéficos, cujas 

populações, aparentemente, não foram reduzidas com a aplicação de C. rosea.  

Tradicionalmente, os estudos relacionados ao controle biológico priorizam as 

interações antagonista-patógeno e antagonista-hospedeiro. Entretanto, há necessidade de 

entender as interações antagonista-microbiota, e há tendência crescente de publicações 

no tema. No Brasil, os estudos destas interações são raros. Assim, os resultados aqui 

obtidos são inéditos, principalmente considerando-se a interação C. rosea-microbita de 

tomateiro. Como o ambiente foliar de tomateiro é diverso (Ottensen et al., 2013) e sítio 

de infecções para vários patógenos, entender a dinâmica da microbiota local e os efeitos 

não-alvo da aplicação de antagonistas, será importante para avaliar estratégias do controle 
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biológico.  O trabalho aqui também é importante porque lança mão de ferramentas 

moleculares para entender a dinâmica do microbiota foliar. Considerando o já discutido, 

a longo prazo uma aplicação de C. rosea não é deletéria à microbiota do tomateiro. Há 

necessidade de se avaliar se um programa de manejo que envolva maior número de 

aplicações também não o seja.    
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CONCLUSÕES E CONSIDERAÇÕES FINAIS 

  

Metabólitos produzidos em cultivo por Clonostachys rosea, tiveram atividade 

supressiva a Botrytis cinerea. Maior eficiência em reduzir o crescimento de B. cinerea e 

na produção de diferentes metabólitos foram obtidos com maior tempo de incubação do 

antagonista. Destacam-se a grande produção de glisopreninas e bissorbicilinoides, 

metabólitos comumente produzidos por outros isolados de C. rosea, e que são supressivos 

a patógenos. Os próximos trabalhos poderão revelar quais dos metabólitos, são 

isoladamente os mais supressivos ao patógeno. 

A dinâmica temporal da sobrevivência do antagonista em plantas de tomateiro, 

pôde também ser melhor compreendida. O antagonista sobreviveu no filoplano, rizoplano 

e rizosfera do tomateiro durante 48 dias; a sobrevivência decresceu no filoplano e 

rizoplano, mas curiosamente manteve-se estável na rizosfera. A sobrevivência do 

antagonista pode impactar diretamente o controle da doença, e é conhecimento importante 

para determinar intervalos de aplicação. 

A aplicação de Clonostachys rosea alterou o microbioma foliar de tomateiro, de 

forma transiente. Grupos fúngicos foram mais alterados pela aplicação do antagonista que 

bacterianos. Como visto, existe a redução no número de propágulos viáveis de C. rosea 

ao longo do tempo na superfície foliar e a recomposição do microbioma pode estar 

relacionado a menor presença do antagonista. Esses resultados sugerem que as alterações 

no microbioma de plantas de tomateiro, ocasionadas pela aplicação de C. rosea, são 

mínimas, e a microbiota consegue restabelecer-se ao longo do tempo. A interação de C. 

rosea e grupos específicos de fungos e bactérias, poderão ser melhor exploradas 

futuramente, e também o papel dos metabólitos nessas interações. Ademais, o 

conhecimento gerado é relevante e inédito quando se trata de microbioma de tomateiro 

sobre influência de agentes de controle biológico. 

 


