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RESUMO

BOREL, Filipe Constantino, D.Sc., Universidade Federal de Vi¢cosa, marco de 2018.
Metabdlitos de Clonostachys rosea inibidores a Botrytis cinerea, sobrevivéncia do
antagonista e efeito sobre o microbioma foliar de tomateir@rientador: Luiz Antonio
Maffia. Coorientadores: Eduardo Seiti Gomide Mizubuti e Lucas Magalhdes Abreu.

Clonostachys rosea é eficaz no biocontrole de véarias doencgas fangicas. Ao longo dos
anos, constatou-se a eficiéncia de isolados obtidos no Brasil no biocontrole do mofo
cinzento do tomateiro, causado [otrytis cinerea. Ha evidéncias de que o isolado
NCR61/F produza compostos supressivos ao patdgeno, mas desconhecia-se a
bioatividade e a natureza desses compostos. Assim, estudou-se a bioatividade de
compostos de filtrados e extratos do cultivadleosea em meio liquido &. cinerea e

se caracterizaram 0s metabdlitos secundarios produzidos. Filtrados e extratos do
crescimento do isolado inibiram o crescimento micelial e a germinacao de conilios de
cinerea. O antagonista produziu 51 metabdlitos, como peptaibols, glisopreninas e
bissorbicilinoides e alguns inderterminados, principalmente apdés 10 dias de cultivo.
Clonostachys rosea é adaptado a diferentes ecossistemas e pode colonizar tecidos de
raizes e folhas, mas a dindmica de sobrevivéncia nesses tecidos € pouco compreendida.
Estudou-se a sobrevivéncia do isolado NOR@&bmo epifita em folhas, na rizosfera e

no rizoplano de tomateiros, até 48 dias ap6s a aplicacao. A sobrevivéncia do antagonista
diminuiu ao longo do tempo nas superficies foliares e radiculares, mas sua populagéo
permaneceu estavel na rizosfera de tomateiros. Um aspecto fundamental e inédito quanto
a aplicacbes d€. rosea é seu efeito na microliende folhas de tomateiro, o que foi,
também, estudado. O efeito deletérioGlagosea no microbiota foi de curta duracdo e
transiente. O efeito foi maior nas comunidades epifitica e endofitica de fungos, com maior
reducdo em diversidade e riqueza de comunidades até 3 dias apds a aplicacdo. A
abundancia de filos e alguns géneros, cQhadosporium e Alternaria, e Cercospora foi

menor nas plantas tratadas com o antagonista que nas nao tratadas. Em bactérias
epifiticas, houve maiores alteracdes na diversidade aos 3 e 12 dias, e géneros como
Bacillus, Arthrobacter andEnterobacter foram menos abundantes nos dias iniciais apos

a aplicacdoAo final das avaliacdes (24 dias), houve resiliéncia da microbiota foliar de
plantas tratadas com o antagonista e aumento gradual das populagées. Em concluséao,
constatou-se queé. rosea produz compostos inibitoriosBa cinerea, pode sobreviver em

folhas e raizes e rizosfera de tomateiro e altera de forma transitoria as comunidades
fungicas e bacterianas da solanacea. As informacdes aqui geradas sao relevantes para

compreender os mecanismos de antagonisn®. desea NCR61/F, sua capacidade de

\



sobrevivéncia e o efeito perturbador da sua aplicacdo no microbiota do tomateiro. O
conhecimento gerado € importante para tracar estratégias de uso do antagonista e, até

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

BOREL, Filipe Constantino, D.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, March, 2018.
Metabolites of Clonostachys rosea inhibitors to Botrytis cinerea, antagonist survival

and effect on the tomato leaf microbiomeAdviser: Luiz Antonio Maffia. Co-advisers
Eduardo Seiti Gomide Mizubuti and Lucas Magalhaes 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 th&l tlusea 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 extr&xrts of
rosea culture in liquid medium againdB. 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 germinationBofcinerea. The
antagonist produced 51 metabolites, such as peptaibols, glisoprenins and bissorbicilinoids
ard some undetermined, mostly after 10 days of cultDrenostachys 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@frosea is its effect on the microbiota of tomato leaves,
which was also studied. The deleterious effe@.obsea 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, suchClaslosporium, 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 &acillus, Arthrobacter andEnterobacter 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 tiatrosea 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 antagonigtnraisea NCR61/F, its ability to

survive and the disturbing effect of its application on the tomato microorganism. The

Vii



generated knowledge is important to draw strategies of antagonist use and even to validate

its sustainable use as biocontrol agent.
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INTRODUCAO GERAL

Clonostachys rosea é um fungo saprofita adaptado a diferentes ecossistemas,
sendo encontrado desde solos cultivaveis em regides tropicais a florestas temperadas
(Sutton et al., 1997). O fungo € um antagonista agressivo de varios fitopatdbgenos como
Sclerotinia sclerotiorum, Magnaporthe grisea, Verticillium dahliae, Fusarium
culmorum, Alternaria spp.,Gibberella zeae (Saraiva et al., 2014; Thines et al., 1997
Sutton et al., 199 Hue et al., 2009, Jensen et al., 2004, Rodriguez et al.) @Bbfrytis
cinerea (Borges et al., 2015). O controle das doencas causadBsqooerea € dificil. E
crescente a énfase de adog&o do biocontrole@owsea no manejo do mofo cinzento,
causado pelo patdbgeno em roseira, morangueiro, tomateiro entre outras (Sutton et al.,
1997, Morandi et al., 2001, 2003, Saraiva et al., 2015).

O mofo cinzento do tomateir8ganum lycopersicum) ocorre principalmente em
condicbes de cultivo protegido. Nestas condicdes, as plantas estdo menos aujeitas
variacdes ambientais, mas propicias ao mofo cinzento, que pode causar perdas severas na
cultura (Dik & Wubben et al., 2004). O controle biol6gicoBleinerea em tomateiro é
uma boa alternativa ao quimico, visto a eficiénciaCdeosea no manejo da doenca
(Sutton et al., 2002, Kapongo et al., 2008, Mouekouba et al., 2014, Saraiva et al., 2015,
Borges et al., 2015), mas h& poucos estudos relacionados a ecologia do antagenista e d
sua interacdo com a microbiota foliar, onde o antagonista € comumente aplicado em
tomateiro.

A eficiéncia de agentes de controle biolégico pode ser relacionada a producao de
metabdlitos toxicos a patdogen@egenkolbet al., 2015). Apesar do hiperparasitismo e
da competicdo por espacos e nutrientes serem considerados 0s principais mecanismos de
antagonismo d€. rosea (Sutton et al., 1997; Morandi et al., 2001), o antagotast@ém
produz metabdlitos secundérios e enzimas hidroliticas deletérios a fitopatdgenos
(Rodriguez et al., 2011, Liu et al., 2006). Entretanto, a bioatividade e natureza de
metabolitos de isolados brasileiros@e osea é pouco estudada, e dispersa na literatura.

Alguns requerimentos para um bom agente de controle biolégico, como colonizar
tecidos sem causar doenca, ser antagonista eficiente e permanecer efetivamente nos
campos de infeccdo, sdo comumente atendidos por isoladbsrogea (Sutton et al.,

1997; Fravel, 2005; Nobre et al., 2005). Como mencionado, o antagonista foi eficiente no
biocontrole deB. cinerea em tomateiro, e tem grande potencial no manejo do mofo
cinzento (Saraiva et al., 2015, Borges et al., 2@a®nhostachys rosea colonizou tecidos

de tomateiro e neles permaneceu viavel (Sutton et al., 2002, Karlsson et al., 2015).
1
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Entretanto, as informacdes sobre a sobrevivéncia do fungo na rizosfera e rizoplano da
solanicea sdo escassas. Pode ser que o fungo seja recuperado no filoplano, mas em baix:
populacado, e assim ndo exerca o antagonismo eficientemente (Costa et al., 2013). Por
outro lado, pode ser que, mesmo sob condi¢cdes adversas e em populacdo menor consiga
suprimir o patdogeno (Nobre et al., 2005; Morandi et al., 28@8het et al., 2017). Assim,

é importante conhecer a dindmica da sobrevivéncia de antagonistas nos diferentes sitios
de atuacao, para auxiliar a definir intervalos e estratégias de aplicacéo.

Diante de todas as vantagens competitivas frente a patdégenos, desconhece-se
como C. rosea interage com comunidades microbianas ndo alvo. Historicamente, em
estudos de controle bioldgico, a maioria das interacdes de antagonistas ab@dadas,
rosea inclusive, focam na triade hospedeiro-patégeno-agente de controle biolégico, e as
interacbes com comunidades microbianas sdo comumente ignoradas (Massart et al.,
2015). Apesar de as comunidades microbianas se adaptarem aos nichos que ocupam, 0s
mesmos mecanismos que antagonistas usam no controle bioldgico de patégenos podem
atingir microrganismos ndo alvo, o que altera o equilibrio microbiano e, em Ultima
analise, a sanidade vegetal. Conhecer a microbiota de plantas e como responde as
aplicacdes de agentes de controle biolégico poderia ajudar a melhorar a eficiéncia no
controle de doencas (Berendsen et al., 2012).

Na Unidade de Controle Biol6gico da UFV, vem-se avaliando a eficiéncia de
isolados brasileiros dé. rosea no biocontrole dé. cinerea desde 2003 (Nobre 2005).
Apesar do conhecimento acumulado, ainda h& lacunas, relacionadas aos paragrafos
anteriores, a se preencher. Assim, este trabalho objetivou: i. avaliar a supreBsao de
cinerea por metabdlitos secundéarios produzidos pelo isolado NCR61 e caracterizar
guimicamente esses metabdlitos ii. estudar a dindmica da sobrevivétieodea no
filoplano, rizoplano e rizosfera de tomateiros e iii. investigar se a aplicag@ordesa

na parte aérea afeta a microbiota foliar do tomateiro
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Capitulo 1

Metabdlitos secundarios deClonostachys rosea com efeito supressivo &Botrytis

cinerea

Resumo
Clonostachys rosea NCR61/F é antagonista eficienteBacinerea por meio de varios
mecanismos, como a producao de compostos téxicos ao patégeno. Todavia, desconhece-
se a bioatividade e a natureza dos metabdlitos produzidos pelo antagonista. Portanto,
objetivou-se avaliar a inibicdo do crescimento micelial e da germinacgéo de coniglios de
cinerea por metabdlitos produzidos pelo isolado NCR61Qlerosea e caracterizar
guimicamente os metabdlitos produzidosvitro. Filtrados e extratos d€. rosea
reduziram o crescimento 8etrytiscinerea, e obteve-se maior eficiéncia de reducdo com
10 dias que com 3 dias de cultivo do antagonista em meio liquido. Filtrados liofilizados
reduziram a germinacao de conidios do patégeno em laminas. A reducéo do crescimento
e da germinacdo aumentou com o aumento da concentracdo do extrato e do fitirado. E
meio liquido de cultivoC. rosea produziu 51 metabdlitos secundarios, principalmente
peptaibols, glisopreninas e bissorbicilinoides, além de moléculas ainda ndo descritas.
Produziu-se maior numero de metabdlitos também no cultivo de 10 dias. Esses resultados
demonstram o potencial d& rosea em atuar pela producdo de compostos inibitorios a

B. cinerea e sdo importantes para entender o processo de antagonismo contra o patégeno.

Introducao

Clonostachys rosea € agente de controle biolégico inespecifico, que pode
colonizar fungos e nematoides vivos, matéria organica morta e ampla gama de espécies
vegetais (Sutton et al., 1997; Nygren et al. 2018). Atualméhtepsea € usado no
controle biol6gico de patdgenos importantes, coButrytis cinerea, Sclerotinia
sclerotiorum, Magnaporthe grisea, Verticillium dahliae e Fusarium culmorum (Saraiva
et al., 2014; Thines et al., 19%utton et al., 1997, Rodriguez et al., 2011), por meio de
varios mecanismos de antagonismo: inducdo de resisténcia a doencas, competicao por
espacos e nutrientes, hiperparasitismo e producdo de compostos supressivos a patdgenos
(Nygren et al., 2018, Sutton et al., 1997, Rodriguez et al., 2011).

Entre os compostos supressivos, encontram-se 0s metabdlitos secundarios, que
nao estdo diretamente envolvidos no crescimento, mas auxiliam na sobrevivéncia,

principalmente em aspectos relacionados a competicdo, simbiose, auto-protecéo etc.
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(Zeilinger et al., 2016). Os fungos filamentosos produzem esses metabdlitos, amplamente
diversos quimica e biologicamente, os quais podem ter atividade fitotoxica,
antimicrobiana, antitumoral etc. (Calvo et al., 2002; Fox & Howlett, 2008; Romero et al.,
2011). Sabe-se que a auséncia desses metabdlitos ndo resulta em morte imediata mas, &
longo prazo, pode resultar em perdas na adaptabilidade do organismo (Vipul et al, 2014).

A funcé@o dos metabdlitos secundarios é variavel; em muitos casos, desconhece-
se o0 beneficio que conferem (Calvo et al., 2002). Provavelmente, a maior vantagem desses
metabolitos seja favorecer a sobrevivéncia de um organismo no seu hicho ecolégico (Fox,
Howlett, 2008).Primariamente(. rosea é fungo saprofitico, que precisa competir no
ambiente hostil e complexo de microrganismos saproéfitas. Estes interagem
principalmente pela competicéo, e acredita-se que o principal mecanismo de agéo seja a
antibiose causada por metabdlitos secundarios, como forma de inibir o crescimento de
predadores ou competidores ou de mata-los (Macheleidt et al,. Zifumente, 0s
micoparasitas antagonizam e matam as presas pela acdo combinada de metabdlitos
secundarios e enzimas hidroliticas (Zeilinger et al., 2016).

Clonostachys rosea é micoparasita destrutivo. Atribui-se 0 micoparasitismo a
producdo de enzimas (quitinase e glucanase) que degradam a parede celular fungica, de
toxinas ou compostos antifingicos, antibacterianos ou antinematodides (Song et al., 2016,
Rodriguez et al., 20010 efeito antifingico € o mais conhecido desses compostos. Por
exemplo, ja se associdll rosea a producdo de terpendides (glisopreninas C, D e E)
supressivos #. grisea (Sterner et al., 1998), peptaibols supressiv&s salerotiorum
(Rodriguez et al., 201 lrioxipiperazina (gliocadina C) e resorcinol alcalino, com efeito
nematicida (Song et al., 2016).

O isolado NCR61 d€. rosea, obtido de condicOes brasileiras (Nobre et al., 2005),

é eficiente no controle d8. cinerea em plantas de rosa (Nobre et al., 2005), morango
(Cota et al., 2008) e tomate (Borges et al., 2Qdr)cipalmente por meio de competicéo

e de hiperparasitismo. Em ensaios preliminares, o isolado produziu pigmentos amarelados
em meio de cultura e inibiu o crescimento micelidBdgnerea, quando se usou a técnica

de papel celofane sobre meio de cultura (dados nao publicBdos)sta desses indicios

e dos relatos relacionados a producéo de metabdlitos secundafbsqses, levantou-

se a hipotese de que o isolado NCR61 também produza metabdlitos t@icoseeea.
Sabendo-se que a produgéo de compostos podem variar entre estirpes fangicas da mesma
espécie a hipbtese é justificavel (Zeilinger et al., 2016; Calvo et al., 2002). Assim,

objetivou-se: i. avaliar a inibicdo do crescimento micelial e da germinacéo de conidios de



B. cinerea por metabdlitos secundarios produzidos pelo isolado NCR61 e ii. caracterizar

quimicamente esses metabdlitos em micro-escala.

Metodologia

Os experimentos transcorreram na Unidade de Controle Biologico do
Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Vicosa, Vicosa, Minas
Gerais, Brasil.

Cultivou-se o isolado NCR61/F de rosea em meio de batata dextrose agar
(BDA), em placas de petri de 9 cm de diametro (usadas nos experimentos), a 25°C sob
luz fluorescente, 12 h de fotoperiodo. Apds 10 dias, transferiu-se um disco de micélio
(0,6 cm de diametro) para 150 mL de meio de caldo-batata-dextrose (PDB) Himedia®
em Erlenmeyers de 250 mL (seis Erlenmeyers por tratamento), 0s quais permaneceram a
2512 °C, sob agitacdo continua a 150 rpm. Para a testemunha, transferiu-se um disco de
meio estéril para PDB.

Para obter compostos do metabolismo secundario, adotaram-se duas estratégias:
filtragem e extracao com solvente organico. Na filtragem, apés 3 ou 10 dias de incubacéo,
nos regimes de luz fluorescente continua ou escuro continuo (quatro condi¢cdes), verteu-
se 0 conteudo de cada Erlenmeyer em camada dupla de gaze. O conteudo 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, fotoperiodo de 12 h, sob agitacdo continua. Apés 10 dias, como
anteriormente, obteve-se o filtrado (2 L aproximadamente), que foi colocado em
vasilhames de aluminio de 500 mL, congelado a -80°C e mantido em liofilizador Delta
LSC224M24 por 12h. O conteudo da liofilizagdo foi raspado, pesado e mantido em
frascos ambar €0°C até 0 uso nos experimentos.

Para extrair os compostos por meio de solvente organico, igualaram-se os volumes
do restante do filtrado obtido nas quatro condigdes (800 mL por condi¢&o), 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 organica em baldo
volumétrico. Executou-se o procedimento por trés vezes. A partir da fase organica,
evaporou-se o solvente em rotoevaporador Eyela® modelo N-1200BV-W, transferiu-se

0 extrato concentrado para frascos ambar, estimou-se a massa, e armazenou-se a -20 °C.

Supressaado crescimento micelial deBotrytis cinerea pelo filtrado



Do filtrado obtido em cada uma das quatro condi¢des, transferiram-se 30 mL para
270 mL de meio BDA semifundente (47 + 2°C), agitou-se e distribuiu-se o conteddo em
dez placas de PetAp0s cultivarB. cinerea em BDA em placas de Petri durante 5 dias,
sob luz fluorescente a 25°C, retiraram-se discos de micélio (0,6 cm de diametro), os quais
foram semeados no centro das dez placas (um disco/placa), e incubou-se a 25 °C, 12 h de
fotoperiodo. Quando o crescimento fungico da testemunha atingiu as bordas da placa,
mediu-se o didmetro das colbnias. Transformou-se a medida do crescimento micelial,
para eficiéncia na reducdo do crescimento em relacdo 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 condi¢cdes de incubacdo), com dez
repeticbes (uma unidade experimental = uma placa de Petri).

Supressao da germinacdo de conidios e do crescimento micelialBigrytis cinerea
pelo liofilizado

Do filtrado liofilizado, prepararam-se quatro concentra¢des (1250, 2500, 5000 e
10000 pg.mtt) em agua ultrapura. Com auxilio de um hemacitbmetro, preparou-se uma
suspensdo com 1@onidios deB. cinerea.mL™, obtidos de cultivo do fungo por 5 dias
em BDA, a 22 °C, 12 h de fotoperiodo. Depositaram-se 10 pl da suspensao de conidios e
10 ul de solucao de cada concentracéo do liofilizado (a testemunha foi agua ultrapura)
em laminas de vidro para microscopia, onde foram misturadas. As laminas permaneceram
dentro de caixas do tipo gerbox sob luz fluorescente e 12 h de fotoperiodo, a 22°C, sobre
tela de metal e papel umedecido. Apos 6 h, adicionou-se lactofenol para interromper a
germinacdo dos conidios, que foi avaliada sob microscépio de luz. Considerou-se
germinado o conidio cujo tubo germinativo era maior ou igual ao seu diameatonitou-
se 0 experimento por duas vezes, cada uma em DIC, com cinco concentragdes do
liofilizado e cinco repeti¢cdes (uma unidade experimental = uma lamina).

Avaliou-se, também, o crescimento micelial do patdégeno na presenca do
liofilizado. De cada concentragédo, misturaram-se 5 mL a 45 mL de BDA semi-fundente
em Erlenmeyers de 100 mL. Além da testemunha (dgua ultrapura), obtiveram-se quatro
concentragdes finais: 125, 250, 500 e 1000 pg.rvkerteu-se a mistura em cinco placas
de Petri de 9 cm de diametro (10 mL/placa). No centro de cada placa, depositou-se um
disco de crescimento micelial Becinerea, incubou-se e avaliou-se como anteriormente.
Executou-se o experimento por duas vezes, cada uma em DIC com cinco concentracdes
do composto liofilizado d€. rosea e cinco repeticdes (uma unidade experimental = uma

placa de Petri).



Supressaado crescimento micelial deBotrytis cinerea pelo extrato organico

Diluiu-se o extrato em &gua ultrapura e DMSO 5% (v/v), e se obtiveram 2 mL das
concentragdes de 100, 500, 1000, 5000 e 10000 plgemltubos de ensaio. Transferiu-
se o conteudo de cada tubo para 18 mL de meio BDA semi-fundente, homogeneizou-se
e verteu-se a mistura em trés placas de Petri (neste experimento de 6 cm de diametro).
Além da testemunha (agua ultrapura e DMSO 5%), obtiveram-se as concentracdes finais
de 10, 50, 100, 500 e 1000 pglAvaliou-se o crescimento micelial @ cinerea
como anteriormente. Executou-se o experimento por duas vezes, cada uma em DIC, em
esquema fatorial (dois tempos de cultivo x duas condicbes de incubacéo x seis
concentracdes do composto) e trés repeticbes (uma unidade experimental = unea placa d
Petri).

Caracterizacao dos metabdlitos secundérios d&onostachys rosea

Do extrato organico obtido do crescimento nas quatro condi¢des, transferiram-se
5 mg para tubos plasticos de 2 mL, contendo 300 pL 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 °C e remetidas ao Laboratério de Toxinas e
Produtos Naturais de Algas e Cianobactérias, da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,
Universidade de Sao Paulo. Analisou-se por meio de cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a espectrometria de massa de alta resolucéo (LC-HRMS/MS). Para
as separacdes, usou-se um cromatografo Shimadzu Prominence (Shimadzu, Kyoto,
Japéo), equipado com um detector por arranjo de diodos (DAD) SPD-M20A e uma coluna
analitica Luna C18 de 100 x 2,2mm (Phenomenex, Torrance, CA), mantida a 40°C. Usou-
se 0 Espectrometro de massa Micro TOF-QII (Bruker Daltonics, MA). Diluiram-se as
amostras em 150 pL de acetonitrila, e o volume injetado foi de 0,5 pL. A fase mével para
injecao foi agua ultrapura, mais 20 pmol de acido férmico e acetonitrila e mais 20 pmol
de acido férmico. O fluxo usado foi de 0,3 mL.Mio gradiente de eluicéo 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 0s espectros de massa
no modo positivo, no intervalo de 100 a 1000 m/z. Usou-se a fragmentacao automatizada
de ions de alta intensidade para gerar os espectros de fragmentacdo (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 padrdes de
coocorréncia e de fragmentacao pelo algoritmo AutoMS(n). Os dados de alta resolucao
do ion pseudomolecular (M¥H e dos adultos comumente produzidos (M +;Na
M+NH4" e 2M+N4d) foram usados para estimar a formula molecular das substancias
identificadas. As formulas foram comparadas aquelas de metabdlitos produzidos por
espécies d€lonostachys, obtidos do banco de dados Antibase 2013 (Laatsch, 2013). Os
resultados positivos foram validados, quando possivel, por meio do padréo de quebra das
moléculas no modo MS/MS. Para selecionar os metabdlitos que ocorreram mais
abundantemente nos extratos, consideraram-se apenas as moléculas com mais que 100C

unidades de ions produzidos.

Resultados

Pelo teste de Bartllet, obteve-se homogeneidade de variancias entre as execu¢cdes
para os experimentos: com o uso do filtraBe@,46); com o filtrado-liofilizado em
lamina P=0,41) e placa de PetrP£0,09) e com extrato organic#<0,1). Entéo,

analisaram-se as execucdes experimentais conjuntamente.

Supressaado crescimento micelial deBotrytis cinerea pelo filtrado

O filtrado reduziu o crescimento micelial Becinerea em meio de cultura. Os
efeitos individuais do tempo de incubacdo e do regime de luminosidade foram
significativos P<0,001), mas nao houve interacéo significativa de an®o8,59). A
maior eficiéncia foi com 10 que com 3 dias de incubac&o, bem como qUanukea
cresceu sob luz continua que sob escuro continuo (Figura 1). Enquanto na test@munha,
cinerea ocupou toda a placa (9 cm), seu crescimento reduziu-se em torno de 50% com

adicao do extrato do cultivo @ rosea por 10 dias, sob luz continua.

Supressdoda germinacao de conidios e do crescimento micelial 8etrytis cinerea
pelo liofilizado

O liofilizado reduziu significativamente a germinacdo e o crescimentB. de
cinerea (P< 0,001) (Figura 2). Comparativamente a testemunha, com a maior
concentracdo do liofilizado, a germinacdo de conidios do patdégeno reduziu-se mais que

90%, enquanto o crescimento micelial reduziu-se em quase 50%.
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Figura 1 Eficiéncia em reduzir o crescimento micelialBt#rytis cinerea, do filtrado do
cultivo deClonostachys rosea em meio liquido de batata-dextrose, durante 3 e 10 dias,
em condicbes de escul@)(ou de luz continuod{). Médias de dez repeticdes. Barras

verticais representam o erro padrao da média.

Supressaado crescimento micelial deBotrytis cinerea pelo extrato organico
Os extratos organicos @eroseareduziram o crescimento micelial Becinerea,
que foi inversamente proporcional ao aumento das concentracdes, em todas as condi¢des
de crescimento do antagoni§i®x0,001) (Figura 3)O crescimento micelial do patégeno
foi menor com os extratos do antagonista cultivado durante 10 dias, quando o cultivo sob
condicdes de escuro ou luz ndo afetaram o crescinfeén@®g7). Com os extratos obtidos
aos 3 dias de cultivo d& rosea, o crescimento do patdgeno foi menor quando se cultivou
0 antagonista sob luz.

11



100 9

A B
8_
80+ ;
o 601 o 67
zgﬂ e
Q .
= E°
E 404 o |
5 3 4
)
®) 3-
20+
2_
O T T T T T T T T T 1 T T T T T T T T T
0 & § & ® Q B (9 O T ®
Concentrag&o ug.mL™) Concentragdo f1g.mL™)

Figura 2:Germinacao de conidios (A) e crescimento micelial (BBateytis cinerea na
presenca de concentracfes crescentes do liofilizado do filtrado do crescimento de
Clonostachys rosea em meio liquido de batata-dextrose, durante 10 dias, com 12h de
fotoperiodo. Médias de vinte repeticoBarras verticais representam o erro padrdo da

media

Caracterizacdo dos compostos do metabolismo secundario @erosea

Em todas as moléculas selecionadas para caracterizacdo, havia mais que 100000
unidades de ions produzidos. Assim, detectaram-se 51 metabdlitos do cultivo do
antagonista em meio liquido: 19 politerpendides (nove glisopreninas conhecidas e dez
nao conhecidos), 17 sorbicilinoides (16 conhecidos e um nao), cinco peptaibols (quatro
conhecidos e um néo), dois policetideos e dois glicosideoas (similares a roselipina), além
de seis metabdlitos de familia(s) desconhecida(s) (Tabela 1).
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Figura 3 Crescimento micelial deéBotrytis cinerea na presenca de concentracdes
crescentes do extrato organico extraido do cultivdl deostachysrosea em meio liquido
de caldo batata-dextrose, durante 3 e 10 dias, em condi¢des de escuro ou de luz continuos.

Médias de dez repeticdes. Barras verticais representam o erro padrdo da média.

Quantitativamente, a condicdo de cultivo ndo afetou a detec¢cédo de metabdlitos, os
quais foram detectados em maior nimero aos 10 dias de cultivo: durante 3 dias,
obtiveram-se 12 metabolitos sob luz e 10 sob escuro; aos 10 dias, detectaram-se 38
metabolitos sob luz e 39 sob escuro. Diferentemente das demais familias, os peptaibols
foram detectados apés 3 dias de cultivo. Areas de picos superiores, a 10
consequentemente de maior producdo prevaleceram aos 10 dias, principalmente de
sorbicilinoides e sesquiterpenos.

Detectou-se maior producdo de glisopreninas, inclusive de moléculas
desconhecidas. Também se detectaram metabdlitos desconhecidos dos demais grupos.
Interessantemente, houve ocorréncia de seis metabolitos em que ndo se conseguiu

caracterizar a famédi
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Tabela 1: Familias de metabdlitos secundérios produziddslgaostachys rosea NCR61/F, em meio liquido de batata-dextrose, em condi¢des de luz

ou de escuro continuo durante 3 e 10 dias de cultivo; tempo de retencéo (RT); e logaritmo da area do pico no cromatograma.

Log (Area)
Familia Metabolito* RT (min) Formula molecular
L3** E3 L10 E10
Sorbicilinoides Bisorbicillindide 1 7,5 C28H3208 0 0 5,78 5,85
Bisorbicillinoide 2 7,6 C2gH320s 0 0 6,32 6,41
Bisorbicillinoide 3 7,6 C2gH320s 0 0 6,53 6,61
Bisoxosorbicillindide 7,2 C28H32010 0 0 0 6,06
Bisvertinoquindide 1 7,8 C28H340s 0 0 5,97 5,86
Bisvertinoquinoide 2 7,9 C28H340s 0 0 6,60 6,55
Bisvertinoquindide 3 8,3 C28H340s 0 0 6,30 6,27
Dihydrooxosorbiquindide 1 8,5 C2gH3409 0 0 6,34 6,35
Dihydrooxosorbiquindide 2 8,7 C28H3409 0 0 6,32 6,25
Hydrosorbicillinéide 6,0 C14H1804 0 0 5,76 5,82
Oxosorbicillindide 1 5,7 C14H160s 0 0 6,80 6,82
Oxosorbicillinéide 2 8,5 C2gH3209 0 0 5,04 5,64
Sorbicillina 8,0 C14H1603 0 0 0 5,69
Sorbicillindide 6,0 C14H1604 0 0 0 5,69
Tetrahydrotrichodimerol 8,0 CagH360g 0 0 6,05 5,86
Tetrahydrotrichodimerol 2 8,4 C2sH360s 0 0 6,04 5,81
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Desconhecido 376 59 Ca0H2407 0 0 5,08 5,75
Politerpendides Glisoprenina A 10,7 C45Hg20s 6,01 5,76 6,40 5,79
Glisoprenina B 10,3 C45Hg206 5,23 0 5,95 5,03
Glisoprenina C 7,8 CssHg4Og 521 0 0 0
Glisoprenina C1 8,1 C4sHg4Os 0 0 6,73 6,38
Glisoprenina C2 8,3 C45Hsg40s 0 0 6,16 6,06
Glisoprenina D 9,0 C45Hsg407 6,17 5,98 6,50 6,09
Glisoprenina E1 7,3 CasHgeOo 6,08 6,05 6,72 6,66
Glisoprenina E2 7,1 CasHgeOo 0 0 6,72 0
Glisoprenina F 7,8 C45HsgeOs 5,40 5,39 6,06 0
Glisoporenina desconhecida 786-1 6,7 CasHs6010 0 0 6,06 571
Glisoporenina desconhecida 786-2 7,0 C45HgsO10 0 0 6,04 5,85
Glisoporenina desconhecida 788 8,2 C45HggO10 5,87 5,85 6,31 6,30
Glisoporenina desconhecida 708 8,9 C43Hsg0O7 5,33 5,51 0 0
Glisoporenina desconhecida 724 7,4 C43Hs00s 0 0 6,02 5,88
Glisoporenina desconhecida 734 9,3 C45Hg207 0 0 5,99 0
Glisoporenina desconhecida 740 7,0 C43Hg009 0 0 5,80 5,63
Glisoporenina desconhecida 768-1 7,6 C45Hg409 0 0 6,11 0
Glisoporenina desconhecida 768-2 8,0 CasHgaO9 0 0 5,91 5,82
Glisoporenina desconhecida 772 7,1 CasHggO9 0 0 5,77 0
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Peptideos néo ribossomais C. rosea sequence#2 7,6 CoaH163N21026 6,11 5,85 0 0
(Peptaibols) C. rosea sequence#3 7,7 CosH165N21026 6,13 5,89 0 0
C. rosea sequence#4 7,8 CosH165N21025 591 5,78 0 0
Integramida A 9,5 Cr8H134N16021 0 5,06 0 0
Peptaibol desconhecido 1322 10,1 Cs3H114N18020 5,28 0 0 0
Policetideos Koninginina B/E 6,4 Ci16H2604 0 0 5,95 6,15
Koninginina L/IM 6,5 C16H2404 0 0 5,61 5,84
Glisosideos Similar a Roselipina 1 8,5 C43H74015 0 0 5,86 5,92
Similar a Roselipina 2 8,6 Ca49He809 0 0 6,09 6,15
N&o indentificado Alcaloide desconhecido 447 5,8 C21H25N30s 0 0 0 5,75
N&o identificado 192 6,1 C11H1203 0 0 6,52 6,15
N&o identificado 196 6,2 C11H1603 0 0 0 5,76
N&o identificado 206 6,6 C12H1403 0 0 6,01 5,93
Né&o identificado 296 6,8 C17H2804 0 0 5,62 5,80
N&o identificado 597 6,3 CasH39N7010 0 0 0 575

*Numeros e letras a frente de compostos de mesmos nome e férmula molecular indicam isomerismo. Numeros admneptstdssdesconhecidos e
nao identificados indicam a massa nominal do metabdlito.

**|.3, E3, L10 e E10 = luz continua/3dias, escuro continuo/3 dias, luz continua/10dias e escuro continuo/10 dias, respectivamente.
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Discussao

Avaliou-se o crescimento micelial @e cinerea em trés experimentos, com: i.
filtrado do cultivo deC. rosea, ii. liofilizado desse cultivo e iii. extrato organico obtido
do liofilizado. Nos trés, cada um executado por duas vezes, houve supressdo do
crescimento micelial; em ii e iii, houve, também, supressdo da germinacéo de conidios.
Nos dois ultimos experimentos, o efeito supressivo aumentou com o aumento da
concentracdo do produto testadmsim, confirmou-se a hipétese de que metabdlitos
resultantes do crescimento d& rosea NCR61/F em meio liquido suprimem o
crescimento e a germinac&o de conidioB.agnerea. E notério que, mesmo apés diluir-
se o filtrado em dez vezes, o crescimento do patdégeno em placas reduziu-se em quase
50%. Considerando-se q@erosea é fungo necrotréfico (Schroer, 2001), competidor e
micoparasita eficiente (Sutton et al, 1997), esperava-se que produzisse metabdlitos
secundarios, para sobreviver nos diversos ecossistemas que habitam, como a maioria dos
fungos necrotroéfricos (Zeilinger et al, 2016; Fox & Howlett, 2008, Keller et al., 2005,
O'Brien & Wright, 2011).J4 se constatou que o filtrado de cresciment€.desea
BAF3874 em meio liquido inibiu o crescimento $erotinia sclerotiorum (Rodriguez
et al., 2011). Os autores ndo determinaram o(s) compost(s) envolvido(s) na inibicdo, e
sabe-se que, num substrafh,rosea pode produzir enzimas hidroliticas supressivas a
patégenos (Mamarabadi et al., 2008, Li et al., 2006) e metabdlitos secundarios.

O filtrado e o extrato organico obtidos com o cultivoGleosea durante 10
dias foram mais supressivoBainerea que os obtidos durante 3 dias. Na rotina da UCB,
coletam-se conidios aos 10 dias de cultivoGlerosea, quando h4 o maximo de
crescimento e esporulacdo. Esse aspecto refletiu-se na execucédo dos experimentos, pois
a filtragem do meio liquido com crescimento flngico aos 10 dias foi sempre mais dificil
e demorada, com entupimento de membranas. Provavelmente, esse maior efeito reflita na
maior producéo de compostos, inclusive metabdlitos secundarios. Em fungos, a producdo
de compostos esta associada a esporulacdo (Calvo et al., 2002), e como mencionado, aos
10 dias ocorre o0 méximo de esporulacd@d®sea. Vale mencionar que a fase orgéanica,
obtida do cultivo aos 10 dias, era amarelada, enquanto aquela aos 3 dias, transltcida. A
presenca de pigmentos amarelos pode estar associada a presenca de bissorbicilinoides
(Salo et al., 2016), que podem também ser produziddSlpoostachys spp. (Zhai et al.,
2016). Demandam-se mais ensaios, com maiores intervalos para otimizar o tempo ideal
de cultivo do antagonista.

O efeito da condig&o luz/escuro no cultivo @erosea sobre a supressao do

crescimento d&. cinerea foi variavel. Houve maior supresséo com 12 h de fotoperiodo,
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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 condicdo. Como em todos o0s
aspectos do tetraedro de doenca, o ambiente € importante na producdo de metabdlitos
(Calvo et al.,, 2002) e a biossintese de metabdlitos secundarios depende de fatores
ambientais, como fonte de carbono e nitrogénio, temperatura ambiente, luz e pH (Keller
et al., 2005). Vale mencionar queacultivo de antagonista com outros microrganismos

pode aumentar a producdo de metabdlitos ou induzir a producdo de novos metabdlitos
(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 presenca de
patdgenos-presa, e otimizar o efeito do antagonista.

Confirmou-se a hipotese de que. rosea NCR61/F produz metabdlitos
secundarios. Assim, obtiveram-se 51 metabdlitos com mais quaitddes de ions: 19
politerpenoides (glisopreninas), 17 sorbicilindides (principalmente bisorbicillinol), cinco
peptaibols, dois glicosideos (similares a roselipina), dois policetideos (Koninginina) e um
alcaloide. Como se observa, destacou-se a producao de glisopreninas e sorbicilindides.
Em geral, a quantidade produzida foi maior com 10 dias de cultivo. Outros isoldclos de
rosea também produzem metabdlitos com acdo antimicrobiana, como glisopreninas que
inibiram a formacdo de apressorios kkagnaporthe grisea (Thines et al., 1998)
peptaibols supressivos &clerotinia sclerotiorum (Rodriguez et al., 2011),
bissorbicilindides 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 0 genonfa desea IK726, detectaram-se genes
codificadores da sintese de policetideos, peptideos ndo ribossomais e terpenoides
(Karlsson et al.,, 2015). Alguns destes metabdlitos foram encontrados no presente
trabalho. Vale destacar a deteccdo de moléculas indeterminadas em todas as familias, bem
como de cinco moléculas desconhecidas. Assim, demanda-se o aprofundamento dos
estudos, para caracterizar estes compostos e para definir os metabdlitos com efeito
supressivo 8. cinerea.

Neste trabalho foram encontrados muitas familias de metabdlitos produzidos por
C. rosea que séo relacionados a inibicdo de fitopatdgenos e muitas delas encontradas em
espécies do génerdrichoderma (Mukherjee et al.,, 2012). Curiosamente, quando
comparado ao genoma a analise gnémica comparativa revelQurgqsea possuimenor
namero de genes relacionados producdo de compostos toxicdsicheslerma spp.
(Karlsson et al., 2015). O estilo de vida micoparasita apresentado por espécies de

Trichoderma foi associada, principalmente, ao grande numero de familias de genes
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associadas producéo de enzimas liticas, responsaveis pela degradacdo de parece celulal
fungica e na biossintese de metabdlitos secundarios (Kubicek et al., 2011), ao passo que
C. rosea apresenta em seu genoma, expansdo no numero de familias de genes
responsaveis pela detoxificagcdo de moléculas responsaveis pela resisténcia anti-drogas, e
adaptacéo do fungo em diferentes nichos (Karlsesal, 2015). Apesar disso, 0s préprios
autores revelam que embora sejam em menor nai@erosea possui em seu genoma

genes capazes de sintetizar compostos e enzimas supressivas a fitopatégenos. O grande
namero de metabdlitos encontrados indica que a producdo de metabdlitos pode estar
relacionados ao isolado e pode variar entre espécies. Demanda-se, compreender melhor a

producado de cada composto e o papel na supressao de microrganismds,coenea.

Como concluséo, detectou-se que o isolado NCR61/E. desea produz em
cultivos in vitro compostos supressivos ao crescimento micelial e a germinacdo de
conidios deB. cinerea. Provavelmente, estes compostos sejam metabdlitos secundarios,
0s quais sabidamen@ rosea pode produzir (Nygren et al. 2018). E importante ressaltar
o ineditismo de informacéo para as condicdes brasileiras, pois, considseasdpupos
gue trabalham com o antagonista no pais, € a primeira vez que se relatam esses compostos
Como essa producdo pode ser especifica e a nivel de estirpe fungica (Calvo et al. 2002;
Nygren et al. 2018), demanda-se avaliar os outros trés isoladas oga obtidos no
Brasil (Nobre et al., 2005), quanto a quantidade e qualidade de compostos produzidos.
Demanda-se, também, otimizar as condicbes para producdo, avancar na caracterizacao
quimica das moléculas e definir o grau de associacao dessas moléculas ao antagonismo
a interacacdC. rosea - B. cinerea - tomateiro.Quanto a caracterizacao quimica, ja se
conhece a maioria dos compostos produzidos, mas demanda-se elucidar a natureza dos
compostos de familia indefinida: sdo compostos novos? Como em qualquer investigagcao
cientifica, duvidas 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 brasil€raosa a

B. cinerea.
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Capitulo 2

Sobrevivéncia deClonostachysrosea no filoplano, rizosfera e rizoplano de tomateiro

Resumo
Clonostachys rosea € um agente de controle biologico versatil e conhecem-se varios
aspectos de sua ecologia. A dinamica temporal da sobrevivéncia do fungo em tecidos de
tomateiro é incompreendida e de importancia para delimitar intervalos de aplicacdo e a
eficiéncia do antagonista. Portanto, objetigaquantificar a sobrevivéncia @& rosea
no filoplano, rizoplano e rizosfera de tomateiros. O antagonista sobreviveu nos trés locais,
durante todo o periodo experimental, 48 dias apés aplicado. A sobrevivéncia nas
superficies foliares e radiculares diminuiu com o tempo, mas manteve-se constante na
rizosfera. O fungo colonizou tecidos da base do caule e raizes de tomateiro até 48 dias
apos a aplicacdo. Este resultado € importante para determinar a sobrevivéncia do
antagonista em tomateiro e determinar estratégias de aplicaCamws® para o controle

bioldgico deB. cinerea.

Introducéo

Clonostachys rosea é um antagonista eficiente de varios fitopatégenos. O fungo
pode ser encontrado em diferentes ecossistemas, desérticos ou tropicais em diferentes
regides do mundo (Sutton et al., 1997). Como saprofita, coloniza a matéria organica do
solo, onde compete com microrganismos nesses nichos, o que propicia seu uso no manejo
de doencas 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
doenca (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 fitopatdégenos.
Isolados selecionados em condigdes brasileiras, foram testados no coriaiselea
em roseira, morangueiro, eucalipto e tomateiro (Nobre et al., 2005). Esses isolados
colonizaram morangueiros e reduziram a esporulacBoaiiger ea emdiferentes regimes
de molhamento foliar (Cota et al., 2008a). Para os autores, a eficiéncia de controle até 10
°C foi baixa e alta quando proximo a 25 °C. No campo, 0 antagonista controlou o patégeno
em folhas, flores e frutos de morango, mesmo com meédia de 16°C (Cota et al., 2008b).

Em tomateiro, com a aplicacdo preventiva do antagonista, e em maior frequéncia,
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suprimiu-se a doenca em condi¢des controladas (Borges et al., 2015). Sob microscopia
confocal, observaram-se a colonizacéo de tecidos vegetais de hastes, folhas e raizes pelo
antagonista e na interagéo c@ncinerea (Saraiva et al., 2014). Na maioria dos casos, a
sobrevivéncia foi medida indiretamente e relacionada a a capacidade de colonizacédo de
tecidos senescentes e a esporulacdo do antagonista nesses tecidos, apos algum tempo. /
dindmica da sobrevivéncia de propagulos pos aplicagdo ainda é desconhecida.

Para que tenham sucesso, agentes de controle bioldgico precisam sobreviver sob
condicbes variaveis (Cota et al., 2008); varios fatores fisicos, quimicos e bioldgicos
podem influenciar a sobrevivéncia de microrganismos. Para os agentes de controle
biolégico, o filoplano € um ambiente desafiador onde enfrentam flutuagbes de
temperatura e umidade, déficit de agua livre, acdo dos ventos e da radiacéo (Costa et al.,
2012). O ambiente foliar € diferente do ambiente do solo (Garbeva et al., 2004). Apesar
das condicGes mais tamponadas do solo, aspectos fisicos, como pH, presenca de acidos
organicos e nutrientes, e bioldgicos, como a competicdo de microrganismos, podem ser
determinantes ao estabelecimento de antagonistas.

As aplicacdes de agentes de controle, geralmente associadas ao controle biologico
inundativo, requerem presenca massal de propagulos para que o antagonismo ocorra
rapidamente, ocorra maior protecéo de sitios de infeccdo e os antagonistas sobrevivam
por longo tempo (Cook, 1993). E possivel que, mesmo em baixas concentracbes de
propagulos ou sob condicfes de estresse, obtenha-se controle bioldgico eficiente (Nobre
et al., 2005; Morandi et al., 2008gchet et al., 2017), 0 que ndo se obtém para todos os
hospedeiros (Costa et al., 2013). Assim, € importante a dindmica da sobrevivéncia de
antagonistas nos diferentes sitios de atuacao, para auxiliar a definir intervalos e estratégias
de aplicacao.

Na Unidade de Controle Biolégico (UCB), vem-se avaliando a eficiéndia de
rosea no biocontrole dé. cinerea desde a década de 1990. Como mencionado, ja se
obtiveram resultados positivos em varios hospedeiros. Vem-se estudando, também,
aspectos autoecoldgicos do antagonista, e se obtiveram resultados contraditérios quanto
a sobrevivéncia na parte aérea de hospedeiros e no solo. Assim, delineou-se este trabalho,
gue objetivou quantificar a sobrevivéncia@e osea no filoplano, rizoplano e rizosfera

de tomateiros.

Metodologia
Os experimentos ocorreram na UCB e casa de vegetacdo do Departamento de

Fitopatologia da Universidade Federal de Vigosa.
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Cultivaram-se tomateiros grupo Santa Clara em vasos de 4 L, em substrato com
proporcado de 3L de solo de terrico, 1L de esterco bovino curtido, 20.8g de Osheocote
10.4g de Yoorifi, em casa de vegetagdo (25+2°C).

Usou-se o isolado NCR61/F @erosea (Nobre et al., 2005). Cultivou-se o fungo
em arroz em sacos de polipropileno com filtro, a 25°C, sob luz fluorescente e 12 h de
fotoperiodo. Diariamente, revolveram-se 0s sacos para desfragmentar o micélio e facilitar
a colonizacdo. Ap6s 10 dias, adicionou-se agua 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 auxilio de hemacitémetro, ajustou-se
a suspensio para’léonidios deC. rosea.mL?, que foi usada nos experimentos que se

seguem, cada um executado por duas vezes.

Sobrevivéncia no filoplano de tomateiros

Aos 50 dias do transplantio, no inicio do florescimento, no terco médio-superior
de cada tomateiro, marcaram-se aleatoriamente foliolos de tamanho uniforme. Em seis
plantas, com ajuda de um atomizador Tween n°15 aplicou-se em toda a superficie das
plantas a suspenséo de conidios e, em seis, ADE. Coletaram-se seis foliolos de cada planta
aos 30 min apds a aplicacédo (dia 0) e aos 3, 6, 12, 24 e 48 dias apos. As coletas ocorreram
nas mesmas plantas, as quais foram distribuidas ao acaso na bancada, onde permanecerar
durante todo o experimento. Transferiram-se os foliolos para 30 mL de tampé&o fosfato
salino (PBS), em tubos de 50mL tipo Falcon, os quais foram agitadesrex (1 min)
e sonicados (10 min). De cada tubo, retirou-se 1 mL, que foi transferido para novo tubo
com 9mL de PBS (19, e se diluiu sucessivamente até atingif.10ransferiu-se 0,2mL
para meio semi-seletivo (Park et al., 1992) em placas de Petri de 90mm (trés placas por
diluicdo), que foram mantidas a 25°C, no escuro. Apds 5 dias, avaliou-se o numero de
unidades formadoras de col6nia (UFCYxeosea em cada placa, adotando-se o intervalo
de contagem de 30-300 colbnias por placa (Bennett et al.).288dm, o limite de
deteccdo foi o de 30 UFC.mlna solucdo de lavagem inicial dos foliolos. Quando
necessario, efetuaram-se laminas e isolamento para confirmar a colénia como sendo de

C. rosea.

Sobrevivéncia na rizosfera e rizoplano de tomateiros
Plantaram-se sementes em substeatopandejas de isopor de 144 células. Aos
20 dias do semeio, dez mudas foram retiradas, tiveram as raizes lavadas em agua corrente

e transplantadas para o substrato peneirado em peneiras de 20 Mesh, paraatditar a
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de amostras, em vasos de 2L. Apds 5 dias, ao redor de cinco plantas aplicaram-se,
homogeneamente, 200 mL da suspensao de conidios e ao redor de outras cinco plantas,
aplicou-se 200 mL de ADE. Coletarasao substrato ao redor das raizes (rizosférico),
sistema radicular e substrato aderido (rizoplano) e a parte aérea das plantas 1h apoés a
aplicacao (dia 0) e ap0s 3, 6, 12, 24 e 48 dias. Retirou-se 0 excesso de substragsdas raiz
gue 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 diluicdo seriada até
10%, como anteriorment®o substrato rizosférico, transferiu-se 1g para 9mL de PBS em
tubos (10, homogeneizou-se e diluiu-se sucessivamente gtéDkdcada diluicdo das
amostras de raizes e substrato, transferiram-se 0,2mL para meio semi-seletivo (Park et
al,1992) em placas de Petri (trés placas por diluicdo), que foram mantidas a 25°C, no
escuro. ApGs 5 dias, avaliou-se o numero de unidades formadas de colénia (UFC),
adotando-se os mesmos padrdes do experimento anterior.

Para avaliar a colonizacdo endofitica, lavaram-se as raizes e partelagrea
plantas, as quais foram imersas em alcool 70% (30s), hipoclorito de sédio 1% (1min),
lavadas por trés vezes em ADE e secados em papel filtro sob camara de fluxo
laminar.Fragmentaram-se as raizes e, de cada planta, transferiram-se cinco fragmentos de
0,5cm de comprimento para meio paraguat-cloramfenicol-agar (PCA) em placas de Petri,
que foram mantidas a 25°C, sob luz fluorescente, 12 h de fotoperiodo. Fragmentos de
raizes ndo sanitizadas, também foram semeados em PCA. Apos 10 dias, avaliou-se a
presenca deC. rosea. Da parte aérea das plantas, obtiveram-se fragmentos da base
(intersecdo com o sistema radicular), né cotiledonar, folha cotiledonar, caule e folhas
(tercos médio e superior da planta). Do caule, obtiveram-se fragmentos com 3mm de
espessura e, das folhas, com 05dmansferiram-se os fragmentos para meio PCA, e se

avaliou como anteriormente.

Resultados
Sobrevivéncia no filoplano de tomateiros

Clonostachys rosea sobreviveu no filoplano até os 48 dias apds aplicado (Figura
4). A populacdo do antagonista foi reduzida abruptamente aos 3 dias apés a aplicacéao
posteriormente, a reducéo foi gradual e mais lenta, até o final das avaliacdes. Na ultima
em média, havia mais que 70 UFC:fnia suspenséo de lavagem dos foliolos. Colénias
de C. rosea desenvolveram-se nas placas feitas a partir das plantas-testemunha aos 12
dias apos a aplicagdo. Como o numero de colbnias foi sempre menor que 30, abaixo do

limite de deteccéo, as contagens nédo foram consideradas nas analises.
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Dias apos aplicacéo
Figura 4 Unidades formadoras de col6nia (UFC)dlenostachysrosea na suspenséao de
lavagem de foliolos de tomateiros, em diferentes intervalos apés aplicacdo do antagonista.
Médias de dez repeti¢des. Linha tracejada na horizontal representa o limite d&odetecc

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

Sobrevivéncia no rizoplano de tomateiros

Clonostachys rosea sobreviveu na rizosfera e rizoplano ap6s ser aplicado no
substrato de cultivo (Figura 5). Na rizosfera, a populacdo do antagonista manteve-se
estavel durante os 48 dias de av@@m e houve variabilidade na contagem de UFC. No
rizoplano, a populacdo reduziu-se ao longo do periodo avaliado. Nas duas ultimas
avaliacdes, colonias de. rosea ocorreram em placas das plantas-testemunha,omas

namero de UFC foi sempre abaixo do limite de deteccéo adotado.
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Dias apds aplicacao
Figura 5: Unidades formadoras de col6nia (UFC)Ctlenostachys rosea na solucao
preparada a partir do substratodo sistema radicular de tomateiro em diferentes
intervalos apods aplicacdo do antagonista. Médias de dez repeticdes. Linha tracejada na
horizontal representa o limite de deteccdo da técnica. Barras verticais representam o
desvio padrdo da média.

Colonizacao do tomateiro

A partir do terceiro dia apds a aplicacdo, recuperoG-sesea de todos o0s
fragmentos da intersecao do caule-sistema radicular. Exceto na ultima coleta, recuperou-
se 0 antagonista em 80% dos fragmentos (figur&l®nostachys rosea também foi
recuperado de fragmentos do né cotiledonar (regido do hipocétilo) entre 3 e 24 dias ap06s
a aplicacdo. O numero de fragmentos do né cotiledonar colonizados foi maximo aos 3 e
6 dias, mas decresceu e foi 40% na coleta do dia 24. No dia 48, detectou-se colonizagao
apenas em fragmentos na intersecao caule-sistema radicular. Nao se detectou colonizacao
do caule e das folhas nos tergcos 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 intersecéo do caule comi mo(
no cotiledonar((d), colonizados po€. rosea, coletados aos 0, 3, 6, 12, 24 e 48 dias apos

aplicacdo do antagonista no substrato de plantio. Média de 5 repeticdes. Barras verticais

representam o erro padrao da meédia.

Quanto ao sistema radicular, dos fragmentos nao sanitizados recup&ou-se
rosea em média superior a 50% de todos os fragmentos em todas as épocas. A
recuperacdo do antagonista nos fragmentos aumentou-se até 12 dias apés aplicacao; apoés
24 e 48 dias, recuperaram-se de 60 e 40%, respectivamente. Nos fragmentos sanitizados,
no dia 0 ndo se recuperou o antagonista. Nos dias 3, 6, 12, 24 e 48, obtivera@Bse 12
24 16 e 18% dos fragmentos colonizados (figura 7). Similar ao ocorrido na parte aérea,

nao se visualizou o0 antagonista em quaisquer amostras das plantas- testemunha.
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Figura 7 Fragmentos de raizes, ndo-sanitizadsg sanitizadosl{), colonizados por
C.roseae coletados aos 0, 3, 6, 12, 24 e 48 dias apés aplicacdo do antagonista no substrato

de plantio. Média de 5 repeticBes. Barras verticais representam o erro padrao da média.

Discussao

A versatilidade, competitividade e antagonismd_deosea sédo bem conhecidos
(Sutton et al., 1997). Além do antagonismo dos quatro isolados brasileiths asea
(Nobre et al., 2005a B. cinerea, comprovado em morango e tomateiro (Cota et al.,
2008ab; Borges et al., 2015), as observa¢des quanto a sobrevivéncia desses isolados,
associados ou ndo a tomateiros eram inconclusivas. Durante 48 dias de av@liacéo,
rosea isolado NCR61/F sobreviveu no filoplano, rizosfera e rizoplano de tomateiros.

No filoplano, a sobrevivéncia reduziu-se ao longo das avaliagdes, fato
aparentemente comum para fungos antagonistas no filoplano (Koéhl et al. 2000; Guetsky
et al. 2002; Freeman et al. 2004, Cota et al., 2008a). No presente trabaltreyivéncia
reduziu-se mais abruptamente aos 3 dias ap0s a aplidagd&monizacdo de tecidos
foliares de morangueiro pelos isolados brasileiro€.desea reduziu-se ao longo de 49
dias, com maior taxa de reducao até 14 dias apos aplicados (Cota et al., 2008a). Reducao
abrupta nas populac¢tes de isolado$rdehoder ma harzianum, T. hamatum, T. atroviride
e T. longibrachiatum também ocorreram nos primeiros 3 dias apo0s aplicados em
morangueiros em casa de vegetacdo (Freeman et al., 2004). Espera-se haver queda

abrupta na sobrevivéncia desses fungos, considerando-se que 0s esporos, inicialmente
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protegidos no ambiente de cultivovitro, sdo transportados para o ambiente hostil do
filoplano, onde a baixa disponibilidade de nutrientes e agua livre provocam a morte de
grande parte dos esporos antes mesmo de geemir{®apavizas, 1985). Ha que se
considerar aspectos bidticos - como a microbiota residente, quimicos - como exsudatos
foliares, e fisicos - como a umidade relativa (Cota et al., 2008a) e a radiacdo ultravioleta
(Costa et al., 2012, 2013). Mesmo sob condigbes ambientais adversas, o antagonista pode
manter o antagonismo e suprimir o patégeno (Morandi, et al., 2008), em vista de sua
versatilidade e competitividade. E importante, ainda, analisar a relacéo entre quantidade
de esporos do antagonista que sobrevivem e a eficiéncia do biocontrole no filoplano.
Quando se selecionaram os isolados do antagonista, com aplicacdaaieidids. mr*
suprimiuse a esporulacdo dB. cinerea em folhas de tomateiro (Nobre at al., 2005)
Assim, a principio, podeseia proteger o tomateiro e controBurcinerea com intervalos

de aplicacéo entre 12 a 18 dias. Essa observacao proveio de iensgtiose demandam-

se ensaios em casa de vegetacao para valida-la.

O antagonista também sobreviveu na rizosfera, onde a populacédo tendeu a
permanecer estavel, e no rizoplano, onde decresceu. Quando se estudou a sobrevivéncia
de outros isolados de. rosea no solo, verificou-se tendéncia de aumento de populacéo
na rizosfera e rizoplano de cenoura e cebola (Bennett et al., 2008) ou de ervilha (Xue,
2003) e de reducdo em raizes de pepino (Chatterton et al., 2008, Chatterton & Punja,
2010). Comumente, h&a problemas de amostragem em estudos com microrganismos do/no
solo, o que pode levar a divergéncia de resultados. No presente trabalho, a reducao
populacional d€. rosea no rizoplano, pode-se dever a amostragem: inicialmente, quando
o volume radicular era pequeno, amostravam-se as raizes como um todo; a partir de 12
dias, com o crescimento massal, pode-se ter amostrado regifes das raizes ndo 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. E curioso que o nimero de fragmentos
colonizados pelo antagonista aumentou até os 24 dias ap0s a aplicacdo, mas a intensidade
de colonizacdo diminuiu. O estudo da colonizagcdo por meio de UFC:ynaoake,
também, ter levado a um problema de representacdo. De qualquer forma, a populacdo de
C. rosea no solo pode reduzir ao longo do tempo. Este fato foi observado para
Trichoderma spp., segundo os autores porque os conidios foram aplicados ao solo sem
adicao de nutrientes (Papavizas, 1981, 1985; Beagle-Ristaino & Papavizas, 1985). No
presente trabalho, também se aplic@urosea sem adi¢cdo de quaisquer nutrientes

exdgenos, que nao a matéria organica do proprio substrato.
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Fato importante é que, apos aplicado no substrato de c@tivosea colonizou
raizes, a intersecao caule-raiz e mesmo o no6 cotiledonar (regido do hipocotilo). Ja se
observou colonizacdo da regido da coroa da raiz e do hipocétilo pelo antagonista (Xue
2003; Chatterton et al., 2008). Apesar de colonizar hastes e raizes mais eficientemente
que folhas (Saraiva et al., 2015), ndo se esperava haver colonizacao sistémica das plantas,
considerando-se que o0 antagonista permanece nas camadas superficiais da epiderme
(Saraiva, et al., 2015). De qualquer forrGarosea pode se estabelecer endofitica e
epifiticamente em 6rgaos de plantas (Sutton et al., 1997, Nobre et al., 2005). Esse fato foi
novamente constatado no presente trabalho, agora em tomateiro.

Em conclusadC. rosea sobrevive por até 48 dias nas superficies foliar e radicular,
bem como na rizosfera do tomateiro. O nimero de propagulos ativos na superficie foliar
até 12 dias da aplicacdo pode propiciar a protecao dos érgdos. Demandam-se estudos em
casa de vegetacao para se certificar de que essa tendéncia persiste e, principalmente, pare
se avaliar a sobrevivéncia em hastes feridas, sitios preferenciais de infed:@meoea
em tomateiros (Borges et al. 2015). Na rizosfera, os propagulos do fungo permaneceram
em concentracao similar a aplicada inicialmente, e se espera que possam assegurar a
protecdo das raizes a eventuais patdgenos. A sobrevivénCiard&a no solo e na
superficie da planta poderia ser aumentada, @adicdo de nutrientes a suspensédo de
conidios ou o encapsulamento dos mesmos, para fornecer nutrientes exdgenos (Shaban
& El-Komy, 2001). Em condi¢des de casa de vegetacdo, ambiente mais propicio a
epidemias d8. cinerea em tomateiro, 0 uso de cobertura plastica de polietileno contendo
bloqueadores de raios UV-B (Costa et al., 2013) e o maior controle da temperatura e
umidade poderiam aumentar a sobrevivéncia do fungo na superficie foliar. Enfim, este
trabalho apresenta o comportamento do antagonista nos diferentes 6rgaos da planta.
Como mencionado, jA se conheciam varios aspectos autoecoldgicos relacionados aos
isolados brasileiros d€. rosea. Com o0 presente estudo, preenche-se uma lacuna

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

Microbiota foliar de tomateiro versus aplicacédo deClonostachys rosea NCR61/F
Resumo

Clonostachys rosea € antagonista eficiente dotrytis cinerea em varios hospedeiros,
mas as relagcbes do antagonista com comunidades microbianas na parte aérea sao
inexploradas. Assim, objetivou-se investigar se a aplicac&b rsea na parte aérea de
tomateiros afeta a microbiota foliar. A aplicacdoQleosea reduziu a diversidade da
comunidade fangica epifitica, até 12 dias, e da comunidade endofitica até 3 dias apos a
aplicacdo. Para a comunidade bacteriana epifitica, a diversidade reduziu-se, aos 3 e 12
dias apos a aplicagdo. As comunidades fungicas (epifitas e enddfitas) de plantas tratadas
comC. rosea foram diferentes das néo tratadas, até 3 dias apés a aplicacdo, e semelhantes
nos demais periodos. A comunidade bacteriana epifitica de plantas tratadas cssan
diferiu da comunidade de plantas ndo tratadas aos 3 dias da aplicai@gneelhante
nos demais periodos. Apesar dessas diferencas, em todas as comunidades afetadas, houv
resiliéncia da micobiota, com aumento da diversidade e diminuicdo de distancias entre
comunidades tratadas ou ndo com o antagonista. A abundéancia de filos e géneros
epifiticos (bacterianos e fungicos) foi significativamente menor nas plantas tratadas com
C. rosea, principalmente nos dias iniciais apos a aplicacdo. Os géneros mais abundante
em folhas de tomateiro foramCladosporium (Ascomycota), Acinetobacter
(Proteobacteria) Blanifilum (Firmicutes). Conclui-se que a aplicacdddieosea alterou
a microbiota de folhas de tomateiro mas o efeito ocorreu apenas nos primeiros dias da
aplicacdo e foi transiente. Esse trabalho € inédito no Brasil e abre avenidas para novos
estudos sobre interacbes de agentes de controle biolégico-microbiota de elantas
podermos definir estratégias para aumentar a eficiéncia do controle biolégico de

fitopatdgenos.

Introducao

O controle biologico tem sido ferramenta importante no manejo de doencas de
plantas, e 0 uso de agentes de controle biolégico (acb) atende a demanda crescente por
tecnologias sustentaveis e eficientes de controle (Pal & Gardener, 2006). Embora haja
consenso sobre os beneficios do uso de acb na agricultura, pouco se conhece sobre o
efeitos ndo-alvo das aplicagbes desses agentes no microbioma de plantas. Em vista dos
mecanismos de antagonism@rincipalmente antibiose, hiperparasitismo e competicao
—pode-se esperar que antagonistas a fitopatdgenos causem perturbagcdes nas comunidade:

microbianas, coma reducdo na diversidade e/ou abundancia de outros fungos no
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ecossistema (Brimer & Boland, 2003, Winding et al., 2004). Essa indagacao € importante
e demanda avaliacdo, aliada aquela de eficiéncia de um acb.

Entre os acb eficientes que possuem 0s mecanismos mencionados acima,
encontra-seClonostachys rosea. Além de antibiose, competicdo e hiperparasitistho,
rosea também pode produzir enzimas hidroliticas, para facilitar a penetracdo e o
micoparasitismdLi et al., 2006, Mamarabadi et al., 2008), e outros metabolitos deletérios
a microrganismos (Rodriguez et al., 20Xpnostachysrosea controlouBotrytis cinerea
em roseira, morangueiro e tomateiro, sob diferentes condicbes (Nobre et al, 2005,
Morandi et al., 2001, Cota et al., 2008, Borges et al.,, 2015), bem Sderotinia
sclerotiorum, Magnaporthe grisea, Verticillium dahliae e Fusarium culmorum (Thines et
al., 1997 Sutton et al., 1997Rodriguez et al., 201 Karaiva et al., 2014). Portanto, a
eficiéncia deC. rosea € indiscutivel, mas o que dizer de seu efeito no agroecossistema?

Como mencionado, conhece-se pouco acerca das interacbes do agente de
biocontrole e microrganismos néo alvos. Este conhecimento €, ainda, mais restrito quanto
aC.rosea, e se obtiveram dois relatos conflitantes relacionados a aplicagdo do antagonista
no solo reducédo dos grupos de microrganismos da rizosfera de trigo, principalmente
Glomus intraradices, fungo micorrizico (Ravnskov et al., 2006), e um aparente estimulo
benéfico a 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 tém-se observado que o efeito da aplicacédo de agentes de
controle bioldgico sobre populagdes de microrganismos residentes em plantas é transiente
(Massart et al., 2015).

As interacOes foliares sdo menos conhecidas, pois 0 ambiente filosfera/filoplano
€ menos estudado que o da rizosfera (Massart et al., 2015, Saravanakumar et al., 2017), e
tem-se buscado entender essas interacdes (Bulgarelli et al.,, 2013). As comunidades
microbianas do filoplano sdo adaptadas a condi¢cdes adversas, como poluicdo do ar,
radiacéo ultravioleta e flutuagdes na temperatura e umidade relativa. Microrganismos do
filoplano/filosfera podem ter relacdes tréficas aparentemente neutras com as plantas, mas
acredita-se que o microbioma foliar desempenha varias fungbes, como absorver
nutrientes, manter o crescimento de plantas sob estresse biético e/ou abiotico e induzir
resisténcia a fitopatdgenos (Zhang et al., 2008, Massart al., 2015), com papel final
importante na sanidade das plantas (Perazzolli et al., 2014). Compreender as relagdes nos
sistemas acb -microbioma-planta é importante para tracar estratégias de controle do

patogeno (Massart et al., 2015) e mesmo para definir quanto ao uso ou néo do acb.
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Como mencionado, é provavel que os mesmos mecanismos de antagonismo a
microbiota fitopatogénica podem afetar a microbiota ndo alvo, e é crescente o nimero de
estudos sobre a interacdo de acb e o microbioma de plantas. Entretanto, as if@eracdes
rosea e a microbiota de tomateiro sdo desconhecidas. Na Unidade de Controle Bioldgico,
em ensaios preliminares, observou-se que amostras retiradas de tomateiros em que se
aplicou C. rosea geraram poucas culturas de morfoespécies fangicas nos dias que se
seguiram a aplicacdo. Em amostras obtidas ao longo dos dias, houve reducédo de colbénias
do antagonista e aumento do numero de morfoespécies fungicas. Esses indicios, a
escassez dos relatos sobre os efeitos de agentes de controle bioldgico sobre o microbioma
e a importancia do tema nortearam esse trabalho. Assim, objetivou-se investigar se a

aplicacdo de&. rosea na parte aérea afeta o microbioma foliar do tomateiro.

Metodologia
Desenho experimental e amostragem

Os experimentos ocorreram na Unidade de Controle Biologico, casa de vegetacao e
Laboratério de Biologia de Populacbes de fitopatogenos do Departamento de
Fitopatologia e no Laboratério de Microbiologia de Anaerébios, do Departamento de
Microbiologia da Universidade Federal de Vigosa, Minas Gerais, Brasil. Usou-se o
isolado NCR61/F de&. rosea (Nobre et al., 2005), cultivado em arroz em sacos de
polipropileno com filtro, a 25°C e 12h de fotoperiodo, sob luz fluorescente. Diariamente,
revolveu-se o substrato para favorecer a colonizacéo fungica. Apés 10 dias, adicionaram-
se agua 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 suspensio ‘para 10
conidiosmL™, com auxilio de hemacitémetro.

Cultivaram-se tomateiros, grupo Santa Clara, em substrato contendo 3L de solo de
terrico, 1L de esterco bovino curtido, 20.8g de Osm&wtk0.4g de Yoorif, em vasos
de 4L, em casa de vegetacdo, a 25+2°C. No inicio do estadio reprodutivo (aos 50 dias do
transplantio), marcaram-se aleatoriamente foliolos de tamanho uniforme no teigo méd
superior de cada planta, e aspergiu-se em toda superficie da planta, suspenséo de conidios
de C. rosea ou ADE. Ap6s 30 min (dia 0) e 3, 6 12, 24 e 48 dias da aplicacdo, de cada
planta coletaram-se seis foliolos, que foram transferidos para 30 mL de tampao fosfato
salino (PBS) em tubos tipo Falcon de 50mL, que foram vortexados (1 min) e sonicados
(10 min). Retiraram-se os foliolos, e se centrifugou a suspenséo de lavagem a 22000 x g
a 4°C por 30 min. Descartou-se o sobrenadante, e a partir dos pellets formados, procedeu-

se a extracdo de DNA.
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Os foliolos foram lavados por duas vezes em hipoclorito de sédio 0,5% e ADE, secos
em camara de fluxo laminar e armazenados a -80°C. No momento do uso, foram
seccionados em fragmentos de 4herse transferiram 2g para 8mL de PBS em tubos
tipo Falcon de 15mL, que foram mantidos horizontalmente, a 22°C, no escuro, sob
agitacao a 100rpm. Apés12h, filtrou-se em camada dupla gaze em novo tubo, centrifugou-
se a 22000 x g a 4°C por 30 min, descartou-se 0 sobrenadante e procededtagé@ ex
de DNA.

Extracdo de DNA

Para a extracdo, adotou-se o protocolo de Stevenson e Weimer (2007), com
modificagbes. Em cada tubo com o pellet, adicionaram-se 400 puL tampéo de extracao
(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 conteudo transferido para tubos
plasticos de 2mL resfriados. A cada tubo, adicionaram-se 500mg de beads de
zircbnio/silica de 0,1mm de didmetro, 50ul de dodecil sulfato de sodio (SDS) 20% e
500uL de fenol equilibrado. Agitaram-se os tubos em macerBdaa-Beater 24) por 2
min, por duas vezes. Entre as agitac6es, mantiveram-se os tubos a 60°C por 10 min. Apos,
centrifugou-se a mistura a 14000 rpm por 5 min. O sobrenadante foi pipetado e transferido
para 500pL de cloroféormio resfriado em novo tubo. Agitaram-se os tubos por inversdo
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 -20°C durante 6 h. Centrifugou-se como
anteriormente e lavou-se o pellet formado por duas vezes em etanol resfriado (70%); ap6s
cada lavagem, centrifugaram-se os tubos e se descartou o0 sobrenadante. Deixou-se secat
por 30 min, para o etanol evaporar, e ressuspendeu-se cada pellet em 50 puL de Tris-EDTA
1x (TE) e 1,5uL de RNAse. Os tubos foram mantidos a 37°C por 20 min e armazenados
a 1°C. ApoOs as extracdes, quantificou-se o DNA e aferiu-se sua integridade, em gel de
agarose 1%, corado com Gel RédApds diluir o DNA de microrganismos epifiticos e

endofiticospara 50 ng.uL?, estocou-se a -20°C.

Microbioma de tomateiros acessado por eletroforese em gel com gradiente
desnaturante (PCR-DGGE)

Para se avalair as alteracdes nas comunidades microbianas apo£aphes,
inicialmente, usou-se a estratégia da HERSE Amplificaram-se os DNAs de fungos

e bactérias epifiticos e endofiticos com marcadores universais. Para a comunidade
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bacteriana, amplificou-se a regido V3 do gene rRNA 16S (Muyzer et al., 1993) com
iniciadores 341f-GC/518r (Muhling et al., 2008). Para a comunidade fangica, amplificou-
se aregido ITS1 com iniciadores ITS1fGC/ITS2 (White et al., 1990).

As reacdes de PCR ocorreram em tubos de 200uL para o volume final de 25uL
da solucéo de reagentes: 2,5 uL do Tampdo GoTaq® Reaction Buffer (5X), 2,0 pL de
MgCl2> (25 mM) 2,0 uL de dNTPs (2 mM), 0,3 pL de primer forward (10 uM), 0,3uL de
primer reverse (10 uM), 0,5uL de GoTag® DNA polimerase (5 un./pL), 2uL de BSA (2
mg/mL), 1,0 uL de DNA (20 ng/ pL), agua ultrapura e DNA. Usou-se o termociclador
Mastercycle? Nexus Eppendorf. Para amplificar sequéncias bacterianas, usou-se o
protocolo de execugao da PCR de Muhling et al. (2008), com modificagdes. Inicialmente,
agueceram-se as solucdes a 96°C por 4 min, para desnaturacéo, e se realizaram 35 ciclos
de amplificacdo. Em cada ciclo, as solu¢des foram mantidas sucessivamente a 96°C (1
min), 56°C (1 min) e 72°C (30 s). Apos os ciclos de amplificacdo, mantiveram-se os tubos
a 72°C por 5 min para a extenséo final. Para a comunidade fangica, executou-se a PCR
segundo o protocolo de Liu et al. (2015). Em todas as reacbes, o controle negativo
consistiu da solu¢do com reagentes da PCR e agua ultrapura ao invés de DNA molde. Os
amplicons foram testados em gel de agarose 1,8%, corado com G¥IERedim e o
peso molecular foi contrastado com marcador de DNA de 100pb.

Para a DGGE, prepararasaigéis verticais de poliacrilamida (acrilamida: N,N’-
metilenobisacrilamida 37,5:1) com gradiente desnaturante de ureia e formamida em
tampéo TAE 1x, no equipamento DGGE-2401 (C.B.S. Scientific Company, USA). Para
0os amplicons bacterianos, usou-se gel a 80g/l (8%) e gradiente desnaturante variando
linearmente de 40% a 60%; para os amplicons fungicos, usou-se gel a 60g/l e gradiente
desnaturante de 35 a 55%.

Para preparar as solucdes desnaturantes, misturaram-se solucfes estoque de
poliacrilamida: uma com 100% de agentes desnaturantes (uréia 7 M e formamida
deionizada 400 mL/L) e uma sem ambos. A cada solucdo adicionaram-se 3,6 mL/L de
persulfato de amonio (100 g/L) [polimerizader),43 mL/L de TEMED (N,N,N*“,N*-
tetrametiletileno diamino). Nas solucte85 e 60%, adicionaram-se 20 pL de corante
(azul de bromofenol 5 g/L; xileno cianol 5 g/L e TAE 1X) para visualizar o gradiente.
Para haver polimerizacao do gel, aguardaram-se 3h para aplicar as amostras.

Para cada comunidade, misturaram-se os produtos da PCR das repeticoes de cada
tratamento e época de coleta e se obtiveram 12 amostras de microrganismos epifiticos e
12 de endofiticos. De cada amostra, misturaram-se 8 pL a 8 pL do tampao 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 dé&scherichia coli ATCC 29214 (y-Proteobacteria),
Salmonella enterica typhimurium ATCC 14028 (y- Proteobacteria)Bacillus cereus

ATCC 14579 (Firmicutes) kactococcus lactis ATCC 19435 (Firmicutes); para fungos,
usouse uma mistura de fragmentos da regido ITS1 Tdechoderma harzianum,
Pseudocer cospora ulei, Geotrichum sp. e Mucor sp.

A eletroforese ocorreu a 60°C e 90 V constante, durante 15h. Coraram-se 0s géis
por 20 min com solucédo de SYBR® Gold (Invitrogen). As imagens foram visualieadas
foto-documentadaam sistema de digitalizagdo de imagem Eagle Eye™ (Stratagene) ¢
analisadas com o software BioNumefidgaths, v.6.6. Geraram-se matrizes binarias de
presenca e auséncia de bandas e, com o programa Paleontological Statistics Software
Package for Education and Data Analysis (PAST), calcularam-se os indices de riqueza e
de diversidade. Adicionalmente, realizou-se andlise de agrupamento, e geraram-se
dendogramas segundo o método UPGMA (unweighted pair group method with arithmetic
mean) com base na matriz binéria de presenca e auséncia de bandas e no coeficiente de

Dice de similaridade.

Mi crobioma de tomateiro acessado por DNAnetabarcoding

Transferiram-se amostras de DNA de trés repeticBes de cada tratamento, endofiticos
e epifiticos para placas de PCR com 96 pocos. Liofilizou-se o DNA, selou-se a placa e se
enviaram as amostras ao Argonne National Laboratory (lllinois, USA)
(http://www.anl.gov), para sequenciamento. Usou-se a plataforma lllumina MiSeq

(Coporaso et al., 2012). Para amplificacdo, usaram-se marcadores para as regides V4 do
SSU rRNA 16S, com os primers 515F (5’- GTGCCAGCMGCCGCGGTAA3’) a 806R

(5’- -GGACTACHVGGGTW-TCTAATS3’), para bactérias (Caporaso et al., 2011), ea

regi& ITS1 com primers ITS1F (5’ -CTTGGCCATTTAGAGGAAGTAA-3) e ITS2 (5°

— GCTGCGTTC-TTCATCGATGC3’) para fungos (White et al., 1990).

Analise de dados

Analisaamse os dados do sequenciamento com o Quantitative Insights Into
Microbial Ecology Software (Qiime 1.9.1) (Caporaso et al., 2010), com os protocolos
para sequéncias 16S e ITS do Brazilian Microbiome Project (BMP) disponivel em:
http://brmicrobiome.org (Pylro et al., 2014) para filtrar sequéncias com baixa qualidade,

agrupar sequéncias com alta similaridade e efetuar analises de diversidade. Na etapa de
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limpeza, descartaram-se sequéndasamanho menor que 140pb, qualidade inferior a
25 na escala de Phred e uma ou mais bases ambiguas. Com o auxilio do programa ITSx
(Bengtsson-Palme et al. 2013), manteve-se apenas a regido ITS1 de alta variabilidade.
Agruparam-se as sequéncias fungicas remanescentes em Unidades Taxondémicas
Operacionais (OTUs) a 97% de identidade, usasdpmetodo Upsarse (Edgar 2013).
Agrupou-se cada OTU em taxa especificos, por meio da ferramenta blast do Qiime. Para
a anotacao taxondmica de bactérias, usou-se o banco de dados do GreenGenes (DeSantic
et al., 2006) para fungos, o banco UNITE (Koljalg et al. 2014). Adotou-se a estratégia
de rarefacdo para igualar o numero de sequéncias 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 indice de diversidade de Simpson
de riqueza Chaol, equitabilidade e curvas de rarefacdo. Estimou-se a beta diversidade
com base na matriz de distancia pelo método de Unifrac, para bactérias, e pelo método de
Bray-Curtis (Bray & Curtis, 1957), para fungos. Efetuaram-se andlises de coordenadas
principais (PCoA), e graficos de abundasc@m a ferramenta/pacote Phylloseq
(MacMurdie & Holmes, 2013) e o programa R (Team 2012). Calcularam-se as
abundancias relativas de filos fungicos e bacterianos, e e estudou-se a dinamica temporal
das abundéancias dos géneros fungicos e bacterianos mais presentes em plantas tratada:
com o antagonista em relacdo as testemunhas. Para as OTUs ndo classificadas com base
nos bancos de dados do Unite (fungos) e do greengenes (bactérias), compararam-se as
sequéncias com o banco de dados do National Center for Biotechnology Information
(NCBI), por meio da ferramenta BLASTPara definir as sequéncias a se comparar,
adotaram-se 0s critérios: menor e-value, maior bitscore, maior cobertura e maior

identidade entre sequéncias.

Resultados
Microbiota de tomateiro acessado por eletroforese em gel com gradiente
desnaturante

A diversidade e riqueza do microbioma alteraram-se nos primeiros dias apos
aplicacdo do antagonista. Assim, alteragbes ocorreram nas comunidades bacterianas
endofiticas e epifiticas filoplano (Figura 8-A, B) e mais acentuadamente nas comunidades
fungicas epifiticas (Figura 8D) que nas endofiticas, nas quais menores valores de rigueza
e diversidade ocorreram aos 6 dias apos a aplicacéo (Figura 8C). Nas coletas posteriores,
ocorreu efeito de recomposicao, e microbioma de plantas tratadas tendeu ao equilibrio,

COomo nas nao tratadas.
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Pela analise dos dendrogramas, ocorreu baixa similaridade entre comunidades
bacterianas de plantas tratadas ou n&o, que explicassem o comportamento da comunidade
ao longo do tempo (Figura 9, A e B). Para as comunidades fungicas, houve maior
similaridade e separacdo das comunidades das plantas tratadas ou G4oosesn nos

diferentes tempos avaliados (Figura 9, C e D).
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Figura 8: indices de riqueza (Chao) e de diversidade (Shannon Wiener), gerados a partir
da matriz de presenca e auséncia do perfil eletroforético de microbioma de tomateiros
tratados conClonostachys rosea ou agua A e B: Bactérias, endofiticas (A) e epifiticas
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Microbioma de tomateiro acessado por DNA metabarcoding

Dados do sequenciamento

Apoés eliminar sequéncias de baixa qualidade, retirar quimeras e sequéncias
indesejadas, como de cloroplastos e mitocéndrias, obtiveram-se totais variados de
sequéncias (tabela 2). Visando minimizar os efeitos da cobertura do sequenciamento na
andlise de diversidade e comparacédo de taxa, aplicou-se o método de rarefacao, e reduziu-
se o total de sequéncias obtidas em cada amostra. As estimativas da diversidade alfa e

beta foram baseadas em matrizes de OTU uniformemente rarefeitas.

Tabela 2: Numeros de sequéncias, antes e ap0s a retirada de sequéncias de baixa
qualidade, quimeras e sequéncias ambiguas, numero de OTU’s e cobertura do
sequenciamento de amostras fungicas e bacterianas, endofiticas e epifiticas do

microbioma de tomateiro.

Grupo Local Numero de sequéncias  Numero de OTUs! Coverage
Total Apos limpeza
Bacteria Epifitico 296425 266165 1174 0.97
Endofitico 761866 460770 79 0.99
Fungi  Epifitico 846384 205010 888 0.96
Endofitico 761866 304040 484 0.99

10TU’ s obtidas pelo método Usearch, usando como ponto de corte o valor de 97%

Diversidade

A aplicacdo deC. rosea afetou a diversidade alfa de comunidades fungicas
bacterianas, considerando-se os indices de rigueza Chaol e Equitabitldextsidade
Simpson (Figura 10). Até 12 dias da aplicacéo, a riqgueza e a diversidade da comunidade
fungica epifitica de plantas tratadas domosea foram menores que a de plantas tratadas
apenas com agua (Figura 10A). Na comunidade fungica endofitica, esse efeito ocorreu
aos 0 e 3 dias da aplicacdo do antagonista (Figura 10B). Durante o periodo avaliado, a
riqueza e diversidade tenderam a reduzir nas comunidades endofiticas de plantas n&o
tratadas com o antagonista

Na comunidade bacteriana epifitica, a diversidade e riqueza variaram, com valores
menores valores de riqueza aos 3 dias da aplicacdo e menores valores de diversidade aos
3 e 12 dias da aplicagéo (Figura 10C). Na comunidade bacteriana endofitica, a diversidade
em todas as épocas foi semelhante, em plantas, tratadas ou n@orosea, enquanto
na comunidade epifitica, a diversidade e riqueza reduziram-se nas plantas tratadas ou nao

(Figura 10D).
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Figura 10: indices de riqueza (Chaol), Equitabilidade (evenness) e de diversidade
(Simpson) do microbioma de tomateiros em diferentes intervalos apds aplicacdo de
Clonostachys rosea (linha azul) ou agua (linha vermelha). A e B: Fungos, epifiticos (A)

e endofiticos (B). C e D: Bactérias, epifiticas (C) e endofiticas (D).

Pela andlise de coordenadas principais (PCoA), houve grande variacdo nas
comunidades fungicas. Tanto a comunidade epifitica (Figura 11A) como a endofitica
(Figura 1B), de plantas tratadas cdnrosea, diferiram da comunidade das néo tratadas
aos 0 e 3 dias de aplicacdo, com baixa diversidade. Nas coletas posteriores, a diversidade
aumentou, a microbiota se recompads, e a diversidade das comunidades de plantas tratadas
ou nao conC. rosea foram semelhantes nas coletas finais.

As comunidades bacterianas epifiticas de plantas tratadaS.cosea diferiram
das tratadas apenas com agua, aos 3 dias da aplicacdo, e foram semelhantes nos demai
periodos (Figura 11). Houve pouca alteragdo nas comunidades bacterianas endofiticas,
que foram semelhantes durante todo o periodo 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 apés aplicag@orbstachys

rosea (triangulos) ou &gua (circulos). A e B: Matriz de Bray-Curtis, para fungos epifiticos
(A) e endofiticos (B). C e D: Método Unifrac, para bactérias epifiticas (C) e endofiticas
(D). Heatmaps na vertival, apresentam agrupamentos de OTU’s de plantas tratadas com

0 antagonista e na horizontal de plantas tratadas com agua.

Abundancia relativa

Os filos fungicos Ascomycota e Basidiomycota foram os mais abundantes em
folhas de tomateiro. Os ascomicota representaram mais de 50% da diversidade fangica,
enquanto os basidiomicota tiveram mais de 9%; dentre os mais representativos. Nao se

conseguiu alocar 40% das OTUs de fungos epifiticos e 39,5% das de endofiticos, segundo
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0 banco de dados do UNITE. Em ambos os locais da folha, percebeu-se alteracées nas
abundancias relativas, dos filos fungicos nos dias iniciais da aplicacéo (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 superficie foliar maior
namero de filos abundantes péde ser observado. No interior das folhas de plantas tratada
com C. rosea houve menor abundancias dos filos firmicutes e maior de proteobacteria,
que foi predominantgFigural2A, C).

Para minimizar o numero de microrganismos nao classificados, sempre que
necessario, compararam-se as sequéncias de OTUs com o banco de dados do NCBI, por
meio da ferramenta BLAST, e identificaram-se 0s géneros mais abundantes em cada caso.
O géneroCladosporium foi o0 mais abundante em folhas de tomateiro. No filoplano os
géneros mais abundantes foramAlternaria, Catenulostroma, Cladosporium,
Clonostachys, Fusarium, Nigrospora, Resinicium, Schyzophyllum. Destes, a grande
maioria, sofreram reducdo em abundancia, nas plantas tratad@ormstachys rosea
nos dias iniciais a aplicacéo (Figura 13). Posteriormente, houve aumento da abundancia
de todos os géneros, em plantas tratadas ou na@€corysea. A abundancia de alguns
géneros, comd-usarium, reduziu-se com o0 tempo, principalmente nas plantas nao
tratadas. Endofiticamente, os géneros mais abundantes fak@nmaria, Aspergillus,

Candida, Cercospora, Cladosporium, Cochiobolus, Exserohilum, Fusarium,
Mycosphaerella e Nigrospora. Semelhante a superficie foliar, a maioria dos géneros foi
menos abundantes em plantas tratadas@amostachys rosea principalmente nos dias
iniciais apos a aplicacdo. O génetbonostachys foi muito abundante nas plantas onde
se aplicolC. rosea NCR61F, mas também ocorreu naquelas nao tratadas.

Considerando-se as bactérias, observou-se, maior nimero de géneros com valores
altos de abundancia no filoplano, destacandoA®gnetobacter, Aeromonas,
Arthrobacter, Bacillus, Brevundimonas, Candidatus Portiera, Enterobacter, Janibacter,
Methylobacterium, Planifilum, Pseudomonas e Sphingomonas como 0s mais abundantes
(Figura 13) As abundancias relativas dos géneros citados variaram entre plantas tratadas
ou ndo contT. rosea, mas houve a tendéncia de reducdo das abundancias relativas em
plantas tratadas com o antagonista nos dias iniciais. Destaque para dBgéileroque
teve a abundancia menor pela aplicacaG.desea. Endofiticamente, nimero menor de
géneros com alta abundéncia foi observadisualizaram-se poucas alteracdes nas

abundéancias dos géneros em plantas tratadasCcamsea ou ndo. Similarmente a
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superficie foliar, o génerBacillus teve menor abundancia em plantas tratadas com o
antagonista, ja o géneRseudomonas teve sua abundancia aumentada 3 dias apos a

aplicacao de&. rosea.

A 1.00

| e 1.004
Phylum
. p__Verrucomicrobia
o W e_m 0751
| p_TME
p__Tenericutes
o . p__Synergistetes o
0.50 2 . p__Spirochaetes 0.50 e
= o
p_ Protecbacteria
B o__Pianctomycetes
p__0OP11
0.257 p__Nitrospirae 0.25
= p__Gemmatimonadetes =
e GAL1S i
g = D_F - 2 Phylum
B gop{ i k= 0.00 .p unidentified
© B Firmicutes o e
= i = B o__nortierellomycota
g 1.00 - — — E_FEIF' 9 by . p__Basidiomycota
0 — i)
A 1
2 - . p__Euryarchaeota E . P SERINYLINS
I
= - B o__cyanobacteria 2
0.75- o p__Crenarchaeota 075
o | Mp_chiorofien "
=} p__Chlamydiag =1
a p__BRC1 2
& &
0.50 § . p__Bacteroidetes 0504 -%
i p__Armatimonadetes s
2 | Il o_rquificae @
= p_AD3 =
0.254 [ o Actinobacteria 0.251
p__Acidobacteria
. 4] hermi]
0.001 0.001
Dia_00 Dia_03 Dia_12 Dia_24 Dia_00 Dia_03 Dia_12 Dia_24
Tempo Tempo
C  ood D0
0.75 075
I X
0501 2 0.501 a
5 5
Phylum
0.2519 . p__Verrucomicrobia 0254
=y B r_ Proteobacteria = I
© p__Planctomycetes o Phylum
ke 0.004 2 Nijospirae = 0.00 . p__unidentified
® p__Firmicutes o . i
o p__Mortierellomycota
- p__Cyanobacteria == "
o 1.00 . 2 100 p__Basidiomycota
= p__Chloroflexi 5 - Wiiin
g p__Bacteroidetes g = ¥
g . p__Actinobacteria é
0754 p__Acidabacteria 0.754
o | Eo_rmhermi s
=3 =3
3 2
g &
0.504 S 0.504 s
= =
a =
0.25- 025
0.004 0.004

Figura 12: Abundancias relativas de filos bacterianos epifiticos (A) e endofiticos (C); e
fungicos epifiticos (B) e endofiticos (D) de plantas de tomateiro, coletados aos 0, 3, 12 e

Dia_00 Dia_03 Dia_12 Dia_24

Tempo

Dia_00 Diz_03 Dia_12 Dia_24
Tempo

24 dias ap0s a aplicacdo de dgu&tnostachys rosea

48



Alternariz Ci o] T Clonosiachys i Fusarium Marasurnivs Muorierelia Migrospora Resiruciurn Rhodoioruis Schizeptydium
20+
8 10+ i
S| 2 =
= S O — _— — e - - — -
o 8
i 10+
—20
g.’i Alteroaria Aspergillus Candicda Carcospora .CIadoanurrurn Clonasfa_dzys' Cochliobolus Exsecobitum | | Fusarium
=i
L= | 64
104
o (&) :
o K sl - - — . . | s - ) - P
=) 58 Tem
=| 3 empo
5 1 |
2 Mo
= 204
i

Acingfebactar| | Asremaonas Arthirabacter Bacilius xs(em-;.qunnn.q=.~| C‘Egﬂa{:‘“ Enterabacter Janiactar I Psaudonar i |

12
24

-,=

|
|
‘ Epifitico
Log:FC
"
!
1
I
[
|
|
q
II
|
|
!

L e .

Acinelobacter Baciiius Chryseobacienum Entercbacter Envirtia Exiguobacterium Lactecoccus Faembacillis Freudomonas !Stan oiropiipmonast

Bacteria

20

10
£
§ L — -, — | _-na 1 —— _?Sﬂ] e —_— J —
S |

o
=
o
=

o
=

=
i}

Figura 13 Abundancia relativa de géneros fungicos e bacterianos, epifiticos e endofiticos em teayaiesrdos conClonostachys rosea em relagéo
aos aplicados com agua apenas. Valores positivos ou hegativos representam maior ou menor abundanciardaejép@o ao controle (agua) em

diferentes dias ap0s a inoculacao
49



Discussao

O estudo do efeito da aplicagdo de acb € restrito as interacdes com fitopatégenos
e plantas. Mas, ja has estudos mostrando as relagdes de antagonistas com as comunidade:
nao-alvo, principalmente na rizosfera (Massart et al., 2015). Entretanto, ha poucas
informacdes sobre o filoplano (Perazzoli et al., 2014). Embora, haja tendéncia crescente
de investigacbes sobre o tema, ndo se encontraram publicacdes relacionadas quanto os
efeitos deC. rosea na microbiota de tomateiro. No presente trabalho, elucsaos
efeitos da aplicacdo d& rosea NCR61/F na microbi foliar de tomateiros, por meio
de duas abordagens: PCR-DGGE e sequenciamento de nova geracdo (NGS). Como
tendéncia geral, a aplicacdoCe osea ndo alterou o padrao das comunidades bacterianas
e fungicas de folhas de tomateiro. A diversidade, uniformidade e composicao reduziram-
seinicialmente, mas houve efeito resiliente, com poucas diferencas nessas comunidades
nas ultimas coletas do estudo.

Adotou-se a PCR-DGGE, considerada eficaz para o estudo de perturbacbes em
comunidades microbianas (Muyzer & Smalla, 1998). A técnica foi Gtil para comparar
agrupamentos de plantas tratadas ou hdo com o antagonista. Detectaram-se alteracfes ne
diversidade e principalmente agrupamentos entre amostras do mesmo tratamento. A partir
das analises de diversidade, percebeu-se haver maior perturbacao nos dias iniciais apés a
aplicacdo, mas com respostas distintas quanto a riqueza e diversidade para comunidades
de plantas tratadas ou ndo c@nrosea.

Com o sequenciamento das amostras de DNA, obteve-se grande numero de
sequéncias que foram agrupadas em OTUs. A partir das matrizes de rarefagéo,
determinou-se a diversidade associasleomunidades bacterianas e flngicas, epifiticas
e endofiticas ao longo do tempo. Como ja observado, os valores de riqueza e diversidade
foram menores nos dias iniciais apos aplicag@@.dosea. Houve maior alteracdo nas
comunidades fangicas que nas comunidades bacterianas do fil@ptaustachysrosea
€ reconhecidamente antagonista a fungos, mas ndo a bactérias. Entretanto, mesmo nas
comunidades fangicas, houve o efeito resiliente: com a dindmica temporal e crescimento
do tomateiro, a riquezaaaliversidade nas plantas tratadas foram se assemelhando as das
nao tratadas.

Com a analise de PCoA, avaliou-se a alteracdo na microbiota apés a aplicacéo de
C. rosea. As comunidades fungicas epifiticas dos tomateiros tratados foram distintas
daquelas de tomateiros nao tratados nos trés primeiros dias do tratamento. Seguiu-se o
estreitamento das distancias das comunidades de plantas tratadas ou ndo, com menores

diferencas entre essas comunidades. Esses dados corroboram os de alfa diversidade e
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pode-se depreender que, apos a perturbacdo 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 ndo, nas epifiticas ocorreram diferencas
mais visiveis aos 3 dias da aplicacdo; as comunidades endofiticas de plantas tratadas as
das nao tratadas, em todas as épocas. Varios autores ja observaram este efeito transitorio
na microbiota de plantas apds a aplicacd@ae(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 constatacdes, a composicao microbiana retornou
ao estado similar ao de populacdes de plantas ndo tratadas (Massart et al., 2015).
Mudancas nas populacdes podem ocorrer, com ou sem a presenca dos antagonistas
(Copeland et al., 2015), o que deve ser considerado em estudos futuros.

A reducédo da diversidade e riqueza de fungos epifiticos, até 3 dias da aplicacao,
provavelmente seja um artefato experimental: c@mmsea foi aplicado“massalmente
(1CPconidios/ mL de Agua) na superficie foliar, nas amostragens iniciais captse
mais propagulos do antagonista do que da microbiota residente. Em vista do potencial
competitivo (Sutton et al., 1997), ha possibilidadeCdeaosea ter competido com a
microbiota e deslocado microrganismos, principalmente nos dias iniciais apds aplicacao.
Vale mencionar que o isolado NCR61/F, aqui usado, pode produzir compostos téxicos a
B. cinerea (capitulo 1) e que, apesar de sobreviver no filoplano de tomateiros por até 48
dias, ha reducao abrupta na populacao do isolado ja aos 3 dias pds-aplicacao (capitulo 2).
Assim, é provavel que o efeito na microbiota até os 3 dias decorra da amostragem e da
presenca do antagonista e de compostos que produz. Com a passagem dos dias, a
populacdo deC. rosea diminui € 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 epifitica
de plantas tratadas nao se alteraram imediatamenta aplicacdo do antagonista, e sim
apos F 12 dias. As reducdes na diversidade dessas comunidades podem estar associadas
a metabolitos secundarios produzidos forosea, como peptaibols, glisopreninas e
birssorbicilinoides que tém acdo antibidtica (Zhai et al., 2016). Novamente, vale
mencionar que se isolaram compostos dessas familias do caldo de cultivo do fungo
(capitulo 1). Neste trabalho, cultivou-se o fungo em gréaos de arroz durante 10 dias,
preparou-se suspenséo de conidios e se ayflicasea nos tomateiros. E provavel que
metabolitos produzidos no substrato estivessem sollUveis na suspensao de conidios e, ap0s

a aplicacao, tenham sido toxicos a populacao de bactérias sensiveis.
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Em geral, a riqueza e diversidade de bactérias no filoplano diminuiram ao longo
do periodo avaliado. A composi¢do e a abundancia de microrganismos na folha podem
estar associadas a condi¢cdes ambientais, sazonais (Copeland et al., 2015) e a idade dos
tecidos foliares (Wagner et al., 2016). Conduziu-se o presente experimento em condi¢des
de casa de vegetacao, e se espera que os efeitos sazonais e ambientais sejam desprezivei
No inicio do experimento, no terco superior de tomateiros marcaram-se foliolos, os quais,
ao final do experimento, eram mais velhos (até 48 dias) que os da primeira amostragem.
Assim, é valido considerar que a idade dos tecidos tenha afetado as populacdes.

Em termos de abundéancia relativa de fungos, epifitica e endofiticamente, nas
plantas tratadas, os Ascomycota foram os mais abundantes, com mais de 50% da
abundancia. A maioria de fungos epifiticos, inclusiveosea, € forma mitosporica de
Ascomycetes, o que se refletiu na abundancia. Nas plantas ndo tratadas, os Basidiomycota
foram os mais abundantes, apesar dos valores baixos. Quanto a abundancia relativa de
bactérias, detectou-se predominéncia de proteobacterias. O microbioma foliar € diverso,
e sua composicao depende de varios fatores. Em estudo do microbioma epifitico de
tomateiro, observaram-se composicdes diferentes de géneros fingicos e bacterianos em
diferentes 6rgaos e regides da planta (Ottenssen et al., 2013), e a abundancia de filos
bacterianos e fungicos foram similares aos aqui obtidos.

A abundancia dos géneros flngicos e bacterianos epifiticos foi menor em plantas
tratadas, enquanto a abundancia de géneros endofiticos foi semelhante nas plantas
tratadas ou ndo. A partir dessa observacdo, analisaram-se o0os géneros flngicos e
bacterianos mais abundantes. Nas plantas tratadas, nos dias iniciais, a abundancia de
varios géneros fungicos, com@adosporium, e de géneros bacterianos reduziu-se
principalmente no filoplano. Por outro lado, ocorreram poucas alteracfes entre plantas
tratadas e ndo tratadas quanto a abundancia dos organismos endofiticos. Esses resultados
sdo importantes, quando se consideram microrganismos endofiticos benéficos, cujas
populacdes, aparentemente, ndo foram reduzidas com a aplicdGaosta.

Tradicionalmente, os estudos relacionados ao controle biolégico priorizam as
interacdes antagonista-patdogeno e antagonista-hospedeiro. Entretanto, ha necessidade de
entender as interacdes antagonista-microbiota, e ha tendéncia crescente de publicacdes
no tema. No Brasil, os estudos destas interacdes sé&o raros. Assim, os resultados aqui
obtidos séo inéditos, principalmente considerando-se a inte€agésea-microbita de
tomateiro. Como o ambiente foliar de tomateiro € diverso (Ottensen et al., 2013) e sitio
de infecgdes para varios patdégenos, entender a dinamica da microbiota local e os efeitos

nao-alvo da aplicacéo de antagonistas, sera importante para avaliar estratégias do controle
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biologico. O trabalho aqui também €& importante porque lanca méo de ferramentas
moleculares para entender a dindmica do microbiota foliar. Considerando o ja discutido,
a longo prazo uma aplicacéo @erosea ndo é deletéria & microbiota do tomateiro. Ha
necessidade de se avaliar se um programa de manejo que envolva maior nimero de

aplicacdes também nao o seja.
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CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

Metabolitos produzidos em cultivo p@ionostachys rosea, tiveram atividade
supressiva 8otrytis cinerea. Maior eficiéncia em reduzir o crescimentoRleinerea e
na producdo de diferentes metabolitos foram obtidos com maior tempo de incubacéo do
antagonista. Destacam-se a grande producédo de glisopreninas e bissorbicilinoides,
metabdlitos comumente produzidos por outros isolad@s dEsea, e que S0 supressivos
a patégenos. Os proximos trabalhos poderdo revelar quais dos metabdlitos, sdo
isoladamente 0s mais supressivos ao patégeno.

A dinamica temporal da sobrevivéncia do antagonista em plantas de tomateiro,
pbde também ser melhor compreendida. O antagonista sobreviveu no filoplano, rizoplano
e rizosfera do tomateiro durante 48 dias; a sobrevivéncia decresceu no filoplano e
rizoplano, mas curiosamente manteve-se estavel na rizosfera. A sobrevivéncia do
antagonista pode impactar diretamente o controle da doenca, e é conhecimento importante
para determinar intervalos de aplicagéo.

A aplicacdo deClonostachys rosea alterou o microbioma foliar de tomateiro, de
forma transiente. Grupos fungicos foram mais alterados pela aplicacao do antagonista que
bacterianos. Como visto, existe a redu¢cado no numero de propagulos vidlerosia
ao longo do tempo na superficie foliar e a recomposicdo do microbioma pode estar
relacionado a menor presenca do antagonista. Esses resultados sugerem que as alteracte
no microbioma de plantas de tomateiro, ocasionadas pela aplicac@orakea, sao
minimas,e a microbiota consegue restabelecer-se ao longo do tempo. A interagao de
rosea e grupos especificos de fungos e bactérias, poderdo ser melhor exploradas
futuramente, e também o papel dos metabdlitos nessas interacdes. Ademais, 0
conhecimento gerado € relevante e inédito quando se trata de microbioma de tomateiro

sobre influéncia de agentes de controle biologico.
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