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RESUMO

SILVA, Paula Renata Alves da, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de
2012. Interacdo Clonostachys rosea, Silicio e Botrytis cinerea em pepineiro.
Orientador: Luiz Antonio Maffia.

Plantas de pepino sob cultivo protegido sdo frequentemente infectadas por Botrytis
cinerea, que causa o mofo cinzento. Controla-se a doenga com sucessivas aplicagdes
de fungicidas. No contexto do manejo integrado do mofo cinzento, estudou-se o
efeito da interacdo Clonostahcys rosea, Silicio (Si) e B. cinerea na severidade da
doenga. Quando se aplicaram Si e C. rosea isolados ou em conjunto, aumentou-se 0
periodo de incubacdo da doenca. Com a aplicacdo de C. rosea, o periodo de
incubacdo aumentou-se em aproximadamente 63 h e se reduziram significativamente
a severidade do mofo cinzento e o extravasamento de eletrolitos. Com a aplicacdo
isolada de C. rosea ou de Si aumentou-se a atividade de polifenoloxidase,
peroxidade, quitinase e $-1,3-glucanase e reduziram-se a severidade, a area abaixo da
curva do progresso da doenca (AACPD) e a taxa de progresso do mofo cinzento.
Quando se aplicou C. rosea isoladamente, ocorreu promocdo do crescimento de
plantas, considerando-se a massa seca do sistema radicular, o0 comprimento da parte
aérea, e a massa seca da parte aérea. O antagonista colonizou plantas endofiticamente
e a frequéncia de colonizacdo foi maior nas plantas inoculadas com B. cinerea que
nas ndo inoculadas. Conclui-se que C. rosea € um potencial agente de controle
bioldgico do mofo cinzento do pepino, que pode ser endofitico em plantas de pepino

e promover seu crescimento.
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ABSTRACT

SILVA, Paula Renata Alves da, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, February,
2012. Interaction Clonostachys rosea, Silicon and Botrytis cinerea. Adviser: Luiz
Antonio Maffia.

Cucumber plants grown in greenhouse conditions are often infected by Botrytis
cinerea, which causes the gray mold. The disease is controlled by successive
applications of fungicides. In the perspective of integrated management of gray
mold, we studied the effects of the interaction Clonostachys rosea, Silicon (Si) and
Botrytis cinerea on disease severity. When Si and C. rosea were applied alone or
together, the incubation period of disease was increased. When C. rosea was applied,
the incubation period increased about 63h and gray mold severity and electrolyte
leakage were significantly reduced. The application of either C. rosea or Si alone
increased the activity of poliphenoloxidase, peroxidase, chitinase and p-1,3-
glucanase, and reduce disease severity, area under the curve of progress of disease
(AUCPD), and rate of gray mold progress. The application of just C. rosea was
promoted plant growth, considering the dry mass of root system, stem length and dry
mass of stems. The antagonist colonized endophytically cucumber plants; the
frequency of colonization was higher in the inoculated with B. cinerea then in the
uninoculated plants. We conclude that C. rosea is a potential biological control agent
of cucumber gray mold that can be endophytic and can promote the growth of

cucumber plants.
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1. INTRODUCAO

A cultura do pepino (Cucumis sativus L.) € a segunda cucurbitacea mais
plantada no mundo (Almeida, 2006) e uma das mais consumidas no Brasil (Cardoso
e Silva, 2003). O pepino é bastante cultivado em sistema de cultivo protegido, em
vista do ciclo vegetativo curto e do elevado valor econdmico na entressafra, em
determinadas regiGes do Brasil (Caldas, 2008). Porém, o ambiente protegido
favorece a ocorréncia de doencas como o mofo cinzento (Elad et al., 1995), causada
por Botrytis cinerea Pers.: Fr.. O mofo cinzento reduz a produtividade do pepino em
muitas regides do mundo, e pode ocorrer em folhas, frutos, flores e hastes (Dik e
Elad, 1999). Em casa de vegetacdo, a haste pode ser infectada pelo crescimento do
fungo através do peciolo e/ou por infecgdo direta através de partes da planta com
ferimentos ocasionados pelas podas de brotos laterais (Elad e Shtienberg, 1995).

O manejo do mofo cinzento baseia-se principalmente no controle quimico,
porém a aplicagdo de fungicidas pode causar problemas, como residuos tdxicos nos
frutos e selecdo de isolados do patdgeno resistentes a fungicidas (Myresiotis et al.,
2007; Zhang et al., 2009; Bardas et al., 2010; Sun et al., 2010; Zhao et al.,
2010;Veloukas et al., 2011). Portanto, demanda-se obter métodos alternativos para
supressd@o de B. cinerea em plantios comerciais. Nesse contexto, o uso de agentes de
controle bioldgico e a resisténcia mediada por agentes bidticos e/ou abidticos pode
ser uma alternativa eficiente.

Dentre os agentes de biocontrole, destaca-se Clonostachys rosea (Link Fries)
[forma perfeita = Bionectria ochroleuca], que ocorre naturalmente no solo, restos
culturais, plantas daninhas e cultivadas, é sapréfita amplamente distribuido no
mundo e antagonista a varios fungos fitopatogénicos (Sutton et al., 1997; Nobre et
al., 2005). A aplicacdo de C. rosea em plantas de fumo e trigo induziu resisténcia a
Erysiphe orontii e Fusarium culmorum, respectivamente (Lahoz et al., 2004; Roberti
et al., 2008). A aplicacdo do antagonista pode promover outros efeitos benéficos a
plantas, como melhorar as condigdes fisiologicas e a eficiéncia fotossintética, reduzir
estresses abidticos e aumentar a absorcdo de gua e nutrientes, 0 que pode aumentar
a produtividade (Shoresh et al., 2010). Clonostachys rosea € antagonista a B. cinerea
principalmente por meio de hiperparasitismo e competicdo por nutrientes e

colonizacdo de tecidos mortos/senescentes (Sutton, 1997; Morandi et al., 2003; Cota
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et al.,, 2008). O antagonista também pode promover o crescimento de plantas de
pepino cultivadas em sistema hidropénico (Liu e Sutton, 2002). No Brasil, ndo ha
relatos sobre o efeito de C. rosea em induzir resisténcia em plantas a fitopatdgenos,
apesar da eficiéncia de alguns isolados como antagonistas (Nobre et al., 2005).

O uso do controle bioldgico seria interessante no contexto do manejo
integrado. Nessa perspectiva, seria valido associar a aplicagdo de C. rosea a de
outra(s) alternativa(s). Dentre essas estratégias, tem-se o uso do silicio (Si). O Si é 0
segundo maior elemento constituinte do solo, logo apds o oxigénio (Korndorfer,
2007). Porém, apesar dos efeitos conhecidos, ainda ndo se estabeleceu a
essencialidade do elemento (Reynolds et al., 2009; Korndorfer e Oliveira, 2010).
Varios autores relataram que a aplicacdo de Si pode proteger plantas de patdgenos
(Chérif et al., 1994; Schuerger e Hammer, 2003; Rodrigues et al., 2004; Rémus-
Borel et al., 2005; Moyer et al., 2008; Cai et al., 2009). H4, também, relatos de que o
Si aumentou o peso da matéria seca de plantas de arroz, aveia, cevada e trigo entre 2-
20% (Lewin e Reiman, 1969; Gali e Smith, 1992), bem como registros de promogéo
de crescimento em outras espécies (Marschner et al., 1990; Hossain et al., 2002; Li
et al., 2004b; Mali e Aery, 2009; Lee et al., 2010). N&o se obtiveram relatos sobre a
associagdo de C. rosea e de Si no controle a fitopatdgenos no Brasil.

Como mencionado, em cultivo protegido o controle do mofo cinzento
acarreta aumento do uso de fungicidas, o que também onera o custo de producao.
Para reduzir ambos, é necessario obter alternativas eficazes de manejo mais seguras
ambientalmente. Portanto, objetivou-se verificar se a aplicacdo individual de C.
rosea ou associada a Si pode: i- ativar os mecanismos de defesa do pepineiro a B.
cinerea; ii- reduzir a severidade do mofo cinzento e iii- promover o crescimento de
plantas de pepino. Avaliou-se, também, se a aplicacdo de Si e a inoculacdo de B.

cinerea podem afetar a colonizacéo endofitica de C. rosea.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Mofo cinzento

O mofo cinzento, causado por Botrytis cinerea Pers.. Fr. (teleomorfo:
Botryotinia fuckeliana de Bary), ocorre em mais de 200 culturas incluindo cereais,
oleaginosas, fibrosas, ornamentais e horticolas, principalmente em regibes
subtropicais e temperadas (Silvera-Pérez et al., 2010; Cota et al., 2009, 2008;
Williamson et al., 2007; Li et al., 2004a; Ben-Shalom et al., 2003; Sutton et al.,
1997).

Os sintomas mais comuns da doenga em folhas e frutos s&o podriddo mole,
acompanhada de colapso e maceracdo dos tecidos do parénquima, seguidas de rapida
liberacdo de conidios (Williamson et al., 2007). Em hastes jovens e feridas, podem
ocorrer lesdes necréticas, o que pode levar ao apodrecimento de todo o ramo. Em
pétalas de rosas, 0s sintomas iniciam-se como pequenas manchas ou bolhas claras
que evoluem para 0 marrom ou avermelhado, podendo resultar em queima (Morandi
e Maffia, 2005). O mofo cinzento causa maiores danos em tecidos maduros ou
senescentes, apesar de B. cinerea poder tambem infectar tecidos jovens e permanecer
quiescente até que as condi¢des ambientais e a fisiologia do hospedeiro favorecam
seu desenvolvimento (Williamson et al., 2007). Em pepino, folhas velhas podem ser
infectadas e a infeccdo da haste pode ser originada pelo crescimento do patégeno
através do peciolo ou de infeccdes diretas através de ferimentos ocasionados por
podas de brotos laterais (Dik e Wubben, 2007).

Botrytis cinerea sobrevive no solo como micélio e esclerddios em restos de
plantas em decomposicdo (Araujo et al., 2005). Temperaturas amenas (18-23 °C) e
umidade relativa alta favorecem o crescimento, esporulacdo, liberagdo dos conidios e
germinacao, e estabelecimento da infeccdo. Perdas em produtos mantidos por longos
periodos em armazenamento podem ocorrer, mesmo que as temperaturas estejam
entre 0 e 10 °C (Garrido e Sdnego, 2005). Conidios germinados penetram através de
lesbes nos tecidos e produzem micélio em pétalas mais velhas, folhas e bulbos
mortos (Garrido e Sénego, 2005). Entre 10 a 15 °C pode ocorrer formacdo de
esclerodios escuros e irregulares nos 6rgdo afetados (Shaul et al., 1992). Os

esclerodios normalmente germinam, produzindo micélio tipico que pode infectar
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diretamente, ou menos comumente, produzindo apotécios e ascosporos (Garrido e
Sonego, 2005).

Existe grande diversidade genética em B. cinerea, em vista da condicdo
heterocariotica de hifas e esporos do fungo (Morandi e Maffia, 2005). O controle de
B. cinerea é dificultado, pois tem varios mecanismos de penetracdo, diversos
hospedeiros e pode sobreviver como micélio e/ou conidio ou por periodos

prolongados como esclerédios em restos de culturas (Williamson et al., 2007).

2.2. Manejo da doenga

O manejo do mofo cinzento € dificil, pois o fungo tem uma ampla gama de
hospedeiros, multiplos mecanismos de infeccdo e pode infectar todos os érgdos de
plantas em qualquer estadio de desenvolvimento (Williamson, et al., 2007; Kars e
van Kan, 2007). Adicionalmente, o uso de variedades resistentes é dificil em vista de
o fungo ter variabilidade genética alta e ser patégeno necrotrofico (Williamson et al.,
2007).

Comumente, lanca-se mao do controle quimico, porém a aplicacdo de fungicidas
pode causar problemas como residuos téxicos nos frutos e selecdo de isolados
resistentes do patdgeno (Myresiotis et al., 2007; Zhang et al., 2009; Bardas et al.,
2010; Sun et al., 2010; Zhao et al., 2010; Veloukas et al., 2011).

O mofo cinzento é favorecido pela alta umidade, iluminacdo reduzida e
temperatura moderada (Dik e Wubben, 2007). Pode-se manejar a doenga por meio de
praticas culturais como uso de cultivares menos suscetiveis, medidas de saneamento
ou manipulacdo do microclima (Legard et al., 2001, 2000; Mertely et al., 2000; Xiao
et al., 2001). Ha necessidade de se aumentar 0 espacamento entre plantas para
aumentar a movimentacdo do ar e a interceptacdo luminosa, para reduzir o acimulo
de 4gua das chuvas ou irrigacdo e ndo ocorra um microclima favordvel ao patégeno
(Williamson et al., 2007). Em morango, a remogéo de folhas e frutos caidos e em
decomposicgéo suprime a producéo de conidios e reduz a incidéncia do mofo cinzento
(Sutton et al., 1988). Em tomate, a ventilagédo noturna em casa de vegetacao reduziu
a severidade do mofo cinzento significativamente (Baptista et al., 2012). Mertely et
al. (2000) removeram folhas necréticas e senescentes, duas vezes (ap0s o0

estabelecimento do morango e 3 meses ap6s) ou mensalmente, apos o



estabelecimento da planta, e frutos doentes, duas vezes por semana. Para os autores,
a remocdo de folhas, e a combinacdo da remocdo de folhas e frutos, ambos
mensalmente, reduziu significativamente o mofo cinzento nos frutos de morango.

O controle biologico € também estratégia importante de manejo do mofo
cinzento (Wang et al., 2009; Cota et al., 2008; Sadfi-Zouaoui et al., 2008; Kim et al.,
2007; Freeman et al., 2004; Nobre et al., 2005; Bilu et al., 2004; Morandi et al.,
2003, 2001, 2000).

2.3. Controle biol6gico da doenca

Muitos antagonistas suprimem fitopatdgenos por meio de competicao,
produgdo de metabolitos inibitorios e/ou parasitismo (Elmer e Reglinski, 2006).
Bactérias halofilicas quando aplicadas em porcdes de peciolos em hastes de folhas
destacadas de tomateiro, suprimiram eficientemente B. cinerea, com reducdo do
tamanho das lesbes (Sadfi-Zouaoui et al., 2008). Reduziram-se a severidade do mofo
cinzento em plantas de geranio transplantadas para substrato contendo Rhizoctonia
binucleada e Trichoderma hamatum 382 (Olson e Benson, 2007). A aplicacéo de trés
actinomicetos em solos infestados com Pythium aphanidermatum reduziu
significativamente o tombamento de plantulas de pepino (El-Tarabily et al., 2009).
Actinomicetos endofiticos protegem plantas de diversos fitopatdgenos de solos como
Rhizoctonia solani e Verticillium dahliae (Krechel et al., 2002), Plectosporium
tabacinum (El-Tarabily, 2003), Gaeumannomyces graminis fsp. tritici (Coombs et
al., 2004) e Fusarium oxysporum (Cao et al., 2005). Alguns agentes de controle
bioldgico podem ter outros efeitos benéficos em plantas, pois podem melhorar as
condicGes fisioldgicas, reduzir estresses abidticos, melhorar a eficiéncia
fotossintética e aumentar a absor¢do de adgua e assimilacdo de nutrientes, o que torna
as plantas mais saudaveis e produtivas (Shoresh et al., 2010).

Agentes de controle bioldgico podem ainda promover o crescimento de
plantas aumentando a fotossintese por meio de enzimas associadas a ela (Shoresh e
Harman, 2008; Shoresh et al., 2010). Ha evidéncias de que mecanismos como
aumento da absorcdo de nutrientes e inibicdo de microflora radicular deletéria sdo
importantes na promogéo de crescimento induzida por Trichoderma spp. (Harman et

al., 2004). Fungos ou bactérias endofiticas, colonizam tecidos de plantas vivas sem



causar sintomas de doencga (Wilson, 1995). Plantas de milho em que se aplicou T.
harzianum T22 foram maiores e mais verdes que as que ndo receberam, quando
cultivadas em campos com baixos teores de nitrogénio (Harman, 2000). O
crescimento de plantas de milho, tratadas com o isolado Williopsis saturnus
(levedura endofitica), foi maior (Nassar e El-Tarabily, 2005). Os autores
correlacionam a promocao de crescimento a capacidade de o isolado em produzir in
vitro altos niveis de duas auxinas, acido indolacético (IAA) e acido indolpirtvico
(IPYA).

A aplicagdo do isolado Trichoderma T39 em intervalos de 2 dias na
concentracdo de 0,4% em flores de morango resultou em maior reducdo do mofo
cinzento (Freeman et al., 2004). Para os autores, 0 micoparasitismo e a antibiose
estavam envolvidos no biocontrole. Wang et al. (2009) avaliaram o antagonismo a B.
cinerea de quatro isolados bacterianos, que foram atomizados em folhas destacadas
de tomateiro. Os autores obtiveram um isolado mais eficiente, que reduziu o tamanho
da lesdo em 52,4%.

Outro importante agente de biocontrole é Clonostachys rosea, que €
considerado versatil quanto ao nicho ecolégico e é encontrado em solos cultivados e
na parte aérea das plantas (Krauss et al., 2001; Sutton et al., 1997). O antagonismo
de C. rosea a B. cinerea envolve competi¢cdo, micoparasitismo e inducdo de

resisténcia (Sutton et al., 1997).

2.4. Clonostachys rosea como antagonista e promotor de crescimento

Atualmente, ha diversos trabalhos com C. rosea, 0 qual ocorre naturalmente
no solo, restos culturais, plantas daninhas e cultivadas (Sutton et al., 1997; Nobre et
al., 2005). E um saprofita amplamente distribuido no mundo, é antagonista a varios
fungos fitopatogénicos (Sutton et al., 1997) e pode se associar a diversos 0rgaos de
plantas, como raizes caules, folhas, sementes e frutos. Morandi et al. (2001)
observaram que hifas de C. rosea penetravam em hifas de B. cinerea e as
estrangulavam. Clonostachys rosea competiu com B. cinerea e inibiu sua
esporulacdo em beg6nia, framboesa, geranio, morango e tomate (Sutton et al., 1997).
Os autores observaram que em tecidos de framboesa onde se aplicou o antagonista,

ndo houve germinagdo dos conidios de B. cinerea e nem formagdo de apressorios



(Sutton et al.,, 1997). O antagonista também foi mais eficiente em suprimir a
esporulacdo de B. cinerea em folhas de morango que a aplicacdo de fungicidas (Cota
et al., 2008). O isolado canadense PG-88-710 de C. rosea reduziu em mais de 99% a
esporulacdo de B. cinerea em folhas de roseira, mesmo quando se inoculou o
patégeno 24 h antes de aplicar o antagonista (Morandi et al., 2001). Esse isolado
competiu com B. cinerea e reduziu sua esporulagdo em morangueiro, eucalipto e
roseira, em estudos realizados no Brasil (Valdebenito-Sanhuenza et al., 1997;
Morandi et al., 2001, 2003).

Uma caracteristica importante de C. rosea é a sua capacidade de se
estabelecer endofiticamente em tecidos verdes (Morandi et al., 2001; Sutton et al.,
1997, 2002). Geralmente fungos endofiticos protegem mais as plantas hospedeiras de
patdgenos e insetos, além de melhorarem a absorcdo de nutrientes o que resulta em
maior crescimento e producdo (Vega et al., 2008; Wicklow et al., 2005). Além do
antagonismo a fungos fitopatogénicos, insetos e nematoides, e sua capacidade de
permanecer endofitico em tecidos verdes, C. rosea pode ainda promover o
crescimento de plantas (Roberti et al., 2008; Sutton et al., 2008).

Clonostachys rosea e Trichoderma spp. podem aumentar o desenvolvimento
de raizes (Harman, 2000; Roberti et al., 2008; Shoresh e Harman, 2008; Shoresh et
al., 2010). Raizes mais desenvolvidas podem explorar mais o solo, aumentar a
absorcédo de nutrientes e dgua e, consequentemente, aumentar o desenvolvimento das
plantas (Harman, 2000; Shoresh et al., 2010). Plantas de milho originadas de
sementes tratadas com T. harzianum foram mais tolerantes a seca em condicdes de
campo, provavelmente em vista do maior desenvolvimento e aprofundamento das
raizes, com consequente maior absorcdo de agua (Harman, 2000). Hifas de C. rosea
formaram uma densa rede, colonizando extensivamente raizes de pepino, 7 dias ap6s
a aplicacdo no substrato, e observaram-se C. rosea crescendo internamente células da
epiderme radicular o que indica colonizagdo pelo antagonista (Chatterton et al.,
2008). A aplicacdo de suspensdo de 10° conidios de C. rosea/mL em sementes de
trigo resultou em raizes maiores e mais vigorosas, provavelmente porque C. rosea
reduziu a atividade de fungos prejudiciais e a quantidade de compostos toxicos, com
aumento da absorcdo de nutrientes (Roberti et al., 2008). Plantas de geranio que
resultaram de estacas imersas em suspensdo de 5 x 10° conidios C. rosea/mL apés 12

dias, foram mais vigorosas e com maior densidade media da raiz. A aplicacéo de C.



rosea aumentou em 27% o0 ndmero de plantas enraizadas e aumentou
significativamente a quantidade de raizes (Sutton et al., 2008). Em pepinos
cultivados em estufa comercial, em placas de fibra de coco e irrigados por
gotejamento, aplicou-se C. rosea ou Pseudomonas chlororaphis (100 mL de
suspensdo com 10° UFC.mL™), aos 5, 26 e 47 dias do transplante; a producdo
aumentou em 11,1% com C. rosea e 10,5% com P. chlororaphis (Sutton et al.,
2008).

2.5. Silicio no manejo de doencas

A aplicacdo de Si pode aumentar a massa seca de plantas de arroz, aveia,
cevada e trigo entre 2-20% (Lewin e Reiman, 1969; Gali e Smith, 1992) e pode
mediar a promocdo de crescimento em outras espécies (Marschner et al., 1990;
Hossain et al., 2002; Li et al., 2004b; Mali e Aery, 2009; Lee et al., 2010).

O Si é o segundo maior elemento constituinte do solo, logo apds o oxigénio
(Kornddrfer, 2007). Sua aplicacdo em sistema hidroponico aumentou o comprimento
e a biomassa de plantas de soja (Lee et al., 2010). Para os autores, esse incremento
pode ser pelo aumento da fotossintese, contetido de clorofila, aumento da atividade
da enzima rubisco e aumento dos niveis de giberelinas enddgenas. Outros autores
sugerem que a promocdo de crescimento € em funcdo do reforcamento da parede
celular (Hossain et al., 2002). Com a aplicacdo de Si, ocorreu aumento significativo
no comprimento radicular, peso da matéria seca da raiz e area foliar de feijoeiros
caupi (Mali e Aery, 2009).

A aplicacdo de Si também auxilia no manejo de doencas, pois pode reduzir a
severidade, em vista da resisténcia mediada (Chérif et al., 1994; Schuerger e
Hammer, 2003; Rodrigues et al., 2001, 2004; Rémus-Borel et al., 2005; Moyer et al.,
2008; Dallagnol et al., 2009; Resende et al, 2009) ou deposicdo de silica no
apoplasto (Cai et al., 2009; Liang et al., 2005). Houve resisténcia mediada em pepino
a Pythium spp. com aplicacdo de silicato de potassio (Si-K) 1,7 mM (100 ppm) na
solucéo nutritiva (Chérif et al., 1994). Em plantas de arroz cultivadas com silicato de
calcio e inoculadas com Rhizoctonia solani apds 42 dias do semeio, houve reducéo
significativa da incidéncia de perfilhos doentes (Rodrigues et al., 2001). Os autores
correlacionam os resultados ao acimulo de Si na camada da cuticula, o que originou

uma barreira fisica que reduziu a extensdo da lesdo e a intensidade da doenca e
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mediou resisténcia. Aplicagdes foliares de silicato de potassio reduziram a
intensidade da ferrugem asiatica da soja (Rodrigues et al., 2009). Liang et al. (2005)
verificaram que a aplicacao de Si nas raizes reduziu a severidade do oidio em plantas
de pepino e aumentou a atividade de peroxidases, polifenoloxidases e quitinases. Os
autores também observaram que, com aplicacdes foliares de Si, houve controle
satisfatorio da doenca provavelmente pela barreira fisica originada pela deposicao na
superficie foliar ou efeito osmético do Si, mas ndo pelo aumento da atividade de

enzimas envolvidas na resposta do hospedeiro ao patégeno.



3. MATERIAL E METODOS
3.1 Procedimentos Gerais

Realizaram-se os trabalhos na Unidade de Controle Bioldgico, Laboratério da
Interacdo Planta-Patdgeno, casa de vegetacdo e cémara de crescimento do
Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Vicosa.

Usaram-se sementes de pepino (ndo tratadas com pesticidas) ‘Caipira’ da
empresa ISLA, suscetivel ao mofo cinzento. As sementes foram desinfestadas em
solucdo de hipoclorito de sodio a 1% por 5 min, lavadas em &agua destilada e
esterilizada (ADE), secas por 10 min em papel filtro estéril a temperatura ambiente e
semeadas em vasos plasticos com capacidade de 1 Kg, com Tropstrato HT
Hortalicas®. O substrato caracterizava-se por: pH KCI = 5,13; P, K, Fe, Zn, Mn e Cu
(Mehlich) = 203,6; 589; 142,6; 11,47; 23,9 e 6,66 mg/dm?®, respectivamente; Ca’",
Mg®* e AI** (extrator KCI 1 mol/LY) = 6,74; 5,65 e 0,59 cmolc/dm?®, respectivamente;
H + Al (extrator acetato de calcio 0,5 mol/L! pH 7,0) = 6,4 cmol/dm?®; soma de bases
trocaveis = 13,90 cmol/dm® capacidade de troca catidnica efetiva = 14,49
cmol./dm?®; capacidade de troca catiénica a pH 7,0 = 20,30 cmol/dm?; indice de
saturacdo de bases = 68,50%; indice de saturacdo de aluminio = 4,1%; fosforo
remanescente = 49,70 mg/L'; matéria organica 38,83% e densidade = 0,49 kg/dm®. A
concentracdo de Si disponivel no substrato (extragdo em CaCl, 0,01 M) foi de 20,40
mg/dm®. Ap6s a emissdo das folhas cotiledonares, adubaram-se as plantas
semanalmente com 100 mL de solucdo nutritiva [40,0 mmol/L* KNOs, 10,0 mmol/L!
NH4H,PO,, 10,0 mmol/L* MgS0,.7H,0, 15,0 mmol/L' Ca(NO3).4H,0, 2,4 mmol/L*
ZnS0,.7H,0, 3,0 mmol/L* H3BOs, 10,0 mmol/L' K,SO,, 3,3 mmol/L* CH,N,0 e
7,5 mmol/L* NH,;H,S0,] (Dallagnol et al., 2012).

Cultivou-se o isolado NCR 61/F de C. rosea (Nobre et al., 2005) em meio
batata-dextrose-agar (BDA) em tubos de ensaio inclinados, mantidas sob fotoperiodo
de 12 h (15 umol/cmzlsl) a 25 °C. Ap6s 10 dias, suspenderam-se 0s conidios em
ADE, filtrou-se em trés camadas de gaze, ajustou-se a concentracdo para 10’
conidios/mL* com camara de Neubauer, imergiram-se as sementes na suspensdo do

antagonista por 30 min e adicionaram-se 20 mL da suspensdo nos vasos
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imediatamente apds o plantio. Executou-se 0 mesmo procedimento para as plantas-
testemunha, que foram tratadas em ADE.

Inoculou-se mistura de dois isolados de B. cinerea oriundos de morangueiro
em folhas de pepino mantidas em caixas tipo gerbox, que permaneceram sob
fotoperiodo de 12h (15 pmol/cm?/s') a 20°C. Colocaram-se as folhas sobre telas de
nylon, as quais permaneceram sobre espumas umidecidas com ADE dentro das
caixas. Inocularam-se as folhas com discos de micélio. A partir da esporulacao,
efetuou-se o isolamento monosporico, para uso do isolado nos experimentos.
Cultivou-se esse isolado em meio BDA em tubos de ensaio inclinados, sob
fotoperiodo de 12 h (15 pmol/cm?/s') a 20°C. Apés 12 dias, suspenderam-se 0s
conidios em ADE, adicionou-se glicose e K;HPO, 0,02 M e ajustou-se com
hemacitdmetro a concentragdo para 10° conidios/ml*.

Como fonte de Si, usou-se o produto FertiSil® (PQ Silica, Sdo Paulo), & base de
silicato de potassio (K,SiO3) contendo 13% de K0, 26,59% de SiO, e 12,42% de Si
soltvel. Diluiu-se o produto em agua desionizada, para obter a concentracdo final de
2,0 mmol de Si (0,32 mL/L" de K,SiOs), e ajustou-se o pH da solugdo para 5,5 com
HCI ou NaOH. Nas plantas supridas com Si, irrigou-se diariamente com 100 mL
desta solucdo; nas ndo supridas aplicaram-se 100 mL de solucdo de cloreto de
potassio, com concentracdo final de 1,23 mmol de K, também dissolvido em agua
deionizada, com pH ajustado para 5,5, para igualar a quantidade de potassio aplicado

em todos os tratamentos (Dallagnol et al., 2012).

3.2 Ensaio 1: Resisténcia a B. cinerea mediada pela aplicacdo de C. rosea e/ou Si

Aos 38 dias apds a semeadura, atomizou-se a suspensdo de conidios nas folhas
com atomizador De Vilbiss N° 15. As plantas inoculadas permaneceram em camara
mida sob fotoperiodo de 12 h (15umol/cm/%/s') a 18 °C por 48 h. Nas plantas-
testemunha, atomizou-se ADE.

A partir da combinagdo ou ndo de inoculacdo de B. cinerea, aplicagédo ou nédo
de C. rosea e de aplicacdo ou ndo de Si, efetuaram-se trés experimentos em esquema
fatorial. Nesses experimentos, avaliaram-se: i - a severidade final do mofo cinzento e
0 periodo de incubacdo; ii - extravasamento de eletrélitos e iii - a atividade de
enzimas relacionadas a resisténcia. Todos os experimentos foram em esquema

fatorial, 2 (inoculagdo ou néo de B. cinerea) x 2 (aplicacdo ou nédo de C. rosea) x 2
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(aplicacéo ou ndo de Si-K), em delineamento inteiramente casualizado, com trés
repeticdes (uma planta = uma unidade experimental). Executou-se o experimento por
duas vezes (de maio a julho e de julho a setembro de 2011).

Avaliaram-se o periodo de incubacdo e a severidade final. Para o periodo de
incubacdo, observaram-se as plantas inoculadas em intervalos de 6 h, até aparecerem
0s primeiros sintomas do mofo cinzento. Estimou-se a severidade final aos 10 dias
apos a inoculagdo, com o programa Quant v. 1.0.1 (Vale et al., 2003).

Na avaliacdo do extravasamento de eletrolitos, adotou-se a metodologia
descrita por Lima et al. (2002), modificada. Coletaram-se 21 discos de 1 cm? da
primeira folha basal de cada planta, as 0, 72, 120, 168, 192 e 240 horas apés a
inoculacdo (hai). Imediatamente apos, lavaram-se os discos por duas vezes em agua
desionizada, transferindo-os para 60 mL de &gua desionizada a 25 °C. Apoés 4 h,
determinou-se a condutividade elétrica (CE1) em condutivimetro (Tecnopon mCA-
150 - MS Tecnopon Instrumentacdo Cientifica). Apds manter as amostras por mais 2
h a 90 °C, determinou-se novamente a condutividade elétrica (CE2). Avaliou-se o
extravasamento de eletrélitos (EE), considerando-se a porcentagem de eletrdlitos
extravasados em relacdo aos eletrdlitos totais, segundo a equacdo: EE (%) =
(CE1/CE2) x 100. Executou-se o experimento por uma vez (de julho a setembro de
2011).

Na avaliacdo da atividade das enzimas de defesa, executou-se 0 experimento
por uma vez (de julho a setembro de 2011), e se avaliou a atividade de peroxidases,
quitinases, polifenoloxidases e 5-1,3-glucanases.

Coletaram-se a segunda, terceira e quarta folhas de cada planta a partir da base,
dos tratamentos inoculados com B. cinerea as 0, 72, 120, 168, 192 e 240 hai. De cada
folha, retiraram-se trés amostras de 1 g, que foram armazenadas em nitrogénio
liquido a -80 °C até o momento da analise. Para determinar a concentracdo de
proteinas, usada no célculo da atividade das enzimas, adotou-se o meétodo de
Bradford (1976), e os registros foram em espectrofotémetro digital (Evolution 60,
Thermo Scientific, Walthan, MA, EUA), a 595 nm utilizando-se soro albumina
bovina como padrao.

Na andlise de quitinases, para obter o extrato foliar, usou-se a metodologia
descrita por Lanna et al. (1996). Para extrair a enzima, macerou-se a amostra com o

auxilio de um pistilo e almofariz em nitrogénio liquido até obter um p6 fino, que foi
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homogeneizado, mantendo-se a amostra em banho de gelo, em 2 ml de tampéo
fosfato de potéssio 100 mM  (pH 6,8) contendo 1 mM de fluoreto de
fenilmetilsulfonila (PMSF) e 500 mg de polivinilpolipirrolidona (PVPP).
Centrifugou-se 0 homogeneizado a 20000 x g, a 4°C por 25 min e se armazenou 0
sobrenadante obtido (extrato bruto da enzima) a 4°C. Detectou-se a atividade
enziméatica segundo Roberts e Selitrennikoff (1988) e Harman et al. (1993):
preparou-se uma mistura com 20 pl do extrato vegetal, 470 pl do tampé&o de reacao
acetato de sodio 50 mM (pH 5,0) e 10 ul da solugéo do substrato de p-nitrofenil-4-D-
N,N’-diacetilquitobiose (PNP) a 2 mg/m™, incubando-se a 37°C. Apés 2 h,
adicionou-se 0,5 ml de carbonato de sodio 0,2 M para parar a reagdo. Determinou-se
a absorbancia no espectrofotdbmetro com comprimento de onda de 410 nm. Subtraiu-
se 0 valor de absorbéncia de cada amostra do valor de absorbancia do controle
(mistura idéntica a da amostra, com reacdo paralisada no inicio). Usou-se, para o
célculo, o coeficiente de extingdo molar de 7 M™* cm™ (Yedidia et al., 1999).
Expressaram-se os resultados em mM/min'/mg*de proteina (atividade especifica).

Na analise de peroxidases, para obter o extrato foliar, adotou-se a metodologia
descrita por Peixoto (1998). Para extrair a enzima, macerou-se a amostra com 0
auxilio de um pistilo e almofariz em nitrogénio liquido até obter um pé fino, que foi
homogeneizado, mantendo-se sempre a amostra em banho de gelo, em 2 ml 100 mM
de tampdo fosfato de potassio (pH 6,8) contendo 1 mM de PMSF e 500 mg de PVPP.
Centrifugou-se a 20000 x g, a 4°C por 25 min, e se armazenou 0 sobrenadante obtido
(extrato bruto da enzima) a 4°C. Detectou-se a atividade enzimatica segundo Kar e
Miashra (1976): preparou-se um mistura com 310 pl de agua Milli-Q, 280 pl do
tampdo de reacdo fosfato de potassio 100 mM (pH 6,8), 200 pl da solugdo do
substrato pirogalol 100 mM e 200 pl de peroxido de hidrogénio 100 mM, que
permaneceu em banho-maria a 25°C por 4 min para estabilizacdo. Ao meio de
reacdo, adicionaram-se 10 pl do extrato vegetal. O inicio da reagdo ocorreu com
adicdo do extrato vegetal & mistura de reacdo, e se determinou a absorbancia no
espectrofotbmetro com comprimento de onda de 420 nm durante 5 min, em
intervalos de 60 s. Usou-se o coeficiente de extingdo molar 2,47 mM™ cm™ para o
calculo da atividade enzimética (Chance e Maehley, 1955). Os valores obtidos foram

divididos pela concentragdo de proteinas no extrato e expressos em mM/min'/mg" de
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proteina (atividade especifica). Durante todas as etapas, mantiveram-se os tubos de
ensaio tampados e envoltos em papel aluminio.

Na andlise de polifenoloxidases, para obter o extrato foliar, adotou-se
metodologia descrita por Peixoto (1998). Para extrair a enzima, macerou-se a
amostra com o auxilio de um pistilo e almofariz em nitrogénio liquido até obter um
po fino, que foi homogeneizado, mantendo-se a amostra em banho de gelo, em 2 mL
100 mM de tampéo fosfato de potassio (pH 6,8) contendo 1 mM de PMSF e 500 mg
de PVPP. Centrifugou-se 0 homogeneizado a 20000 x g, a 4°C por 25 min e se
armazenou o sobrenadante obtido (extrato bruto da enzima) a 4°C. Detectou-se a
atividade enzimatica segundo Kar e Miashra (1976): preparou-se um mistura com
520 ul de agua Milli-Q, 250 ul do tampéo de reacédo fosfato de potassio 100 mM (pH
6,8) e 200 pl da solugdo do substrato pirogalol 100 mM, que permaneceu em banho-
maria a 25°C por 4 min para estabiliza¢cdo. Ao meio de reacdo, adicionaram-se 30yl
do extrato vegetal. O inicio da reacdo ocorreu com adicdo do extrato vegetal a
mistura de reacdo, e se determinou a absorbancia no espectrofotbmetro com
comprimento de onda de 420 nm durante 5 min, em intervalos de 60 s. Usou-se 0
coeficiente de extingdo molar 2,47 mM™ cm™ para calcular a atividade enzimética
(Chance e Maehley, 1955). Os valores obtidos foram divididos pela concentragéo de
protefnas no extrato e expressos em mM/min'/mg* de proteina (atividade especifica).
Durante todas as etapas, mantiveram-se 0s tubos de ensaio tampados e envoltos em
papel aluminio.

Na analise de p-1,3-glucanases, para obter o extrato foliar, adotou-se a
metodologia descrita por Lanna et al. (1996). Extraiu-se a enzima macerando-se a
amostra com o auxilio de um pistilo e almofariz em nitrogénio liquido até obter um
po fino, que foi homogeneizado, mantendo-se a amostra em banho de gelo, em 2 ml
de tampéo fosfato de potéssio (pH 6,8) a 100 mM contendo 1 mM de PMSF e 500
mg de PVPP. Centrifugou-se 0 homogeneizado a 20000 x g, a 4°C por 25 min e se
armazenou o sobrenadante obtido (extrato bruto da enzima) a 4°C. Determinou-se a
atividade enzimatica segundo Lever (1972) com modificagdes: acido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS) em substituicdo a hidrazida do acido p-hidroxibenzdico
(Miller, 1956). Preparou-se mistura contendo 20 pl do extrato vegetal, 230 pl do
tampdo de reagdo acetato de sodio 100 mM (pH 5,0) e 250 pl da solugdo do substrato

de laminarina a 4 mg/ml*, incubando-se a 45°C por 30 min. Resfriou-se a amostra
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mantida em gelo até atingir 30°C e se adicionaram 500 pl de DNS para parar a
reacdo. Determinou-se a absorbancia em espectrofotdbmetro no comprimento de onda
de 540 nm. O valor de absorbéncia de cada amostra foi subtraido do valor de
absorbancia do controle (mistura idéntica a da amostra, com reacdo paralisada no
inicio). Os resultados foram expressos em unidades de absorbancia min*.mg™ de

proteina (atividade especifica).

3.3 Ensaio 2: Promocdo de crescimento e reducdo da severidade de B. cinerea
pela aplicacdo de C. rosea e/ou Si

Aos 30 dias apds a semeadura, atomizou-se a suspensao de conidios nas folhas
com atomizador De Vilbiss N° 15. As plantas inoculadas permaneceram em camara
imida sob fotoperiodo de 12 h (15umol/cm/’/s) a 18°C por 48 h. Nas plantas-
testemunha, atomizou-se ADE.

A partir da combinacéo ou ndo de inoculagéo de B. cinerea, aplicacdo ou nao
de C. rosea e de aplicacdo ou ndo de Si, efetuaram-se trés experimentos em esquema
fatorial. Nesses experimentos, avaliaram-se: i- a severidade do mofo cinzento; ii- a
promogdo de crescimento e iii- a colonizacdo endofitica de C. rosea. Todos 0s
experimentos foram em esquema fatorial, 2 (inoculagdo ou ndo de B. cinerea) x 2
(aplicacdo ou ndo de C. rosea) x 2 (aplicacdo ou ndo de Si-K), em delineamento
inteiramente casualizado, com cinco repeticbes (duas plantas = uma unidade
experimental). Executou-se 0 experimento por duas vezes (de junho a agosto e de
outubro a dezembro de 2011).

Para avaliar a severidade do mofo cinzento, fotografaram-se as cinco primeiras
folhas das plantas inoculadas a partir da base, a partir do aparecimento dos primeiros
sintomas, e prosseguiu-se com as fotografias a cada dois dias, totalizando sete
avaliacdes. As plantas permaneceram protegidas por armacdes de ferro e plastico
transparente para evitar contaminacao (Figura 1). Estimou-se a severidade do mofo
cinzento nas folhas com o programa Quant v. 1.0.1 (Vale et al., 2003). Com o0s
valores de severidade, calculou-se a &rea abaixo da curva do progresso da doenca

(AACPD), com a equagdo AACPD =3} [(yj *+ Yj+1)/2 X dtj], em que yj + Yj+1 S&0 0s
valores de severidade em duas avaliagdes consecutivas e dtj 0 intervalo entre as

avaliacdes (Shaner e Finney, 1977).
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Na avaliacdo da promocédo de crescimentos, determinou-se 0 comprimento
das plantas e 0 peso da matéria seca de parte aérea e do sistema radicular apds 50
dias da semeadura. Destacaram-se a parte aérea e o sistema radicular que foi lavado
em agua corrente, ambos foram cortados, colocados individualmente em sacos de
papel e secos em estufa com circulacdo de ar forcada a 60 °C por 72 h até peso
constante.

Na avaliacdo da colonizacdo endofitica por C. rosea, determinou-se a
colonizacao endofitica apds 50 dias da semeadura. Cortaram-se fragmentos de 1 cm
de comprimento de raizes e da haste (nas partes inferior, mediana e superior das
hastes) e discos de 1 cm de diametro de folhas (retiradas nas partes inferior, mediana
e superior). Passaram-se, sucessivamente, os fragmentos/discos em etanol a 70% por
30 s, hipoclorito de sodio a 1% por 1 min e em ADE. Ap0s secos na camara de fluxo
laminar, transferiram-se os trés fragmentos/discos para 0 meio seletivo de C. rosea
(Park et al., 1992) em trés placas de Petri (um fragmento/disco por placa),
incubando-se a 25 °C, 12 h de fotoperiodo. Verificou-se a presenca de C. rosea nos
fragmentos apds 12 dias, sob o microscdpio estereoscopico, confirmando-se sob
microscopio de luz. Calculou-se a frequéncia da presenca de C. rosea, e obteve-se a
média de dez repeti¢cdes (uma unidade experimental = duas plantas).

3.4 Determinacao da concentracéo foliar de Si

Realizou-se analise de concentracdo de Si foliar nos ensaios 1 e 2. Retiraram-
se as folhas das plantas de cada repeticdio no término dos experimentos.
Posteriormente, as folhas foram lavadas com &gua desionizada, secas por 72 h a
60°C e maceradas até obter um pd fino em moinho tipo Willey e a concentracao

foliar de Si foi determinada por analise colorimétrica (Korndorfer et al., 2004).

3.5 Analises estatisticas

Antes da analise de variancia, confirmaram-se a independéncia, plotando-se 0s
residuos em funcdo da ordem dos ensaios, e a normalidade dos erros experimentais
com o teste de Kolmogorov-Smirnov. Quando se executou um experimento por duas
vezes, testou-se a homogeneidade das variancias, com o teste de Levene. Todas as

analises foram realizadas com o programa SAS v. 9.1.
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4. RESULTADOS

4.1 Ensaio 1: Resisténcia a B. cinerea mediada pela aplicacédo de C. rosea e/ou Si

Com relacdo ao periodo de incubacéo (PI) e severidade final, efetuou-se analise
conjunta das duas execucdes do experimento, pois houve homogeneidade das
variancias de periodo de incubacdo (P = 0,94) e de severidade final (P = 0,42). Em
ambos, ndo ocorreu 0 mofo cinzento nas plantas-testemunha.

As médias do PI nas folhas ndo tratadas, tratadas com C. rosea, tratadas com Si
e na combinacdo C. rosea-Si foram 90h, 153h, 141h e 131h, respectivamente, com
efeito significativo da aplicacdo de C. rosea (P = 0,003) e da interagédo C. rosea x Si
(P = 0,002). Quando ndo se aplicou Si, o PI foi menor sem C. rosea que com 0
antagonista (P = 0,0002). Quando se aplicou Si, o PI com e sem C. rosea nao
diferiram (P = 0,915). Quando néo se aplicou C. rosea, o Pl foi menor sem Si que
com Si (P = 0,0011). Quando se aplicou C. rosea, o PI com e sem Si ndo diferiram
(P =0,3478) (Figura 2).

As médias da severidade final nas folhas ndo tratadas, tratadas com C. rosea,
tratadas com Si e tratadas com a combinacgdo C. rosea-Si foram 23,5%, 6,5%, 14% e
12%, respectivamente, com efeito significativo da aplicacdo de C. rosea (P = 0,0064)
e da interacdo C. rosea x Si (P = 0,0243) mas nao de Si (P = 0,5609). Quando néo se
aplicou Si, a severidade final foi menor com C. rosea que sem o antagonista (P =
0,0010). Quando se aplicou Si, as severidades finais com e sem C. rosea nao
diferiram (P = 0,7116). Quando n&o se aplicou C. rosea, as severidades finais com e
sem Si ndo diferiram (P = 0,1115). Quando se aplicou C. rosea, as severidades finais
com e sem Si ndo diferiram (P = 0,0934) (Figura 3).

Com relacdo ao extravasamento de eletrdlitos (EE), quando se avaliou o EE
as 240 hai, houve efeito significativo da aplicacdo de C. rosea (P = 0,0001) e da
interacdo C. rosea x Si (P = 0,0191) nas plantas inoculadas e ndo inoculadas
respectivamente. Nas plantas inoculadas com B. cinerea, o EE foi maior nas plantas
onde néo se aplicou C. rosea que nas onde se aplicou. Nas plantas onde néo se
inoculou B. cinerea, quando ndo se aplicou C. rosea, o EE foi maior quando se
aplicou Si que quando nédo se aplicou (P = 0,0460). Quando se aplicou C. rosea, 0
EE com e sem Si ndo diferiram (P = 0,2322). Quando néo se aplicou Si, o EE foi
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maior quando se aplicou C. rosea que quando ndo se aplicou (P = 0,0289). Quando
se aplicou Si, 0 EE com e sem C. rosea ndo diferiram (P = 0,4877) (Figura 4).

Com relacdo a atividade de enzimas, para as polifenoloxidases (PPO), houve
efeito significativo da interacdo C. rosea x Si as 120, 168, 192 e 240 hai (P = 0,0376,
P =0,0424, P = 0,0097 e P = 0,0026, respectivamente). O primeiro pico enzimatico
ocorreu as 72 hai, porém ndo houve efeito significativo da aplicacdo de C. rosea,
aplicacdo de Si e aplicacdo conjunta. Os dois maiores picos enzimaticos ocorreram as
192 e 240 hai, com efeito significativo da interacdo C. rosea x Si em ambos 0s
intervalos (P = 0,0097 e P = 0,0020 respectivamente). As 192 hai, quando nio se
aplicou Si, a atividade foi maior (P = 0,0442), com a aplicacdo que sem aplicagéo de
C. rosea. As 240 hai, quando se aplicou C. rosea, a atividade enzimatica foi maior (P
= 0,0201) sem aplicacdo que com aplicacdo de Si. Quando ndo se aplicou Si, a
atividade foi maior (P = 0,0128) com aplicacdo que sem aplicagdo de C. rosea
(Figura 5).

Para as peroxidases (POX), ocorreram dois picos pronunciados: as 72 e 168
hai. No primeiro, houve efeito significativo das aplicacdes isoladas de Si (P =
0,0497) e de C. rosea (P = 0,0107). A atividade enzimatica foi 37% maior quando se
aplicou Si que quando n&do se aplicou. Quando se aplicou C. rosea, a atividade
enzimatica foi 57% maior que quando ndo se a aplicou. No segundo pico, houve
efeito significativo da interacdo C. rosea x Si (P = 0,0478). Quando ndo se aplicou
C. rosea, a atividade enzimatica foi maior (P = 0,0236) com aplicacdo que sem
aplicacdo de Si. Quando se aplicou Si, a atividade enzimatica foi maior (P = 0,0143)
sem a aplicacdo que com a aplicacdo de C. rosea (Figura 5).

Para as f-1,3-glucanases (GLU), os picos ocorreram as 72 e 120 hai. As 72
hai, detectou-se efeito significativo das aplicacdes isoladas de C. rosea (P = 0,0425)
e de Si (P < 0,0001). Quando se aplicou Si, a atividade enzimatica foi 44% maior que
quando nédo se aplicou. Quando se aplicou C. rosea, a atividade enzimatica foi 8%
maior que quando ndo se aplicou. As 120 hai, detectou-se efeito significativo das
aplicacdes isoladas de C. rosea (P = 0,0051) e de Si (P =0,0226). Quando se aplicou
Si, a atividade enzimaética foi 38% maior que quando ndo se aplicou. Quando se
aplicou C. rosea, a atividade enzimatica foi 56% maior que quando nédo se aplicou
(Figura 5).
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Para as quitinases (QUI), os picos ocorreram as 120 e 168 hai. As 120 hai,
detectou-se efeito significativo da aplicacdo isolada de C. rosea (P = 0,0101).
Quando se aplicou C. rosea, a atividade enzimatica foi 55% maior que quando néo se
aplicou. As 168 hai detectou-se efeito significativo da aplicacdo isolada de C. rosea
(P = 0,0073), com a qual a atividade enzimatica foi 63% maior que quando ndo se
aplicou (Figura 5).

4.2 Ensaio 2: Promocao de crescimento e reducdo da severidade de B. cinerea
pela aplicacdo de C. rosea e/ou Si

Efetuou-se analise conjunta da severidade das duas execugdes do
experimento, em vista da homogeneidade das variancias (P = 0,5578). Nao ocorreu o
mofo cinzento nas plantas-testemunha.

As médias da AACPD nas folhas néo tratadas, nas tratadas com C. rosea, nas
tratadas com Si e naquelas com a combinacgéo de C. rosea e Si foram 558, 308, 375 e
585 respectivamente. Houve efeito significativo da interacdo Si x C. rosea (P <
0,0001). Quando néo se aplicou Si, a AACPD foi menor (P = 0,0004) com aplicacéo
que sem aplicacdo de C. rosea. Quando se aplicou Si, a AACPD foi menor (P =
0,0010) sem aplicacdo que com aplicacdo de C. rosea. Quando ndo se aplicou C.
rosea, a AACPD foi menor (P = 0,0046) com aplicacdo que sem aplicacdo de Si.
Quando se aplicou C. rosea, a AACPD foi menor (P < 0,0001) sem aplicacdo que
com aplicacéo de Si.

Ajustou-se 0 modelo linear de regressao de severidade em funcdo do tempo
nas plantas-testemunha e nas tratadas com C. rosea, Si e combinacdo de C. rosea e
Si em vista do alto valor de R?. As taxas de progresso do mofo cinzento foram 50%
maiores nas plantas ndo tratadas (controle) e nas tratadas com combinacdo de C.
rosea e Si que naquelas com aplicacédo isolada de Si ou de C. rosea (Figura 6).

Nas duas execugdes do experimento, houve efeito significativo da aplicacao
de C. rosea no comprimento da parte aérea, no peso da matéria seca da parte aérea e
do sistema radicular. Com aplicacdo de C. rosea, o0 comprimento foi maior em cerca
de 11 e 10%, o peso da matéria seca da parte aérea maior em cerca de 9 e 20% e 0
peso da matéria seca do sistema radicular em cerca de 66 e 69% que sem aplicacéo,

na primeira e segunda execucoes, respectivamente (Tabela 1).
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N&o houve efeito significativo da aplicagdo de Si no comprimento da parte
aerea, massa seca da parte aérea e massa seca do sistema radicular.

Com relacéo a colonizacao endofitica de C. rosea, ndo se recuperou C. rosea
das plantas ndo tratadas com o antagonista. O fungo colonizou todos os 6rgdos das
plantas cujas sementes foram tratadas. Em geral, maior frequéncia de colonizagéo
ocorreu no terco inferior da planta, que corresponde ao sistema radicular, haste e
folha basal. A frequéncia de colonizacéo de C. rosea foi maior nas plantas inoculadas

com B. cinerea que nas ndo inoculadas (Figura 7).

4.3 Concentracéo foliar de Si

Efetuou-se anélise conjunta da concentragdo foliar de Si das duas execuges
do ensaio 1 em vista da homogeneidade das variancias (P = 0,0561). As médias da
concentracdo de Si nas folhas ndo tratadas e tratadas com Si foram 0,46 dag/kg® e
0,81 dag/kg" respectivamente, com efeito significativo da aplicacdo de Si (P <
0,0001) (Figura 8).

Efetuou-se andlise conjunta da concentracéo foliar de Si das duas execucdes do
ensaio 2 em vista da homogeneidade das variancias (P = 0,0501). Houve efeito
significativo da aplicacdo de Si (P < 0,0001). As médias da concentracdo de Si nas
folhas ndo tratadas e tratadas com Si foram 0,41 dag/kg' e 0,76 dag/kg'
respectivamente (Figura 8). Houve efeito significativo da aplicagéo de C. rosea (P =
0,0475). As médias da concentracao de Si nas folhas ndo tratadas e tratadas com C.
rosea foram 0,54 dag/kg® e 0,64 dag/kg' respectivamente (Figura 8). Houve efeito
significativo da interacdo C. rosea x B. cinerea (P = 0,0096) (Figura 8). Quando néo
se aplicou C. rosea, a concentragéo de Si foliar foi menor com B. cinerea que sem o
patdgeno (P = 0,0058). Quando se aplicou C. rosea, a concentracao de Si foliar com
e sem B. cinerea ndo diferiram (P = 0,7035). Quando se inoculou B. cinerea, a
concentracdo de Si foliar foi menor sem C. rosea que com (P = 0,0191). Quando néo
se inoculou B. cinerea, a concentracdo de Si foliar com e sem C. rosea nao diferiram
(P =0,7093) (Figura 8).
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5. DISCUSSAO

Clonostachys rosea é agente de controle biologico de B. cinerea (Sutton et
al., 1997, 2002; Morandi et al., 2000, 2001, 2003, 2008; Cota et al., 2008, 2009;
Nobre et al., 2005), com diferentes modos de antagonismo, como micoparasitismo,
competicdo por nutrientes e inducdo de resisténcia (Sutton et al., 1997). Neste
estudo, com a aplicacdo de C. rosea em sementes e substrato, pode-se aventar ter
ocorrido a potencializacdo da resisténcia. Em geral, a aplicacdo de Clonostachys
rosea nas sementes e no substrato reduziu a intensidade do mofo cinzento em plantas
de pepino, com aumento do periodo de incubacéo e reducdes da severidade final e do
extravasamento de eletrolitos. No presente estudo, aparentemente C. rosea modulou
enzimas relacionadas a defesa da planta: quando aplicado em sementes e substrato,
reduziu-se a intensidade do mofo cinzento, quando estava separado espacialmente de
B. cinerea nas folhas. Nessas, aumentou-se a atividade de enzimas associadas a
defesa. Verificou-se a potencializacdo de proteinas relacionadas a patogénese (PRs) e
defesa por C. rosea em plantas de trigo infectadas com Fusarium culmorum (Roberti
et al., 2008). Os autores trataram sementes com C. rosea; 7, 8, 9 e 10 dias ap6s o
tratamento, houve aumento de proteinas PR4 e da atividade de algumas isoformas de
peroxidase e quitinase. A aplicacdo de um isolado de Gliocladium roseum (sin. C.
rosea) em raizes de fumo aumentou a atividade de enzimas p-1,3-glucanases,
quitinases e peroxidases em folhas inoculadas com Erysiphe orontii (Lahoz et al.,
2004). Assim, aparentemente, o isolado brasileiro de C. rosea potencializou a
resisténcia de pepineiro a B. cinerea. Similarmente, detectou-se aumento da atividade
de polifenoloxidase, peroxidase, f-1,3-glucanase e quitinase. Ademais quando
aplicado isoladamente, C. rosea reduziu a severidade do mofo cinzento. Isto pode ser
uma evidéncia de potencializacdo da resisténcia, pois 0 antagonista foi aplicado
distante do local de inoculagéo de B. cinerea.

Provavelmente, micoparasitismo e competicdo tambem ocorreram, pois C.
rosea foi recuperado, principalmente, das folhas em que se inoculou o patdgeno.
Esses dois ultimos mecanismos sdo 0s mais comumente associados ao antagonismo
de C. rosea a B. cinerea (Sutton et al., 1997; Morandi et al., 2000, 2001, 2003, 2006,

2008) e para desconsidera-los, demandam-se estudos ultraestruturais.
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No presente estudo, em vista das variagOes de f$-1,3-glucanases, peroxidases,
quitinases e polifenoloxidases, sugere-se a hipotese de que a C. rosea modulou
resisténcia a B. cinerea. Outros microrganismos também potencializaram a atividade
de enzimas de defesa. Rhizoctonia spp. potencializaram peroxidases, p-1,3-
glucanases, quitinases e resisténcia em feijoeiros, de formas local e sistémica (Xue et
al., 1998). Em plantas de pepino tratadas com Trichoderma harzianum na rizosfera, a
atividade de quitinases e peroxidases aumentou em folhas e raizes (Yedidia et al.,
1999). O tratamento de raizes de Arabdopsis thaliana com T. harzianum T39,
também potencializou a resisténcia, com reducéo dos sintomas nas folhas causados
pela inoculagéo de B. cinerea (Korolev et al., 2008). Com aplicagéo de T. harzianum
T39 nas raizes, plantas de alface, fumo, pimenta e tomate foram mais resistentes a B.
cinerea indicando potencializacdo da resisténcia (De Meyer et al., 1998). Portanto,
em vista dos resultados obtidos no presente estudo C. rosea provavelmente
potencializou as vias de defesa de plantas de pepino a B. cinerea.

Clonostachys rosea também aumentou o periodo de incubacdo de Botrytis
cinerea. O periodo de incubacdo nas plantas-testemunha foi cerca de 90h, quando o
patdgeno pbde se estabelecer e causar infeccdo. Para haver controle do mofo
cinzento, é necessario que a planta ative os mecanismos de defesa antes que se
estabeleca a relacdo parasitaria estavel com o hospedeiro. As atividades de POX e
GLU foram induzidas dentro deste periodo por C. rosea. A enzima POX esta
envolvida na protecdo celular ao estresse oxidativo, o qual remove H,0O; e induz a
formacdo de lignina em resposta a infeccdo por patdgenos (Van Loon, 1997), sua
atividade associa-se a resisténcia a doencas (Hammerschmidt et al., 1981) e o seu
aumento segue a dinamica da infecdo por patdgenos (Schneider, 1994). Neste estudo,
a aplicacdo de C. rosea aumentou significativamente a atividade da POX as 72 hai.
Este aumento é importante nos estadios iniciais da infeccdo, para conter o avanco do
patogeno. Kumar et al. (2009) verificaram altos niveis de POX em plantas de
algoddo expressando uma endoquitinase de T. virens, com aumento da resisténcia a
R. solani. Portanto, quanto mais cedo se potencializa as defesas do hospedeiro, maior
é o periodo de incubacdo o que retarda o aparecimento dos primeiros sintomas e por
consequéncia reduz a taxa de progresso de algumas doencas. Aparentemente C.
rosea modulou a atividade de POX, como visto, esta enzima protege contra estresses

oxidativos e portanto, influencia na reducéo aos danos as membranas celulares. Esta
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reducdo no dano as membranas pdde ser percebida pela reducdo do extravasamento
de eletrolitos pela aplicacdo C. rosea em relacdo ao tratamento controle. Isto pode
afetar indiretamente a severidade da doenca o qual foi significativametne reduzida
pela aplicacdo de C. rosea.

Em geral, a enzima PPO acumula-se em locais de ferimentos nas plantas
(Chen et al., 2000). Ja se detectou o aumento das atividades de PPO e POX em
folhas de pepino infectadas por patdégenos e nas células ao redor da infeccdo
(Avdiushko et al., 1993). No presente estudo, ndo houve um pico proeminente de
PPO em qualquer data de coleta, mas com a aplicacdo isolada de C. rosea, a
atividade da enzima manteve-se significativamente mais alta ap6s 192 hai, e portanto
indicando que os fendis foram oxidados para originarem quinonas as quais Sao mais
toxicas a microrganismos (Mayer, 2006).

A GLU, que faz parte da familia PR-2, tem atividade antifungica (Theis e
Stahl, 2004), promove a hidrolise da parede celular de fungos e inibe o seu
crescimento. Os oligdmeros liberados em funcdo da hidrélise agem como moléculas
moduladoras de resisténcia (Sharma et al., 2011). No presente estudo, houve efeito
significativo da aplicacdo de C. rosea em quase todas as datas, e a aplicacdo
aumentou a atividade de GLU. Houve dois picos de atividade, um menor as 72 hai e
0 outro maior as 120 hai. Em ambos, houve efeito da aplicacdo de C. rosea.

A enzima QUI catalisa a degradacdo de quitina da parede celular de fungos
produzindo oligossacarideos (Ferreira et al., 2007) que podem modular a resisténcia.
Neste estudo, houve aumento significativo da atividade de QUI com aplicagao de C.
rosea as 120 e 168 hai, quando ocorreram dois picos, principalmente as 168 hai.
Tanto as enzimas GLU quanto as QUI sdo enzimas hidroliticas que estdo envolvidas
diretamente na degradacdo da parede celular de fungos fitopatogénicos
principalmente os hemibiotréfico e necrotréficos (Anguelova-Mehar et al., 2001).
Provavelmente estas enzimas foram moduladas significativamente por C. rosea por
ser este um antagonista eficiente a B. cinerea.

Clonostachys rosea reduziu significativamente os danos as membranas
celulares em plantas inoculadas com B. cinerea medidos em EE. Botrytis cinerea é
um patogeno necrotrofico e secreta inumeras toxinas no interior do seu hospedeiro
afim de facilitar sua colonizacdo (Kars e van Kan, 2007). Zhang et al. (1996)

trataram plantas de abeto negro (Picea mariana) com B. cinerea e G. roseum para
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verificar alteracdes fisiologicas. Os autores verificaram que quando essas plantas
foram tratadas somente com B. cinerea, o EE foi superior a 50%. J& plantas tratadas
tanto com B. cinerea e C. rosea o EE ficou em torno de 10% ao longo das datas de
avaliacdes e este valor foi semelhante em plantas tratadas somente com o antagonista
G. roseum (Zhang et al., 1996). Esses dados corroboram com os aqui apresentados.
Isto indica que C. rosea ndo ocasiona danos as membranas celulares e ainda mantém
essas membranas integras com reducdo significativas dos danos causados por B.
cinerea.

Algumas espécies de plantas acumulam o Si em diferentes propor¢des, em
vista da disponibilidade do elemento no solo e da capacidade de absorcdo (Chérif et
al., 1994). Ainda ndo se elucidaram totalmente os mecanismos pelos quais o Si
protege as plantas de fitopatdgenos, mas sabe-se que a deposicao de silica amorfa no
apoplasto foliar e parede celular previnem a penetracdo de fitopatdgenos, pois reduz
a suscetibilidade a enzimas que degradam a parede celular (Currie e Perry, 2007).
Ademais, o acido monosilicico € biologicamente ativo e induz o desenvolvimento
mais rapido e extensivo das defesas naturais da planta (Fauteux et al., 2005). A
atividade desse acido foi primeiro demonstrada em plantas de pepino tratadas com
Si, nas quais houve aumento na atividade de QUI, POX, PPO e flavonéides (Fawe et
al., 1998). No geral, as espécies de plantas sdo classificadas como acumuladoras,
intermediarias ou ndo acumuladoras de Si (Takahashi et al., 1990). O pepineiro é
considerado uma planta intermediaria (Takahashi et al., 1990). Isto foi confirmado
neste estudo pois em ambos os ensaios houve maior acimulo de Si nas plantas que
receberam Si na forma de silicato de potassio que em plantas que ndo receberam. No
presente trabalho, a aplicacdo de Si aumentou o periodo de incubacéo,
provavelmente ou pelo efeito de barreira fisica em decorréncia do acimulo de Si ou
potencializagdo das enzimas de defesa do pepineiro.

Respostas de defesa da planta podem depender do modo de patogénese, com
ativacdo de defesas dependente de &cido salicilico (AS) a patdgenos biotroficos e
ativacdo das respostas dependente de etileno (ET) e acido jasménico (AJ) a
necrotroficos (Mc Dowell e Dangl, 2000). Aparentemente, o AS atua na reducdo do
tamanho das lesdes causadas por B. cinerea, pois Ferrari et al. (2003) acreditam
haver nesta via alguma sintese de fenilalanina-aménia-liase (FAL) que é responsavel

pela reducdo. Porém, quando Korolov et al. (2008) usaram mutantes de A. thaliana
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insensiveis a AS, ndo houve aumento significativo na suscetibilidade das plantas
tratadas com T. harzianum ao mofo cinzento, levando a crer que a via AS tem pouca
importancia na resisténcia a B. cinerea (Grovin e Levine, 2000). Portanto,
provavelmente, a via de atuacdo do Si demande AS, cujo principal efeito é a morte
celular programada para evitar o acesso do patégeno a agua e nutrientes. Isto
funciona bem com patogenos biotroficos e hemibiotréficos, para os quais as células
do hospedeiro tem que estar vivas, pelo menos nos estadios iniciais da infeccéo.
Contudo, patogenos necrotroficos matam as células. A infec¢do de B. cinerea induz
sintomas semelhantes & morte celular programada, e qualquer sistema de resisténcia
que induza essa morte serd inefetivo, pelo contrario, facilitara a colonizacdo do
patdgeno. Neste estudo, a aplicacdo de Si atrasou o periodo de incubacdo
provavelmente pelo efeito de barreira fisica, pois 0 composto se acumula abaixo da
cuticula formando uma camada dupla de cuticula-Si, que interfere com a penetracao
do patégeno (Cai et al., 2009). No presente estudo, a aplicacdo de Si também
potencializou a atividade das enzimas de defesa, similar ao observado por Chérif et
al. (1994) que observaram aumento na atividade das enzimas PPO, POX e QUI em
raizes de pepino infectadas com Pythium sp.

No ensaio 1, Si aumentou o periodo de incubacdo, porém ndo reduziu
significativamente a severidade final nem o EE quando comparado ao tratamento
controle. Provavelmente Si atrasou a colonizacdo do patdgeno, porém com O
estabelecimento de B. cinerea os efeitos foram tdo ou mais agressivos que os efeitos
no tratamento controle. Silicio ndo foi capaz de controlar o avanco do patdégeno apés
0 mesmo se estabelecer e também nédo foi capaz de reduzir os danos as membranas
causados por ele. Resultados estes contrarios ao encontrados por Zhu et al. (2004).
Esses autores verificaram o efeito do Si no cultivo de plantas de pepino com cloreto
de sédio para induzir estresses oxidativos e verificaram que nessas plantas o EE foi
reduzido significativamente pela aplicacdo de Si. Neste caso, as plantas de pepino
ndo foram inoculadas com qualquer patégeno, diferentemente do realizado neste
trabalho, o que indica portanto que Si, provavelmtente, ndo seja eficiente em reduzir
danos membranares causados por B. cinerea.

Neste estudo, a aplicacdo conjunta de Si e C. rosea resultou em menor
atividade das enzimas PPO e GLU que com a aplicacdo isolada de C. rosea ou de Si

em determinadas datas. Assim, pode estar havendo efeito antagdnico entre a
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aplicacdo de C. rosea e Si, em determinados momentos apds a inoculacdo de B.
cinerea. Outra hipGtese € que podem ter ocorrido alteracdes nas isoformas das
enzimas impossiveis de serem detectadas pelo método (Resende et al., 2000).
Demandam-se estudos mais detalhados para entender as alteracGes na interacéo
patdgeno-hospedeiro-antagonista-Si. O que pode estar ocorrendo é que as enzimas
tém diferentes isoformas, e provavelmente C. rosea, Si ou a prépria planta esteja
reprimindo o gene que expressa a isoforma de enzimas do outro. Determinadas
enzimas, como as peroxidases, podem ter isoformas reprimidas pela planta para
manter a enzima em nivel abaixo do toxico (Roberti et al., 2008) ou mesmo para
reduzir a alta demanda de energia que a ativagdo dessas enzimas necessita. Para 0s
autores, C. rosea reprimiu duas isoformas de peroxidases.

Em geral, a atividade de todas as enzimas foi maior com a aplicacéo de Si que
no tratamento controle, em determinadas datas, mas ndo reduziu significativamente a
severidade final no ensaio 1 nem o EE em relagdo ao tratamento controle. Para
patdgenos biotroficos e hemibiotroficos, a aplicacdo de Si reduz a severidade das
doencas (Cherif et al., 1994; Samuels et al., 1994; Fawe et al., 1998; Rodrigues et
al., 2003; Rodrigues et al., 2004 ). Botrytis cinerea é patdgeno necrotrofico e secreta
varias enzimas e/ou metabolitos para invadir os tecidos dos hospedeiros, matar as
células e induzir a liberacdo de carboidratos. Muitos desses compostos atuam
extracelularmente na interface planta-fungo ou no tecido do hospedeiro distante do
crescimento de hifas (Kars e van Kan, 2007). Na invasdo de tecidos por B. cinerea,
ocorre um processo de ativacdo de morte celular programada a distancia da hifa
(Govrin e Levine, 2000), o que implica que fatores difusiveis tém atividade direta ou
indireta. Botrytis cinerea pode atrasar uma rapida resposta de defesa pela producao
de 2-metil-succinato, o qual estimula a via de sinalizacdo do acido abscisico
(Asselbergh et al., 2007). A morte celular programada pode providenciar uma
abertura a patogenos necrotroficos (Kliebenstein e Rowe, 2008) e isto pode ter
ocorrido no presente estudo.

E conhecido que C. rosea pode se desenvolver endofitica ou epifiticamente
em superficie de o6rgdos vegetais sadios (Sutton et al., 1997; Nobre et al., 2003). No
presente estudo, recuperou-se C. rosea de 6rgdos, mesmo apos 50 dias da aplicacéo.
Portanto, considera-se que o0 antagonista colonizou endofiticamente o pepineiro. A

recuperacdo de microrganismos apés esterilizagdo rigorosa é uma evidéncia indireta
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da capacidade desses microrganismos serem endofiticos (Schulz e Boyle, 2005). Em
observagdes histoquimicas, verificou-se a ocorréncia de C. rosea em epiderme de
folhas de pepino (Chatterton et al., 2008) e raizes (Chatterton e Punja, 2009), o que
reforca os resultados obtidos no presente estudo. Isolados de C. rosea gque colonizam
raizes ou folhas, também foram agentes de controle bioldgico de doencas de cereais
transmitidas pelas sementes (Lubeck, 2002) e de Botrytis cinerea em folhas de
morango e framboesa (Peng e Sutton, 1991; Sutton et al., 1997). Seria vantagem
interessante na pratica para o biocontrole do mofo cinzento do pepineiro, se o fungo
sobreviver e se seu efeito como antagonista persistir nas folhas a partir da aplicacéo
em semente.

Foi interessante o fato de que a frequéncia de recuperacdo de C. rosea foi
superior nas plantas inoculadas com B. cinerea que nas nao inoculadas. A liberacdo
de nutrientes dos sitios de infeccdo pode favorecer o crescimento de agentes de
controle bioldgico. Niveis de Trichoderma harzianum foram superiores em raizes
com maior densidade de Pythium ultimum (Green et al., 2001). A colonizacdo de
folhas e pétalas de varios hospedeiros por C. rosea € principalmente rapida e
intensiva quando os tecidos estdo senescentes e mortos (Sutton et al., 1997). Como
B. cinerea induz a senescéncia e morte dos tecidos (Swartzberg et al., 2008), a
frequéncia de colonizagdo de C. rosea nas plantas inoculadas com o patdgeno foi
superior que plantas ndo inoculadas neste estudo. Somente apds 20 dias da
inoculacdo com o patdgeno é que os 6rgdos de pepineiros foram plaqueados em meio
seletivo, intervalo que provavelmente foi fundamental para que C. rosea pudesse
colonizar as plantas, principalmente em direcdo aos Orgdos das plantas onde o
patdgeno havia se estabelecido, por liberacdo de nutrientes ou alguma outra
sinalizacdo.

O isolado de C. rosea testado também promoveu o crescimento de plantas de
pepino, similar ao obtido por Sutton et al. (2008). Provavelmente, os efeitos
benéficos de C. rosea no crescimento e produtividade sejam mediados pela sua
influéncia nos hormonios, fatores de sinalizacdo e aquisi¢do de nutrientes na planta
(Sutton et al.,, 2008) e solubilizagdo de nutrientes (Ravnskov et al., 2006).
Clonostachys rosea € conhecido por promover crescimento em diferentes espécies de
plantas (Jensen et al., 2000; Johansen et al., 2005; Ravnskov et al., 2006; Roberti et

al., 2008; Sutton et al., 2008). No presente estudo, como a promogéo de crescimento
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foi significativamente superior em plantas de pepino tratadas com o antagonista que
em plantas ndo tratadas, conclui-se que houve interagdo do fungo e o pepineiro.
Deve-se conduzir o estudo por mais tempo, para se certificar de que C. rosea
beneficiou o pepineiro, principalmente em termos de produtividade.

No presente estudo, a aplicagdo de Si ndo afetou o crescimento, 0 peso da
matéria seca do sistema radicular e da parte aérea do pepineiro. Apesar de 0 Si ndo
ser considerando elemento essencial para o crescimento, afeta o crescimento de
plantas (Yu et al., 2010). Considerando-se que o pepineiro pode absorver (Yu et al.,
2010) e acumular (Gérecki e Danielski-Bush, 2009) quantidades grandes de Si, deve-
se realizar avaliacGes por mais tempo para se verificar se a promogéo de crescimento
resulta em aumento de produtividade, como observado por Sutton et al. (2008).

No ensaio 2, a aplicacdo isolada de Si reduziu a severidade do mofo cinzento.
Varios autores verificaram que essa aplicacdo de Si reduz a severidade de doencas do
pepineiro (Mohaghegh et al., 2011; Yu et al., 2010; Liang et al., 2005) inclusive do
mofo cinzento (Segarra et al., 2007). A reducéo da severidade pode estar relacionada
a potencializacdo da resisténcia, pois verificou-se que a aplicacdo de Si aumentou a
atividade das enzimas relacionadas a defesa da planta. Neste estudo, a aplicacdo de
Si reduziu a taxa de progresso da doenca pelo efeito ja conhecido de barreira fisica,
pois 0 Si se acumula abaixo da cuticula formando uma camada dupla de cuticula-Si,
que interfere com a penetracdo do patdgeno (Cai et al., 2009) ou potencializacdo das
enzimas relacionadas a defesa da planta.

Apesar da aplicacdo separada de C. rosea e Si haver reduzido a severidade do
mofo cinzento, o uso conjunto dos dois tratamentos reduziu a eficiéncia, pois o efeito
da aplicacdo conjunta ndo diferiu do tratamento sem a aplicacdo de ambos. Com a
aplicacdo de cinco concentracfes de Si, reduziu-se significativamente o crescimento
micelial e produgdo de conidios de T. harzianum, quando comparadas a ndo
aplicacdo do elemento (Rachniyom e Jaenaksorn, 2008). Para os autores, Pythium
aphanidermatum foi mais inibido por T. harzianum quando aplicado sozinho que
combinado ao Si, mas ndo fizeram hipGteses para explicar estes resultados.
Possivelmente, os efeitos de Si e de C. rosea sejam independentes, fato observado
nos efeitos de Si e de agentes de biocontrole de Sphaerotheca fuliginea, agente do
oidio do pepineiro (Dik et al., 1998). Provavelmente o Si poderia estar mediando

algum mecanismo de defesa na planta a C. rosea. Assim quando B. cinerea foi
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inoculado, a planta poderia ter gasto energia precocemente ativando suas defesas e
ficando suscetivel ao mofo cinzento. E provavel que os efeitos de C. rosea e de Si
envolvam rotas complexas, moléculas de sinalizacdo podem interagir sinergistica ou
antagonicamente e combinacdo de tratamentos pode aumentar ou reduzir
mecanismos de defesa, como comentado por Dinh et al. (2008). Demandam-se mais
estudos para o entendimento dessa provavel interagdo antagonica de Si e C. rosea,
pois ja se relataram resultados contrarios aos aqui obtidos (Tian et al., 2005; Kidane
e Laing, 2008).

Com base nos resultados obtidos neste estudo, C. rosea reduziu a severidade
do mofo cinzento, potencializou as enzimas relacionadas & defesa em pepineiro e
promoveu o crescimento de plantas de pepino. Evidenciou-se, também, que o isolado
aqui usado colonizou endofiticamente as plantas de pepino Observando-se esses
efeitos, conclui-se que a incorporacdo do antagonista em um sistema de manejo
integrado trara efeitos positivos em reduzir a intensidade da doenga,
consequentemente reduzindo o uso de fungicidas. Este estudo relata, pela primeira
vez, que um isolado de C. rosea brasileiro, tem potencial em mediar a resisténcia e
aumentar as atividades de enzimas relacionadas & defesa de pepineiro a B. cinerea.
Apesar do efeito comprovado de Si em proteger plantas, neste estudo a aplica¢do do
composto gerou resultados contrarios entre os dois ensaios quanto a severidade do
mofo cinzento, mas potencializou as enzimas de defesa. Plantas tratadas com Si
foram colonizadas por C. rosea, com frequéncia similar a em plantas ndo tratadas.
Em geral, a aplicacdo simultanea de Si e C. rosea aumentou significativamente as
enzimas de defesa, mas ndo reduziu a severidade do mofo cinzento. Em resumo, o
isolado de C. rosea tem potencial como agente de biocontrole e em melhorar o vigor

de plantas de pepino, para ser adotado no manejo integrado do mofo cinzento.
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6. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, concluiu-se que:

- O isolado NCR61/F de C. rosea tem potencial em induzir a atividade de enzimas
relacionadas a defesa do pepineiro a B. cinerea;

- O antagonista foi eficiente em reduzir a severidade do mofo cinzento, reduzir a
perda de eletrolitos, aumentar o periodo de incubacdo da doenca e promover o
crescimento de plantas de pepino;

- O antagonista colonizou endofiticamente plantas de pepino;

- A aplicagdo de Si mediou a atividade de enzimas relacionadas a defesa;

- Com a aplicacdo de Si, obtiveram-se resultados divergentes quanto a reducédo do
mofo cinzento; e

- O Si néo foi eficiente em promover o crescimento de plantas de pepino.
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Figura 1. Armacdes de ferro e plastico transparente para protecdo das plantas de

pepino durante a conducao dos experimentos.
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Figura 2. Periodo de incubacéo (PI) de B. cinerea em folhas de pepino supridas com
0 (-Si) ou 2 mmol de silicio/L* (+Si) e tratadas (+Cr) ou ndo (-Cr) com 10" conidios

1 , - . .~
de Clonostachys rosea/mL . Os dados representam a média de seis repeticdes. Barras
representam o erro padrao da média.
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Figura 3. Severidade final do mofo cinzento em folhas de pepino tratadas com 2
mmol de silicio/L* (+Si) ou ndo (-Si) e/ou com 10" conidios de Clonostachys

rosea/mL’ (+Cr) ou ndo (-Cr). Os dados representam a média de seis repeticdes.
Barras representam o erro padréo da média.
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Figura 4. Extravasamento de eletrolitos (EE) em folhas de pepino tratadas com 2
mmol de silicio/L* (+Si) ou ndo (-Si) e/ou com 10" conidios de Clonostachys
rosea/mL’ (+Cr) ou ndo (-Cr) elou inoculadas com 10° conidios de Botrytis
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cinerea/mL  (A) ou ndo (B), em diferentes intervalos ap6s a inoculagdo de B.
cinerea. Os dados representam a média de trés repeti¢cdes em cada intervalo. Barras

representam o erro padrdo da média.
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Figura 5. Atividade de polifenoloxidases (PPO), peroxidases (POX), p-1,3-
glucanases (GLU) e quitinases (QUI) em folhas de pepino tratadas com 2 mmol de
silicato de potassio/L’ (+Si) ou ndo (-Si) elou 10’ conidios de Clonostachys
rosea/mL* (+Cr) ou ndo (-Cr) e inoculadas com 10° conidios de Botrytis
cinerea/mL*. Os dados representam a média de trés repeticbes em cada intervalo.

Barras representam o erro padrdo da média.
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Figura 6. Curva de progresso do mofo cinzento causado por B. cinerea em folhas de
pepineiro tratadas com: A - Silicio e com Clonostachys rosea; B- Clonostachys rosea
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—_—

Figura 7. Frequéncia de isolamento de Clonostachys rosea de érgdos de plantas de pepino

+Bc¢
-S1 +S1

1,67%(E1,67)
5.00%(*3,57)
18.33%(%6.31 10,00%(E6,67)
1.67%(*1,67)
5.0006(&4,56)

25.00%(x6.69 15,00%(+6,31)

45,00%(7.47) B31.67%(*7,22

A B
63.330/0@:80;1'6) ,‘ 1 38.33%(%5.58)

cujas sementes foram tratadas com suspensdo de 10 conidios do antagonista.mL™, coletados

apos 50 dias do plantio. No substrato, aplicaram-se 100 mL de solu¢do de 2 mmol (+Si) ou nao

(-Si). Aos 30 dias do plantio, atomizou-se suspensdo com 10° conidios de Botrytis cinerea.mL™

nas plantas (+Bc) ou ndo (-Bc). Valores entre parénteses representam o erro padrdo da média.
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Figura 8 Concentracdo foliar de silicio (Si). Em plantas do ensaio 1 (A) e aplicacdo
de si (+) ou ndo si (-) de silicio; ensaio 2 e aplicacao de si (+) ou ndo si (-) de silicio;
C: ensaio 2 com interacdo C. rosea X B. cinerea, inoculacdo Bc (+) ou ndo Bc (-) de
B. cinerea dentro de ndo aplicacdo Cr (-) de C. rosea; D: ensaio 2 com interacdo C.
rosea X B. cinerea, inoculacdo Bc (+) ou ndo Bc (-) de B. cinerea dentro de aplicacédo
Cr (+) de C. rosea; E: ensaio 2 com interagdo C. rosea x B. cinerea, aplicagéo Cr (+)
ou nédo Cr (-) de C. rosea dentro de néo inoculagdo Bc (-) de B. cinerea; F: : ensaio 2
com interacdo C. rosea x B. cinerea, aplicacdo Cr (+) ou ndo Cr (-) de C. rosea
dentro de inoculacdo Bc (+) de B. cinerea. Nos tratamentos si (+), Cr (+) e Bc (+)
usaram-se 2 mmol de silicato de potassio/L!, 10" conidio de C. rosea/mL* e 10°
conidios de B. cinerea/mL" respectivamente. Nos tratamentos si (-), Cr (-) e Bc (-),
usaram-se 1,23 mmol de cloreto de potéssio, agua destilada e esterilizada e agua
destilada e esterilizada, respectivamente. As barras representam o erro padrdo da
média. Nos ensaios 1 e 2 os dados representam a combinacdo de dois experimentos
(n=6) e (n=10) respectivamente.
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Tabela 1. Comprimento, peso seco da parte aérea e do sistema radicular de plantas
de pepino tratadas (+) ou ndo (-) com Clonostachys rosea e valores de F e nivel de

significancia (P) da andlise de variancia.

Clonostachys Comprimento

Peso seco (g)

rosea (cm) Parte aérea Sistema radicular
1@* 2@ 1@ 2@ 1@ 2@
+ 96,64 187,52 4,95 8,22 1,01 1,13
- 87,00 171,42 4,53 6,84 0,61 0,67
F 17,61 5,76 8,47 6,01 47,65 20,95
P 0,0002 0,017 0,0062 0,0192 <0,0001 <0,0001

*1% e 2% execucdes do experimento.
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