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RESUMO

MACEDO, Paulo Eduardo Franca de, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro
de 2011.Promoc¢éao do crescimento de plantas mediada pdZlonostachys rosea.
Orientador: Luiz Antonio Maffia.

Agentes de biocontrole, além de antagonizar patégenos, podem ainda mediar
outros beneficios as plantas, como a promocdo de crescimento. O antagonismo de
quatro isolados brasileiros @donostachys rosea Botrytis cinereaé bem conhecido,
mas ainda ndo se sabe se esses isolados podem promover o crescimento de plantas.
Assim, objetivou-se avaliar se os quatro isolados poderiam reduzir o tempo de
emergéncia e promover o crescimento de plantas de 17 espécies vegetais cultivadas
comercialmente. Para o tempo de emergéncia, compararam-se seis tratamentos
aplicados em sementes: agua (testemunha), suspensaooctaitios.mL* de cada um
dos quatro isolados e a mistura dos isolados. Apos o plantio, diariamente, avaliou-se a
emergéncia das plantulas. Para promocdo de crescimento, compararam-se 0S Seis
tratamentos, em trés numeros de aplicagdeglantio; no plantio e 7 dias apds; e no
plantio, 7 e 14 dias ap6s. Apos 35 dias do plantio, avaliaram-se ae#tsrmatérias
secas do sistema radicular e da parte aérea. Houve reducdo do tempo de emergéncia
apenas em margarid&Em plantas de tomate, margarida, soja, eucalipto, petunia e
alyssum violeta, houve promocéao do crescimento, com aumento da altura ou da matéria
seca. O isolado NCR61/F destasmipor reduzir o tempo de emergéncia em margarida
e promover o crescimento de plantas de quatro espécies vegetais. Maior numero de
aplicacdes d€. roseando levou a maior promocao de crescimento. Concluiu-s€ que
roseatem potencial em promover o crescimento de plantas. E importante conduzir
estudos para elucidar os mecanismos de promocao de crescimento e para avaliar a

aplicacao d€. roseaem condi¢cdes de producao comercial de culturas.



ABSTRACT

MACEDO, Paulo Eduardo Franca de, M.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, February,
2011.Growth promotion of plants mediated by Clonostachys rosea. Adviser: Luiz
Antonio Maffia.

Biocontrol agents can reduce the effect of pathogens, as well as mediate other
benefits to plants, such as growth promotion. The antagonism of four Brazilian isolates
of Clonostachys rose#o Botrytis cinereais well knovn, but it was not studied yet
whether they could promote the growth of plants. Therefore this study aimed to assess
whether these four isolates could reduce the time of emergency and promote the growth
of 17 plant species used commercially. Regarding the time of emergence, we compared
six treatments applietb seeds: water (check), suspension of dé cthidia.mL* of
each the four isolates @f. roseaseparately, and a mixture of the four isolates. After the
planting, the emergence of seedlings was evaluated. dRédgarding the growth
promotion, we compared the six treatments, at three applidaties: at planting; at
planting and 7 days later; and at planting, 7 days and 14 days later. At 35 days after
planting, we evaluated the height and dried matter of both root system and aerial part.
Reduction in emergendyme occurred onlyin daisy plants. Growth promotion, with
the increase in heighdr dry matter, occurred in plants of six crops (tomato, daisy,
soybean, eucalyptus, alyssum violet, and petunia). One isolate (NCR61/F) in special
redued emergencdime in daisy and promoted plant growth of four plant species.
Increased number of applications@froseadid not increase the growth promotion. It
was concluded tha€C. roseahas potential to promote plant growth. It is important to
undertake further studies to elucidate mechanisms of growth promotion, as well as to

evaluate the application &f. roseaunder commercial crop production.
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1 INTRODUGCAO

O uso de pesticidas na agricultura vem sofrendo restricdes, principalmente em
vista dos residuos em alimentos, selecdo de populacbes de patdogenos resistentes,
contaminagdo ambiental e dos riscos a saude humana. Embora a quantidade de produtos
comerciais em uso no controle biolégico de doencas de plantas ainda seja pequena,
cerca de 1%, e de os fungicidas representarem aproximadamente 15% do mercado
mundial de pesticidas, o uso de agentes de biocontrole vem crescendo, principalmente
no contexto do manejo integrado de doencas (Fravel, 2005). Com o manejo integrado,
reduz-se a necessidade da aplicacéo de fungicidas e, consequentemente, a possibilidade
de selecdo de isolados resistentes, o que torna o controle mais estavel e sustentavel
(Fravel, 2005; Shtienberg & Elad, 1997). Outras vantagens de se adotar o biocontrole
incluem a reducdo de residuos quimicos nos alimentos, menor exposi¢cdo dos
aplicadores a agrotoxicos e menor contaminacédo do ambiente (Pertot et al., 2008).

Agentes de biocontrole, além de reduzir o efeito dos patégenos nas plantas,
podem promover outros efeitos benéficos, que incluem a melhoria das condi¢cdes
fisiologicas, reducdo de estresses abidticos, melhoria da eficiéncia fotossintética,
aumento da absor¢cdo de 4gua e assimilacdo de nutrientes, 0 que torna as plantas mais
saudaveis e produtivas (Shoresh et al.,, 2010). Em vista desses efeitos, 0s agentes de
biocontrole podem promover o crescimento de plantas, fato ja comprovado por varios
autores (Gravel et al., 2007; Harman et al., 2008; Shoresh et al., 2010; Shoresh &
Harman, 2008; Sutton et al., 2008). Entretanto, ha poucos estudos sobre 0s mecanismos
bioquimicos e genéticos associados ao maior crescimento das plantas. Reducao do nivel
de etileno e producéo de compostos estimulantes, como os reguladores de crescimento,
sdo possiveis mecanismos envolvidos na promoc¢ao de crescimento de plantas (Dai et al.,
2008; Gravel et al., 2007). Uma forma de usar os agentes de bicontrole é sua aplicacao
em sementes ou mudas, que € vantajosa, pois 0S microrganismos podem sobreviver e
proliferar durante a estacao de cultivo, podendo favorecer o controle de patdogenos e, em
alguns casos, promover o melhor desenvolvimento das plantas sem demandar
aplicacdes repetidas (Bennett et al., 2009; Shoresh et al., 2010; Sutton et al., 2008; Xue,
2003).



Dentre 0os microrganismos com potencial de uso na agricultura, vem-se dando
énfase ao fung&lonostachys roseélink Fries). O potencial de uso agricola @e
rosea deve-se ao fato de esse microrganismo controlar diversos patdégenos fangicos
(Cota et al., 2008b; Jensen et al., 2004; Krauss & Soberanis, 2001; Lahoz et al., 2004;
Lubeck et al., 2002; Morandi et al., 2008; Sutton et al., 1997; Xue, 2003), poder
parasitar insetos (Toledo et al.,, 2006; Vega et al.,, 2008) e cistos de nematdides dos
génerosHeteroderae Globodera (Sutton et al.,, 1997), além de ser endofitico e
promover crescimento de plantas (Lubeck et al., 2002; Morandi et al., 2001; Sutton et
al., 2008; 2002).

No Brasil, os trabalhos co@. roseainiciaram-se na década de 1990 com o
isolado canadense Pg 88-710 (Peng and Sutton, 1991), que foi efesiestgrimir a
esporulacdo dBotrytis cinereaem morangueiro e roseira (Morandi et al., 2006; 2003;
Valdebenito-Sanhuenza et al., 1997). Selecionaram-se quatro isoladbsraseaa
partir de condi¢des brasileiras (NCR19/F, NCR60/F, NCR61/F, NCR62/F), visando
primeiramente o controle biolégico d& cinerea(Nobre et al., 2005). Esses quatro
isolados reduziram a esporulacéo Blecinereaem folhas de morangueiro, roseira,
eucalipto e tomateiro (Nobre et al., 2005) e colonizaram folhas de morangueiro,
independentemente do periodo de molhamento foliar, o0 que é vantagem competitiva
sobreB. cinerea(Cota et al., 2008a). Em experimentos de campo realizados em Vigcosa-
MG, os quatro isolados brasileiros foram tao eficientes quanto fungicidas no controle de
B. cinereaem morangueiro (Cota et al., 2009; 2008Db).

Aspectos auto-ecoldgicos e a capacidade antagonista dos quatro isol@os de
roseaa B. cinereaja foram elucidados (Cota et al., 2009; 2008a; 2008b; Nobre et al.,
2005). Porém, ainda ndo sabe se esses isolados, além de contBolaieenea podem
ser benéficos as plantas por meio de outros mecanismos, como a promocao de
crescimento. Assim, no presente trabalho objetivou-se estudar se os quatro isolados
brasileiros deC. roseapodem promover o crescimento de plantas de 17 espécies
vegetais cultivadas comercialmente. Especificamente, objetivou-se avaliar se: i) o0s
isolados diferem quanto a capacidade de promover o0 crescimento e aumentar a
velocidade de emergéncia das plantulas; ii) a aplicacdo da mistura de isolados é mais
eficiente e estavel que a aplicacdo individual; iii) maior nimero de aplicac@es de

rosearesulta em maior promogé&o de crescimento.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos gerais

Atualmente, o controle de doencas baseia-se no uso intensivo de fungicidas, o
que acarreta problemas sociais, econdmicos e ambientais. Contaminagdo ambiental,
residuos em alimentos, risco a saude humana e selecdo de populagbes de isolados
resistentes aos fungicidas sao alguns dos problemas gerados pelo uso indiscriminado
desses compostos (Elad & Evensen, 1995; Fravel, 2005; Morandi & Bettiol, 2009
Moyano et al., 2003; Pertot et al., 2008; Yourman et al., 2001; 2000).

Diante da necessidade de se buscarem alternativas de controle que sejam
eficientes, menos agressivas ao homem e ambiente e mais sustentaveis, vem-se
estudando o controle biolégico, para reduzir ou substituir o uso de fungicidas (Cota et
al., 2009; 2008b; Elad & Kirshner, 1993; Fravel, 2005; Shtienberg & Elad, 1997;
Moyano et al., 2003). Embora a quantidade de produtos comerciais em uso no controle
biolégico de doencas de plantas ainda seja pequena, e os fungicidas quimicos
representarem aproximadamente 15% do mercado mundial de pesticidas, o uso de
agentes de biocontrole vem crescendo, principalmente no contexto de manejo integrado
de doencas (Fravel, 2005). Com o manejo integrado, reduz-se a necessidade da
aplicacdo de fungicidas e, consequentemente, a possibilidade de selecdo de isolados
resistentes, o que torna o controle mais estavel e sustentavel. Em alguns casos, o uso de
um agente de biocontrole € o melhor método de controle de doencas (Fravel, 2005;
Shtienberg & Elad, 1997). Outras vantagens do biocontrole incluem a reducédo de
residuos quimicos nos alimentos (Pertot et al., 2008), menor exposi¢cao dos aplicadores
a agrotoxicos e menor contaminacédo do ambiente.

Ha varios microrganismos selecionados como agentes de biocontrole, como
Trichoderma harzianum(Elad & Kirshner, 1993; Elad, 1994)T. inhamatum,
Cladosporium oxysporum, Bacillus subtil@atagiba et al.,, 1998)Penicillium
chrysogenum(Jackson et al., 1994)Jlocladium atrum (Kohl et al., 1999; 1998),
Candida oleophila(Mercier & Wilson, 1994)Pichia guilermondi e Bacillus mycoides
(Guetsky et al., 2002; 200&)Clonostachys rosegsutton et al., 1997).



2.2 Beneficios do uso de agentes de biocontrole

Além de reduzir o efeito dos patdgenos nas plantas, a aplicacdo de agentes de
bicontrole pode promover outros efeitos benéficos na plantas: melhoria das condi¢cdes
fisiologicas, reducdo de estresses abidticos, melhoria da eficiéncia fotossintética e
aumento da assimilacdo de nutrientes, 0 que torna as plantas mais saudaveis e
produtivas. (Bennett et al., 2009; Shoresh et al., 2010; Sutton et al., 2008).

Varios autores comprovaram a eficiéncia de agentes de bicontrole em melhorar o
desenvolvimento de plantas (Gravel et al., 2007; Harman et al., 2008; Shoresh et al.,
2010; Shoresh & Harman, 2008; Sutton et al., 2008), mas ha poucos estudos sobre 0s
mecanismos bioquimicos e genéticos associados ao melhor desenvolvimento. Reducgéo
do nivel de etileno e producdo de compostos estimulantes, como os reguladores de
crescimento, sdo possiveis mecanismos envolvidos na inducdo de crescimento de
plantas (Dai et al., 2008). Estudaram-se cinco espécies de bactérias e trés espécies de
fungos como possiveis promotores de crescimento de plantulas de tomate:
Pseudomonas putide T. atroviridae promoveram o crescimento de plantulas e
produziram acido indolacético (Gravel et al., 2007). Auxina, produzidd .pagrense
Piriformospora indica,foi importante em promover o crescimento Aebidopsis
thaliana(Contreras-Cornejo et al., 2009; Sirrenberg et al., 2007).

Os agentes de bicontrole podem, também, promover o aumento da absorcao e
translocacdo de nutrientes, incrementando o crescimento de plantas. Plantas de
pimentdo tratadas com harzianuntiveram maior peso fresco de parte aérea e de raiz,
maior comprimento de parte aérea, maior area foliar e aumento de 90% na
concentracdo de fésforo e de 30% na de ferro (Yedidia et al.,2001).

A aplicacdo de agentes de biocontrole pode tornar as plantas mais tolerantes a
estresses hidricos (Bae et al., 2009; Harman, 2000). Plantas de milho originadas de
sementes tratadas coim harzianumforam mais tolerantes a seca em condicdes de
campo, provavelmente em vista do maior desenvolvimento e aprofundamento das raizes,
com consequente maior absor¢cdo de agua (Harman, 2000). Em mudas de cacaueiro
tratadas conf. hamatunme mantidas em condicfes de seca, houve atraso no fechamento
de estdbmatos (Bae et al., 2009). Em milho, a aplicacda HarzianunT22 induziu o
metabolismo de carboidratos e proteinas relacionadas a fotossintese, resultando em

maior teor de amido nas folhas (Shoresh & Harman, 2008). Este efeito pode ser



acentuado em condi¢cbes de seca prolongada, que resulta em privacdo de carbono em
vista do fechamento estomatico prolongado. Os agentes de biocontrole podem, também,
promover o crescimento das plantas por meio do aumento da fotossintese (Shoresh &
Harman, 2008; Shoresh, et al., 2010).

A salinidade inibe o crescimento da maioria das espécies vegetais, pois altera as
relacdes de agua nos tecidos e provoca disturbios no equilibrio de ions, e os efeitos
podem ser reduzidos em plantas tratadas com microrganismos benéficos (Yildirim et al.,
2006). Para os autores, o peso fresco de plantas de abdbora tratadas com os produtos
comerciais Yield ShieldRacillus pumilisGB34), SuperBi8AgBlend™ (Bacillus spp.),
SuperBi§ SoilBuilder™ (Bacillus spp., actinomicetos, cianobacteria, alga) foi
significativamente maior que em plantas ndo tratadas, mantidas em ambiente salino.

Sob estresse, aumenta-se a producao de espécies reativas de oxigénio, as quais
podem se acumular em niveis que podem danificar os componentes da célula, como por
meio da peroxidacdo lipidica (Shoresh et al., 2010; Waller et al., .2608pos
endofiticos podem regular a producdo exagerada de espécies reativas de oxigénio e
reduzir os sintomas de estresse (Shoresh et al., 2010; Waller et al.,E2080%)zes de
plantas de milho em que se aplichuchodermaspp., 0s niveis de peroxidase e
glutationa redutase, enzimas detoxificantes, foram maiores (Shoresh & Harman, 2008).
Para os autores, a aplicacdo de agentes benéficos pode reduzir processos de oxidacdes
indesejaveis, reduzir os sintomas de estresse, com consequente melhor desenvolvimento
das plantas.

Fungos comcC. roseae Trichodermaspp. podem aumentar o desenvolvimento
de raizes (Harman, 2000; Roberti et al., 2008; Shoresh & Harman, 2008; Shoresh et al.,
2010; Sutton et al., 2008). Raizes mais desenvolvidas podem explorar mais o solo,
aumentar a absor¢cdo de nutrientes e &agua e, consequentemente, aumentar o
desenvolvimento das plantas (Harman, 2000; Shoresh et al., 2010).

A aplicacdo de microrganismos em sementes pode aumentar a eficiéncia no uso
de nitrogénio (Harman, 2000; Shoresh et al., 2010). Quando cultivadas em campos com
baixos teores de nitrogénio, plantas de milho em que se aplicbarzianumT22
foram maiores e mais verdes que em plantas sem aplicagcédo (Harman, 2000). Segundo o
autor, na presenca de harzianumr22, o rendimento maximo de milho foi com 50%

da dose necesséria para rendimento maximo na auséncia do fungo. A reducdo na



adubacao nitrogenada com manutencdo da produtividade € relevante, pois reduz os
custos de producao e melhora a sustentabilidade dos sistemas. Os agentes de biocontrole
podem ser aplicados em sementes ou mudas, 0 que € vantajoso, poisS 0S microrganismos
podem sobreviver e proliferar durante a estacdo de cultivo, o que favorece o controle de
patégenos e, em alguns casos, promove o melhor desenvolvimento das plantas sem
necessidade de aplicacbes repetidas (Bennett et al., 2009; Shoresh et al., 2010; Sutton et
al., 2008; Xue, 2003).

2.3 Clonostachys roseeomo agente de biocontrole

Na busca por antagonistas eficientes, vem-se enfatizando o@mmustachys
rosea(Link Fries) [forma perfeita =Bionectria ochroleuch anteriormente classificado
como Gliocadium roseum(Schroers et al., 1999 lonostachys rose& organismo
cosmopolita, presente naturalmente no solo, restos culturais, plantas daninhas e
cultivadas (Sutton et al., 1997). O antagonista é eficiente no controle de varios
patdgenos comaBotrytis cinerea Alternaria radiciang A. dauci A. alternata
Fusarium culmorumF. oxysporumf. sp. pisi, F. solani f. sp. pisi, Aphanomyces
euteiches Erysiphe orontij Moniliophthora roreri M. perniciosa Phytophthora
palmivora Mycosphaerella pinodesPythium spp., Rhizoctonia solanie Sclerotinia
sclerotiorum(Cota et al., 2008b; Jensen et al., 2004; 2000; Krauss & Soberanis, 2001,
Lahoz et al., 2004; Lubeck et al., 2002; Morandi et al., 2008; Sutton et al., 1997; Xue,
2003). Os mecanismos relatados de antagonisnib deseaaos fungos fitopatogénicos
citados s&o inducado de resisténcia, hiperparasitismo e competi¢cao (Lahoz et al., 2004,
Roberti et al., 2008; Sutton et al., 1997; Xue et al., 2003).

Aplicou-seC. roseaem raizes de plantas de tabaco, analisou-se o extrato foliar
quanto aos niveis de R-1,3-glucanases, [3-1,4-glicosidases, quitinases, N-acetil-b-
dglucosaminidase, e peroxidases, e se detectou aumento na atividade de [3-1,3-
glucanases, 13-1,4-glicosidases e quitinases. Adicionalmente, nas plantas tratadas com
rosea nas raizes e, posteriormente, inoculadas €ogsiphe orontiinas folhas, a
severidade do oidio foi menor que naquelas em que néo se aplicou o antagonista (Lahoz
et al., 2004). Esta foi a primeira confirmacéo de Queoseapoderia induzir resisténcia

em plantas.



Para verificar s€. roseainduziria resisténcia em trigoFusarium culmorum
apos aplicar o antagonista nas sementes, inoculou-se o patégeno, e se avaliaram as
proteinas (PR4), peroxidases e quitinases; as PR4 foram expressas mais cedo quando se
aplicou o antagonista (Roberti et al., 2008). Para os autores, com a aplicagéo de
rosea as plantas expressaram compostos de defesa mais rapidamente, pois as proteinas
PR4 estdo envolvidas com atividade de ribonuclease, o que induz resisténcia na planta.
A expressao rapida de compostos de defesa € importante pois, em alguns, casos as
plantas conseguem reconhecer o patdgeno e iniciar sua defesa. Porém, em certas
ocasides, o ataque é muito rapido e, quando a planta produz os compostos de defesa, a
infeccdo j& esta em estado avancado, e 0 patdgeno nao é afetado (Roberti et al., 2008).

Hifas deC. roseapodem penetrar em conidios, esclerdédios e hifds deerea
e 0s parasitar (Sutton et al., 1997). Morandi et al. (2001) observaram que hfas de
roseapenetravam em hifas d& cinereae as estrangulavansabe-se qu€. rosa
produz compostos antifingicos e enzimas que degradam a parede de outros fungos, mas
o papel dessas substancias no parasitismo ainda ndo foi completamente elucidado
(Sutton et al., 1997). Por meio de microscopia eletrénica de varredura, observou-se que
hifas deC. roseapenetravam, de forma direta, em conidios e hifaB.d#nerea onde
promovia a ruptura e degradacao das células do patégeno (Li et al., 2002).

Isolados deC. rosea aplicados isoladamente ou em conjumealuziram a
intensidade de doencas causadas ptwniliophthora roreri, M. perniciosae
Phytophthora palmivoraem cacaueiro, sendo o hiperparasitismo um importante
mecanismo de antagonismo no controle desses patégenos (Krauss & Soberanis, 2001).
Um isolado deC. rosea transformado para expressdo de “green fluorescent protein”

(GFP), degradou hifas d&ythium ultimum(Mamarabadi et al., 2009). Para os autores,
além de quitinases, outras enzimas devem estar envolvidas na hiperparasitismo.

O complexo de podridéo radicular da ervilha, de dificil controle, causado pelos
fungosAlternaria alternata, Aphanomyces euteicHassarium oxysporurh sp. psi, F.
solani f. sp. psi, Mycosphaerella pinodesPythium spp., Rhizoctonia solanie
Sclerotinia sclerotiorumé o principal fator limitante a producéo da cultura no Canada.

Em estudosn vitro, o isolado ACM941 d€. roseaparasitou 0s oito patdégenos, sem
haver halo de inibicdo entre as coldnias dos patdgenos €.aaosea(Xue et al., 2003).

Em condi¢des controladas, a aplicacdcCdeoseanas sementes de ervilha aumentou a



germinacao em 44% e a emergéncia em 22%, e reduziu a severidade da doenca em 76%.
reducdo superior a obtida com o fungicida thiram (65%) (Xue et al., 2003). Os autores
observaram que, no campo, a eficiéncia do tratamento de sement€s coseafoi
semelhante a do tratamento com thiram e considerarai@.qoseatambém atuou por
competicdo, pois colonizou as sementes e se estabeleceu nas raizes, provavelmente
impedindo a infeccao pelos patégenos.

A competicao € também um mecanismo importante de antagonisGioragea
a B. cinerea O antagonista € mais eficiente em colonizar os tecidos senescentes e
mortos, o que contribui para reduzir o inéculo do patégeno (Sutton et al., 1997).
Clonostachys roseaompetiu comB. cinereae inibiu sua esporulagcdo em begonia,
tomate, geranio, morango e frambqgesaultima, o antagonista inibiu a germinacéo dos
conidios e a formacao do apressoriddeinerea(Sutton et al., 1997).

O isolado canadense PG 88-710 @e roseareduziu em mais de 99% a
esporulacdo dB. ciner@a em folhas de roseira, mesmo quando se inoculou o patégeno
24 h antes de aplicar o antagonista, o que comprova a habilidade competifiva de
roseg pois pode se estabelecer e reduzir a esporulacdo do patdgeno mesmo quando este
ja esté presente (Morandi et al., 2001). O isolado PG 88-710 competiB. cimereae
reduziu sua esporulagdo em morangueiro, eucalipto e roseira, em estudos realizados no
Brasil ( Morandi et al., 2003; 2001; Valdebenito-Sanhuenza et al., 1997; Von Stowasser
& Ferreira, 1997; Tatagiba et al., 1998).

Obtiveram-se quatro isolados @e roseaem condi¢cdes brasileiras (NCR19/F,
NCR60/F, NCR61/F, NCR62/F), os quais reduziram a esporulac& d@ereaem
folhas de morangueiro, roseira, eucalipto e tomateiro (Nobre et al., 2005) e colonizaram
folhas de morangueiro, sob curtos ou longos periodos de molhamento foliar, o que é
vantagem competitiva sobi cinerea(Cota et al., 2008a). Porém, em temperaturas
abaixo de 10°C, foram pouco eficientes em colonizar tecidos e compets.conerea
(Cota et al., 2008a; Kohl et al., 1999). Em experimentos de campo (temperatura média
do ar em torno de 16°C), realizados em Vigosa-MG, os quatro isolados foram eficientes
no controle déB. cinereaem folhas, flores e frutos de morangueiro (Cota et al., 2008b).
Para os autores, a aplicacdo semanal da mistura dos quatro isolados foi tédo eficiente
quanto o controle quimico e, com duas aplicacbes semanais, obteve-se maior nivel de

controle e incrementos superiores a 100% da producao, o que indica que a temperatura



nao limitou a atuacao de. roseaem condi¢coes de campo. Considera-se que 0 SUCESSO

do biocontrole dé. cinereapor C. roseaem varios hospedeiros decorre do fato de o
antagonista se estabelecer e competir com o patégeno na auséncia de molhamento foliar,
em periodos prolongados de molhamento, independente do estadio de desenvolvimento
dos tecidos, ser pouco afetado pela radiagdo solar e possuir requerimentos de
temperaturas semelhantes aos do patégeno (Cota et al., 2008a; Morandi et al., 2008;
2006; 2003; 2001).

2.4 Outros beneficios d&lonostachys rosea

Clonostachys rosetambém € antagonista a nematdides, e pode parasitar cistos
de Heterodera spp. e Globodera spp. (Sutton et al.,, 1997). Sob microscopia de
fluorescéncia, visualizou-se que um isoladoCdaosea transformado para expressao
de GFP, foi antagonista Ranagrellus redivivusos conidios do fungo aderiram-se a
cuticula do nematdide, germinaras tubos germinativos penetrarano corpo do
nematoide, que foi imobilizado e morreu (Zhang et al., 2008). Os autores também
observaram a producéo de micélio e esporos no corpo do nematoide, o que pode levar a
novos ciclos no campo. Na Argentina, encontroGseoseaparasitand@ncometopia
tucumana(Hemiptera) eSonesimia grosséCicadellidae), insetos vetores importantes
de Xylella fastidiosaagente causal da clorose variegada dos citros (Toledo et al., 2006).

Uma caracteristica importante @Ge roseaé a sua capacidade de se estabelecer
endofiticamente em tecidos verdes (Lubeck et al., 2002; Morandi et al., 2001; Sutton et
al., 2002; 1997). Geralmente, fungos endofiticos podem proteger mais as plantas
hospedeiras de patégenos e insetos e podem melhorar a absorcdo de nutrientes, o que
pode resultar em maior crescimento e producédo (EImi et al., 2000; Vega et al., 2008;
Wicklow et al., 2005). Além de ser antagonista a fungos fitopatogénicos, insetos e
nematéides e de ser endofitico em tecidos ver@esyrosea pode promover o
crescimento de plantas (Roberti et al., 2008; Sutton et al., 2008).

Aplicou-seC. roseaem sementes de cenoura e cebola durante o processo de
“during drum priming”, adi¢do controlada de &gua a sementes antes do plantio até o
inicio fisiologico da germinacédo (Bennett & Whipps, 2008). Antes de a radicula emergir,
interrompe-se 0 processo, e as sementes sdo levadas a um baixo ponto de umidade.

Apds oito semanas, recuperou-se o fungo em grande namero de raizes e solo, o que para



os autores, foi indicativo de qu& roseasobreviveu e proliferou nas raizes e solo.
Aplicaram-se Pseudomonas chlororaphisA342, P. fluorescensCHAO, C. rosea

IK726, T. harzianumT22 eT. viride S17a em sementes de cebola e cenoura, pelo
método de “during drum priming”, e se avaliaram a emergéncia e a massa fresca das
plantas apdés 8 semanas de crescimento, em dois experimentos em casas de vegetacao,
a emergéncia e producdo, em ensaios de campo realizados por trés anos em locais
diferentes (Benett et al.,2009). Segundo os autores, em casa de vegetacao, as sementes
de cenoura tratadas co@. rosealK726 emergiram mais rapidamente que as néao
tratadas, porém as plantas tratadas nao tiveram maiores peso de massa fresca no campo
as aplicagbes dos microrganismos nao resultaram em aumento de emergéncia nem de
producdo. Para cebola, a aplicacdoGleroseando aumentou a emergéncia, massa
fresca e producdo, nos experimentos de casas de vegetacdo e de campo (Bennett et al.,
2009). Em alface sob cultivo hidropdnico, a aplicacdoCderoseaem diferentes
concentragdes na solugcdo nutritiva ndo aumentou a matéria fresca da plantas (Correa et
al., 2010).

Sementes de trigo foram desinfestadas superficialmente em solucdo de
hipoclorito de sodio a 1% por 5 min, lavadas em agua corrente, secas em papel filtro e
imersas em suspensdo @eroseacom 16 conidios.mL* ou agua estéril por 30 min
(Roberti et al., 2008). Para os autores, com a aplicac@b deseahouve crescimento
maior e mais vigoroso das raizes, provavelmente p&queseareduziu a atividade de
fungos prejudiciais e a quantidade de compostos téxicos, com aumento da absorcéo de
nutrientes.

A sequir, relatam-se as observacdes de Sutton et al. (2008), com mini-rosas
(Rosa hybrida L.), geranio (Pelargonium hortorum X LH Bailey) e pephuzymis
sativusL.). Imergiram-se estacas de minsas ‘Bianca’ ¢ geranio ‘Schone Heleriaem
suspensdo d€. roseacom 5 x18 conidios.ml* por 1 h antes do plantio, as quais
foram cultivadas em vasos em casa de vegetagao. As mini-rosas tratadas tiveram maior
vigor, melhor coloracdo, menor senescéncia de folhas e maior producéo de flores. Nas
estacas de gerani@,. roseaaumentou em 27% a quantidade de raizes. Aplicdbi-se
rosea e Pseudomonas chlororaphissoladamente ou em mistura, cada um na
concentracéo final de 1 x AQFC.mL* de soluc&o nutritiva, e se colheram plantas de

pepino ‘Loustik® apds 10, 13, 16 e 19 dias de aplicagdo. Apds 19 dias, nas plantas
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tratadas conC. rosea P. chlororaphisou ambos, a &rea foliar aumentou em 28, 39 e
24%, respectivamente, enquanto a matéria seca de raizes aumentou em 38, 48 e 26%,
respectivamente. Em pepinos cultivados em estufa comercial, em placas de fibra de
coco e irrigados por gotejamento, aplicouGeroseaou P. chlororaphis(100 mL de
suspensdo com 4QFC.mLY), aos 5, 26 e 47 dias do transplante. Com a aplicagg@o de
roseae P. chlororaphishouve aumento de 11,1 e 10,5% na produgao, respectivamente.
Como o0s experimentos com rosas, geranio e pepino transcorreram em praticamente
auséncia de patogenos, 0s autores consideram ser provavel que o maior crescimento e
producédo das plantas foram mediados pela interac@o meseae o proprio hospedeiro,

gue pode ter influenciado a producao de hormdnios, melhorado a sinalizagcéo e absorgéo
de nutrientes. Portanto, Sutton et al. (2008) acreditanCqueseatem capacidade de
promover crescimento de plantas.

Para se obter efeito de promoc&o de crescimento em plantas, as respostas nao
dependem apenas do agente de biocontrole usado, mas da espécie vegetal e, em algun:s
casos, até mesmo do cultivar (Alfano et al., 2007; Harman, 2006; Harman et al., 2008).
Algumas espécies d&richoderma promovem crescimento (Harman et al.,, 2008),
enquanto outras nao (Alfano et al., 2007). Isolado3.dgtromaticumndo induziram
resisténcia ou aumentaram o crescimento de plantas de cacau, apesar de terem
capacidade endofitica (De Souza et al., 2008). Plantas de milho tratada$. com
harzianum tiveram aumento médio na produtividade de cerca de 5%, mas houve
diferencas significativas entre cultivares e, em algumas, a produtividade ndo aumentou
ou foi reduzida (Harman, 2006Llonostachys roseanelhorou o desenvolvimento e
aumentou a producdo de rosas e pepinos (Sutton et al., 2008), mas ndo aumentou a
producdo de cebola e cenoura (Benett et al.,, 2009). Portanto, a interacao
microrganismo-planta depende do isolado bem como da espécie vegetal. Em alguns
casos, 0 microrganismo pode ndo promover o0 crescimento e, em outros, a planta pode
nao reconhecer e interagir positivamente com o0 microrganismo e/ou com compostos por
ele produzidos. Portanto, ndo se podem fazer generalizagGes, e estudos de cada caso

devem ser realizados.
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3 MATERIAL E METODOS

Desenvolveu-se esse trabalho na Unidade de Controle Biolégico e em casas de

vegetacdo do Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Vigosa.

3.1 Producgé&o d€lonostachys rosea

Avaliaram-se os quatro isolados Gerosea obtidos em condi¢cdes brasileiras
(NCR19/F, NCR60/F, NCR61/F e NCR62/F), e selecionados pela capacidade de
antagonismo @. cinereaem folhas de morangueiro, tomateiro, roseira e eucalipto
(Nobre et al., 2005).

Apos 10 a 12 dias de cultivo em meio de batata-dextrose-agar (BDA) a 25 + 2 °C,
sob luz branca floresate, fotoperiodo de 12 h (15 pmol. cm™ .s%), os conidios foram
retirados com bastéo de vidro, suspensos em agua destilada esterilizada e filtrados em
duas camadas de gaze. Com um hemacitdmetro, ajustou-se a concentracédo da suspensac
de cada isolado para 16onidios.mL’. Para obter a suspensdo de conidios da mistura

dos isolados, misturaram-se volumes iguais de cada suspensao.

3.2 Material vegetal

Como material propagativo (propagulos), usaram-se tubérculos, mudas e
sementes, ndo tratados com pesticidas, de 17 espécies vegetais. As espécies vegetais
foram selecionadas buscando-se obter maior diversidade de familias botéanicas e
sistemas de producdo. Os tubérculos foram Stdanum tuberosumbatateira)
‘Monalisa’; as mudas foram de Eucalyptus grandigeucalipto) clone Top-810; e as
sementes dePhaseolus vulgarigfeijoeiro) ‘Pérola’, Glycine max (soja) ‘Vencedora’,
Zea mays(milho) ‘UFV-100°, Triticum vulgare (trigo) linhagem VI 98053 UFV,
Cucumis melo(meloeiro) ‘Meldo Imperial 45°, Passiflora edulis (maracujazeiro)
‘Redondo Amarelo’, Lycopersicon lycopersicurftomateiro) ‘Santa Clara’, Capsicum
annum (pimentdo) ‘Itapud 501°, Lactuca sativa(alface) ‘Baba de Verdo’, Brassica
oleraceavar. botrytis (couveflor) ‘Piracicaba Precoce’, Chrysanthemum coronarium
(crisantemo) ‘Dobrado Sortido’, Chrysanthemum leucanthemymargarida) ‘Gigante
Branca’, Lobularia maritima (alyssum violeta) ‘Alyssum Violeta’, Dahlia pinnata
(dalia) ‘Dobrada Sortida And’ e Petunia hybridgpetinia) "Hibrida Sortida’.
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Semearanse as sementes em copos plasticos de 0,5 L, plantaram-se as mudas
de eucalipto em vasos de 4 L e os tubérculos de batata em vasos de 2 L, com o substrato
organico Topstrafa As plantas permaneceram em casa de vegetacédo com temperatura
média de 25 °C. A cada 15 dias, adubou-se, adicionando-se a cada planta 20 mL de
solucdo com 10 g de 13-13-15 (Nutrivétpor litro de 4gua. Testaram-se as espécies
vegetais em experimentos independentes, executados por uma vez para crisantemo,

batateira e eucalipto e por duas vezes, para as demais especies.

3.3 Reducéao do tempo de emergéncia

Compararam-se seis tratamentos: Aagua (testemunha), suspensdo’ de 10
conidios.mL! de cada um dos quatro isoladosddeosea e mistura dos quatro isolados,
com concentracdo final de “Cconidios.mL'. Imergiram-se os propagulos nas
suspensdes de conidios por 1 h antes da semeadura. Imediatamente ap0s a semeadure
regou-se cada vaso com 20 mL da suspensdo de conidios. Apdés a semeadura,
diariamente avaliou-se a emergéncia das plantulas, exceto para batateira e eucalipto.
Calculou-se a média de dias em que a emergéncia atingiu 100%, a amplitude entre as
repeticbes e se comparou os tratamentos de forma descritiva. O experimento foi em
delineamento inteiramente casualizado, com trés repeticdes (uma unidade experimental

= dez propéagulos).

3.4 Promocao de crescimento

Compararam-se 0s seis tratamentos adotados no item 3.3, cada um com trés
nameros de aplicacBes: 1 - imersdo dos propagulos na suspensao de conidios por 1 h
antes do plantio e aplicacdo da mesma somente no plantio; 2 - imersao dos propagulos
na suspensao de conidios por 1 h antes do plantio e aplicacdo da mesma no plantio e 7
dias ap6s; 3 - imersdo dos propagulos na suspensédo de conidios por 1 h antes do plantio
e aplicagdo da mesma no plantio, 7 dias apdés e 14 dias ap0s o plantio. Em cada
aplicacao, usaram-se 20 mL de cada tratamento.

Aos 35 dias do plantio (exceto para eucalipto e batata, apés 103 e 53 dias,
respectivamente), determinaram-se a altura (exceto para alface, batateira, couve-flor e
margarida) e a matéria seca das partes aéreas e do sistema radicular de todas as espécie:

Para tal, as partes aéreas foram cortadas, colocadas em sacos de papel eesadas em
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a 60°C por 72 h. As raizes foram lavadas sob agua corrente, colocadas em sacos de
papel e postas em estufa a 60°C por 72 h.

O experimento foi em esquema fatorial (6 tratamentos x 3 numeros de
aplicacdes) com cinco repeticdes (um propagulo = uma unidade experimental).
Realizaram-se testes de normalidade, andlise de variancia e testes de média, com o
Programa SAS v 9.2.

14



4 RESULTADOS

4.1 Reducao do tempo de emergéncia

Dos dois experimentos, calcularam-se as médias conjuntas do numero de dias
que transcorreram até haver 100% de emergénciaaPagyarida, com a aplicacao do
isolado NCR/61F, a reducdo no tempo médio foi superior a 2 dias. Para as demais

combinagdes culturas/isolados, a reducao nao foi superior a 1 dia (Tabela 1).
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Tabela 1. Medias (amplitude), em dias de emergéncia de plantulas de 15 culturas, tratadas com agua
(testernunha) ou cotn suspensio de conidios de quatro 1solados de Clonastachkys rosea, individualmente ou

em mistura.

Cultura Tratamento

] Mistura de

Agua NCR19/F NCR60/F NCR61/F NCR62/F isolados
Alface 3,83* (34) 3,49 (34 3,83 (35) 3,16 (3-4) 3,49 (3-4) 3,50 (3-5)
Alyssum violeta 4,83 (4-6) 4,83 (4-5) 533 (5-6) 4,83 (4-6) 4,49 (4-6) 4,49 (4-6)
Couve-flor 4,16 (4-5) 3,49 (34 3,66 (3-4) 3,66 (3-4) 3,99 (3-5) 3,66 (3-4)
Crisantemo 3,33 (34) 4,00 (4-4) 3,66 (3-4) 4,00 (3-5) 3,66 (3-4) 4,00 (3-5)
Daélia 583 (56) 5,83 (57) 6,50 (5-8) 6,16 (5-8) 6,33 (5-7) 6,16 (4-7)
Feijao 583 (4-7) 5,99 (57) 583 (57) 6,16 (5-7) 6,16 (6-7) 500 (55)
Maracuja 17,16 (15-19) 17,33 (15-19) 16,99 (14-19) 16,99 (15-18) 17,00 (16-18) 16.83 (15-19)
Margarida 10,50 (9-12) 8,50 (810) 9,66 (813) 7,66 (6-8) 9,16 (7-11) 9,00 (8-10)
Meldo 8,99 (512) 8,99 (6-12) 8,99 (6-12) 9,16 (6-11) 9,33 (512) 9,33 (512)
Milho 450 (4-6) 4,50 (4-5) 450 (4-5) 4,66 (4-6) 4,50 (4-5) 4,66 (4-6)
Pettnia 7,00 (6-8) 6,33 (6-7) 6,33 (6-7) 6,49 (6-7) 6,83 (6-8) 6,99 (6-8)
Piment&o 11,83 (10-13) 11,99 (10-15) 11,33 (9-14) 11,66 (10-14) 11,99 (10-14) 11,49 (9-14)
Soja 5,16 (4-7) 550 (5-6) 516 (4-7) 5,83 (4-8) 516 (4-7) 5,66 (4-7)
Tomate 583 (57 550 (57) 550 (5-7) 5,83 (5-7) 5,66 (5-6) 533 (5-6)
Trigo 3,00 (214) 2,83 (2-4) 3,16 (2-4) 2,99 (2-4) 2,99 (2-4) 2,83 (2-4)

* Medias de seis repetigdes



4.2 Promogao de crescimento

Para a matéria seca do sistema radicular de eucalipto, ndo houve distribuicao
normal dos erros experimentais, e se transformaram os dados para raiz quadrada. Para
as demais culturas, houve distribuicdo normal dos erros. Como detectou-se
homogeneidade das variancias dos dois experimentos, efetuou-se analise conjunta dos
dados de ambos.

Para as plantas de feijao, milho, trigo, pimentédo, batata, alface, melédo e dalia ndo
se detectou efeito significativo dos tratamentos na matéria seca de sistema radicular
(P> 0,1299), matéria seca de parte aékRea (,0635) e altura das plantd> 0,2099)
(Tabelas 2, 3 e 4). Para plantas de maracuja, detectou-se efeito significativo de isolado
em relacédo a alturd(= 0,0126), e para couve-flor, detectou-se efeito significativo de
isolado em relacdo a matéria seca de sistema radiPuta®,0415), porém para ambas
as culturas os isolados néo diferiram pelo teste de Tukey0(05) (Tabelas 2, 3 e 4).

Tabela 2. Médias da matéria seca do sistema radicular (g) de plantas de 12 culturas,
tratadas com agua (testemunha) ou com suspensdo de conidios de quatro isolados de
Clonostachys roseandividualmente ou em mistura.

Cultura Tratamentos
Agua NCR19/F NCR60/F NCR61/F NCR62/F Mistura de isolados
Alface 0,155* 0,184 0,18 1,699 0,164 0,166
Batata 31,444 37,083 36,667 40,091 41,455 43,364
Couve-flor 0,115 0,147 0,148 0,144 0,141 0,139
Délia 0,146 0,175 0,191 0,186 0,165 0,179
Feijao 0,32 0,278 0,27 0,286 0,258 0,293
Maracuja 0,109 0,121 0,143 0,126 0,131 0,13
Melao 0,155 0,173 0,162 0,171 0,17 0,165
Milho 0,370 0,400 0,400 0,415 0,380 0,390
Pimentdo 0,101 0,107 0,103 0,111 0,109 0,107
Petunia 0,179 0,174 0,185 0,204 0,179 0,179
Soja 0,098 0,133 0,104 0,111 0,102 0,102
Trigo 0,223 0,247 0,238 0,234 0,221 0,251

*Médias de 30 observacdes (5 repeticdes x 3 niUmeros de aplicacdes x 2 experimentos).
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Tabela 3. Médias da matéria seca de parte aérea de plantas (g) de 12 culturas, tratadas
com agua (testemunha) ou com suspensdo de conidios de quatro isolados de
Clonostachys roseandividualmente ou em mistura.

Cultura Tratamentos
Agua NCR19/F NCR60/F NCR61/F NCR62/F Mistura de isolado:

Alface o,677* 0,702 0,721 0,725 0,783 0,767
Batata 2971 3,149 3,531 3,2 3,479 3,98

Couve-flor 0,666 0,768 0,782 0,775 0,766 0,704
Délia 059 0,677 0662 0,693 0,613 0,618
Eucalipto 25,367 26,654 27,647 28,629 26,567 30,629
Feijao 1545 1461 1453 1,481 1,333 1,497
Maracuja 0,43 0,402 0,481 0,49 0,485 0,475
Milho 1,035 1,096 1,078 1,044 1,118 1,049
Melao 0,821 0,878 0,837 0,869 0,859 0,869
Petlnia 1,003 1,088 1,083 1,121 1,037 0,959
Pimentdo 0,427 0,474 0,455 0,445 0,465 0,481
Trigo 0,424 0,435 0,433 0,46 0,469 0,485

*Médias de 30 observacdes (5 repeticdes x 3 nUmeros de aplicacdes x 2 experimentos).

Tabela 4. Médias de altura de plantas (cm) de 11 culturas, tratadas com &gua
(testemunha) ou suspensdo de conidios de quatro isoladG$om@stachys rosea,
individualmente ou em mistura.

Cultura Tratamentos
Agua NCR19/F NCR60/F NCR61/F NCR62/F Mistura de isolados
Crisantemc 12,433* 11,267 14,167 13,333 12,367 12,929
Délia 14,125 14,907 13,556 15,346 13,982 14,519
Eucalipto 90,533 89,461 88,867 92,786 88 91,928
Feijao 33,373 37,888 30,397 32,261 31,982 28,342
Maracujd 8,018 8,288 8,643 8,865 9,133 9,000
Melao 13,000 14,307 13,327 14,000 13,327 14,000
Milho 18,845 19,917 20,1 19,5 20,379 19,38
Pimentdao 15,933 17,16 16,589 16,55 16,815 16,981
Soja 15,583 16,569 15,879 16,000 15,965 15,807
Tomate 18,333 19,933 19,879 20,569 19,65 20,257
Trigo 16,569 17,138 16,981 18,067 17,732 17,586

*Médias de 30 observacdes (5 repeticdes x 3 nimeros de aplicacdes x 2 experimentos).

Detectou-se efeito significativo de isolados para matéria seca de parte aérea de
plantas de tomateP(= 0,0132), margaridaP(= 0,0304) e sojaR = 0,0076); matéria
seca do sistema radicular de plantas de tonfate,0001), margarideP(< 0,0001) e
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eucalipto P = 0,0037); e para altura de plantas de petiRia (0,0051) e alyssum
violeta (P = 0,0044) (Figural). De maneira geral, a aplicacdo da mistura de isolados n&o

foi mais eficiente que a aplicacéo individual.
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Figura 1. Matéria seca da parte aérea de plantas de tomate (A), margarida (B) e soja (C);
matéria seca do sistema radicular de plantas de tomate (D), margarida (E) e eucalipto
(F); e altura de plantas de petunia (G) e alyssum violeta (H); tratadas com suspenséo de
conidios deClonostachys roseaindividualmente ou em mistura, ou com Aagua

( testemunha). Barras seguidas da mesma letra ndo diferem (Teste dexTuked5).
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Detectou-se efeito significativo da interagcéo isoladdmero de aplicacbes para
a matéria seca da parte aérea de plantas de alyssum violeta (p=0,0198) e de crisantemo
(p=0,0332), bem como de matéria seca do sistema radicular de plantas de alyssum
violeta (<0,0001) e de crisantemo (p=0,0335 ) (Tabela 5).
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De maneira geral, com a reaplicacéo dos isolados ndo houve aumento da matéria
seca, exceto para os isolados NCR19/F, NCR60/F e NCR62/F em alyssum violeta, para
a matéria seca do sistema radicular, e para o isolado NCR61/F em crisantemo, para as

matérias secas do sistema radicular e de parte aérea.

Quanto ao numero de aplicacdes, ndo se detectou efeito significativo para todas
as variaveis analisadas, em qualquer cultura (P >0,0725).
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5 DISCUSSAO

Microrganismos antagonistas, além de controlarem patégenos, podem promover
o crescimento de plantas. Esse efeito pode ser por reduzir o tempo de emergéncia
(Bennett et al., 2009), aumentar a altura (Hamayun et al., 2009; Yedidia et al., 2001)
e/ou aumentar a massa de tecido vegetal (Sutton et al., 2008; Yedidia et al., 2001).
Nessa perspectiva, avaliaram-se 0s quatro isolad@s desea sabidamente eficientes
no biocontrole deB. cinerea (Cota et al., 2009; 2008b), quanto a promocdo de
crescimento de plantas de 17 espécies vegetais.

A aplicacdo deC. roseareduziu o tempo médio de emergéncia em margarida, e
a reducéo foi maior que 2 dias com o isolado NCR61/F. Ocorreu fato similar com
sementes de cenoura, mantidas em casa de vegetacao, tratadasrosgalK 726
(Bennett et al., 2009). Nas plantas das demais espécies ndo ocorreu reducdo no tempo
de emergéncia, fato também observado com sementes de cebola tratadagasen
IK 726 (Bennett et al., 2009). A velocidade de emergéncia parece ser uma cacacteristi
intrinseca das sementes, sendo mais influenciada pelo vigor das mesmas que pela
aplicacdo de microrganismos. Assim, para a maioria das culturas avaliadas, em vista do
alto vigor das sementes,tempo de emergéncia foi uniforme e insuficiente paradjue
rosea atuasse ou que se detectasse seu efeito. Provavelmente, esse efeito pudesse
ocorrer em presenca de estresse(s). Quando aplicado em sementes de ervilha na
presenca dd-usarium oxysporunf. sp. psi, F. solani f. sp. psi, Mycosphaerella
pinodes Rhizoctonia solane Sclerotinia sclerotiorumC. roseaACM 941 aumentou a
emergéncia, o que foi atribuido ao antagonism@ deseaaos patdgenos (Xue et al.,
2003). Os presentes experimentos transcorreram na auséncia de fitopatégenos. Em
sistemas de producdo comercial, onde € comum ocorrerem patdégenos de sementes e
plantulas, a aplicacdo de. roseapodera aumentar a emergéncia, principalmente em
vista da capacidade antagonista do fungo. E interessante ressaltar que, para margarida,
com o isolado NCR/61F, além de haver maior velocidade de emergéncia, houve maior
média de matéria seca do sistema radicular.

Para as plantas de tomate, margarida, eucalipto e soja, os isolados promoveram o
aumento das matérias secas da parte aérea e do sistema radicular e, para petunia e

alyssum violeta, o aumento da altura de plantas. Esse aumento ocorreu, em petlnia, com
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a aplicacéo dos isolados NCR60/F, NCR61/F e NCR62/F e, em alyssum violeta, com o
isolado NCR60/F. Independentemente dos isolado€.d®sea ocorreu aumento de
matéria seca em tomate, margarida, eucalipto e soja. Assim, em geral, ndo houve
especificidade de isolados d& roseae espécies vegetais quanto a promocdo do
crescimento, pois em espeécies de familias botanicas distintas (Solanaceae, Asteraceae,
Myrtaceae, Leguminosae e Brassicaceae) ocarptomocdo. Ocorreu diferenca de

efeito entre os isolados, pois 0 NCR61/F promoveu o crescimento de plantas de quatro
espécies vegetais. A aplicacdo da mistura de isolados nao foi mais efetiva em promover
0 crescimento, pois foi eficiente apenas em tomate e eucalipto, enquanto a aplicagéo do
isolado NCR61/F foi eficiente em plantas de tomate, margarida, soja e petunia. A falta
de especificidade d€. roseaem promover o crescimento ja havia sido observada
(Sutton et al., 2008). Os autores detectaram a promoc¢ao em mini-rosas, geranio e pepino,
inclusive com incrementos de quantidade e qualidade na producéo. Por out® lado
roseando promoveu o crescimento em cebola, cenoura e alface (Bennett et al., 2009;
Correa et al., 2010). Demanda-se avaliar o efeito dos quatro isoladhsrogeaem

outras espécies vegetais para, possivelmente, ampliar seu espectro de acao.

Em plantas de alface, batata, couve-flor, délia, meldo, milho e pimentédo, a
aplicacdo deC. roseando aumentou significativamente a altura nem as matérias secas
do sistema radicular e da parte aérea, apesas dias das variaveis serem maiores
com a aplicacdo. E possivel que a tendéncia de aumento do crescimento dessas plantas
acentue-se em condi¢des de producdo comercial. Nos experimentos aqui conduzidos, as
condicbes de cultivo como temperatura, umidade e nutricdo permaneceram ideais. Na
producdo comercial, essas condicdes podem nao ser ideais e as plantas sofrerem
estresses, com consequente reducdo de crescimento. Aplicacbes de agentes de
biocontrole podem reduzir os efeitos de estresses e fazer com que as plantas mantenham
sua capacidade produtiva (Bae et al., 2009; Harman, 2000; Shoresh et al.,2010; Shoresh
& Harman, 2008). Em condi¢cdes de campo, plantas de milho oriundas de sementes
tratadas conT. harzianumtoleraram mais a seca provavelmente em vista do maior
desenvolvimento e aprofundamento das raizes, com consequente maior absorcdo de
agua (Harman, 2000). Nos experimentos aqui conduzidos, cultivaram-se as plantas em
condi¢cbes controladas, e a avaliagdo foi na fase de mudas. Caso se postergasse a

avaliacdo, com maior periodo paaroseaatuar, possivelmente o efeito de promocao
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fosse mais pronunciado. E provavel que esse efeito seja mais visivel em condicbes de
producdo comercial, onde h& maior desenvolvimento das raizes, as plantas exploram
maior volume de solo e absorvem mais agua, ficando menos expostas a condicdo de
estresse hidrico, como ja relatado (Harman, 2000). No experimento atual, usou-se a
dose recomendada de nitrogénio. Como a aplicagdo de microrganismos em sementes
pode aumentar a eficiéncia no uso de nitrogénio (Harman, 2000, Shoresh et.,010),
possivel queC. roseatambém aumente a eficiéncia do usesge de outros nutrientes.
Assim, demandae efetuar novos experimentos, em que se avalie a aplicac&o de
roseacom doses diferenciadas de nutrientes.

Nas plantas de tomate, margarida, eucalipto, soja, petinia e alyssum violeta,
com uma aplicacdo de. roseaobteve-se promocao de crescimento, que ndo aumentou
com o aumento no numero de aplicacdes. Nessas plantas, é provavelogestenha
se estabelecido no substrato, pois é fungo encontrado naturalmente no solo (Sutton et al.,
1997} na superficie de raizes, pois pode sobreviver por longos periodos na rjzosfera
onde se multiplica (Bennett et al., 2008; Xue et al., 2003); e/ou se estabelecido como
endofitico, como ocorreu em raizes de cevada e tecidos verdes de roseira e tomateiro
(Lubeck et al., 2002; Morandi et al., 2001; Sutton et al., 2002; 1997). A aplicacéo de
antagonistas em sementes antes da semeadura é vantajosa, pois tem menor custo e maio
praticidade, mas vital que o agente se estabeleca, o que evidgticacOes repetidas.

As observacdes transcorreram em um periodo curto, fase de mudas, e se cultivaram as
plantas em condi¢bes controladas de casa de vegetacdo. Em condi¢cdes de producédo
comercial, em que ha maior vayéo das varidveis ambientais, maior competicdo com
microrganismos e as plantas permanecem por periodos longos até produzirem, é
fundamental que se reavalie o nUmero de aplicacfes e o0 estabelecimEntmsiea
Como o ambiente pode ser desfavor&@relcondicdes comerciai§;. roseapode nao
permanecer ativo em quantidade suficiente para que ocorram 0s beneficios advindos da
sua aplicacao. O crescimento micelial e a colonizacdo de tecidos pelos isol&los de
roseaaqui avaliados sdo afetados pela temperatura, que é 6tima a 25°C e liggitante
abaixo de 10°C (Cota et al., 2008a). Na casa de vegetacao onde se cultivaram as plantas,
a temperatura permaneceu a 25 + 2°C, o que favoreceu o estabelecimento dos isolados.
Ainda ndo conhecem 0s mecanismos bioquimicos e genéticos associados a

promocdo do crescimento de plantas @orrosea Agentes de biocontrole podem
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promover o crescimento por melhorar as condi¢es fisiologicas, reduzir estresses
abioticos, aumentar a eficiéncia fotossintética e assimilagdo de nutrientes, ou por
produzir reguladores de crescimento (Bennett et al., 2009; Contreras-Cornejo et al.,
2009; Dai et al., 2008; Gravel et al., 2007; Hamayun et al., 2009; Shoresh et al., 2010;
Sirrenberg et al., 2007; Sutton et al., 2008; Yedidia et al., 2001). E possivel que a
promocdo do crescimento p@. roseaseja mediada pela produgédo de hormonios
vegetais, 0 que explica a baixa especificidade do fungo, pois 0os horménios atuam em
plantas de varias espécies. Porém, a quantidade de horménio produzida/induzida por um
isolado pode variar, 0 que alteraria a eficiéncia do isolado em promover o crescimento.
A aparente falta de especificidade @& rosea em promover o0 crescimento,
independente da espécie vegetal, potencializa o uso do fungo para varias culturas.

O aumento na absorcdo e/ou eficiéncia de uso de nutrientes € outro possivel
mecanismo pelo qudl. roseapromoveu o0 crescimento de plantas. Aplicac6ed.de
harzianum promoveram crescimento de plantas de pimentdo, com aumento nas
concentracbes de fosforo e ferro em tecidos foliares (Yedidia et al., 2001), e
aumentaram a eficiéncia no uso de nitrogénio em plantas de milho (Harman, 2000).
Assim, é possivel qué. roseaaumente a absorcéo e/ou eficiéncia de uso de nutrientes.
No presente experimento, ndo se analisaram os nutrientes foliares e ndo se variaram
doses de nutrientes, o que deve ser avaliado em experimentos futuros, para ajudar a
elucidar os mecanismos de promoc¢ado de cresciment& povsea Microrganismos
também podem aumentar o crescimento de plantas pela reducéo de formas reativas de
oxigénio, produzidas principalmente em condi¢cdes de estresse (Shoresh et al., 2010;
Shoresh & Harman, 2008; Waller et al., 2005). Como é possiveC greseatambém
reduza processos de oxidagao, a promoc¢ao de crescimento mediada pelo fungo tenda a
se acentuar em condi¢cdes de producdo comercial, onde estresses sdo mais frequentes,
em vista do aumento de espécies reativas de oxigénio e processos indesejaveis de
oxidagdo. Novamente, reforca-se a necessidade de experimentos posteriores em
condi¢Oes de produgédo comercial.

Com os resultados obtidos, ndo se podem tecer generalizagdes sobre €.uso de
roseacomo promotor do crescimento de plantas. Tais generalizacdes sobre o uso de
microrganismos antagonistas na promocao do crescimento de plantas sdo dificeis. E

alguns casos, 0 microrganismo pode ndo promover o crescimento e, em outros, a planta
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pode ndo reconhecer e interagir positivamente com 0 microrganismo e/ou com
compostos por ele produzidos (Alfano et al., 2007; Harman, 2006; Harman et al., 2008).
Algumas espécies deichodermapromovem crescimento (Harman et al., 2008), outras

nao (Alfano et al., 2007). Isolados de stromaticumn&o induziram resisténcia ou
aumentaram o crescimento apesar da sua capacidade endofitica (De Souza et.al., 2008)
Houve aumento da produtividade de plantas de milho tratada3 doanzianum com
diferencas significativas entre cultivares: em algumas, a produtividade ndo aumentou ou
reduziu (Harman, 2006 lonostachys rosemelhorou o desenvolvimento e aumentou

a producéo de rosas e pepinos (Sutton et al., 2008), mas ndo aumentou a producgéo de
cebola e cenoura (Benett et al., 2009). Assim, demandam-se estudos que avaliem a
promocao de crescimento pelos isolado€ deseaem situacdes distintas.

N&o se conhece qualquer estudo em que se avaliou o potencial dos quatro
isolados brasileiros d&. roseaem promover o crescimento de plantas. Com o presente
estudo, comprovosea capacidadeeds isolados brasileiros d& roseaem promover
o crescimento de diferentes espécies vegetais (tomate, margarida, soja, eucalipto,
petdnia e alyssum violeta). O isolado NCR61/F destacou-se por reduzir o tempo de
emergéncia em margarida e promover o crescimento de plantas de quatro espécies
vegetais. Nao se estudaram os mecanismos pelos@uaiseapromove 0 crescimento
de plantas, e € importante conduzir estudos futuros para elucidar esses mecanismos,
bem como para avaliar a aplicacdoCleoseaem condicfes de producéo comercial. De
qualquer forma, os resultados obtidos foram inéditos, importantes e estimuladores para
que se continuem os trabalhos nessa linha de investigacdo cientifica. Em se obtendo

sucesso, antevé-se o usodeoseano contexto de manejo integrado de doencas.

28



6 CONCLUSOES

Com o presente trabalho concluiu-se que:

- em margarida, a aplicacdo do isolado NCR61/E.d®@seareduziu o tempo médio de
emergéncia de plantulas;

- a aplicacdo d€. roseapromoveu o crescimento de plantas de tomate, margarida,
eucalipto, soja, petunia e alyssum violeta;

- ndo se detectou especificidade entre os isolad@s dseae espécie vegetal;

- 0 isolado NCR61/F promoveu o crescimento em maior nimero de espécies vegetais; e
- maior numero de aplicacbes @& roseando resultou em maior promocao de

crescimento.
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