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RESUMO
CERQUEIRA, Alan Emanuel Silva, M.Sc, Universidade Federal de Vigosa, julho de

2016. Diversidade fiingica em solos sob pastagem e floresta da Bacia Amazénica e
potencial desses fungos para o controle de fitopatégenos. Orientadora: Cynthia
Canédo da Silva. Coorientadora: Maria Catarina Megumi Kasuya.

A floresta amazdnica, considerada um dos locais de maior biodiversidade do planeta, tem
sido submetida a elevadas taxas de desflorestamento. Em Rondénia, cerca de 36% do
total da 4rea florestal do Estado ja foi desmatada, devido, principalmente, as atividades
de pastagem. Considerando que ainda pouco se conhece sobre os efeitos que esta
conversdo pode causar na microbiota do solo, no equilibrio e na resiliéncia do
ecossistema, estudos vém sendo realizados para sua melhor compreensdo. Entretanto, o
maior enfoque tem sido sobre as bactérias, ao passo que os fungos tém sido menos
explorados. Em adigdio, os estudos realizados com fungos no utilizaram, em sua maioria,
técnicas de sequenciamento de nova geragdo. Portanto, a aplicagio destas técnicas pode
contribuir para o melhor entendimento dos efeitos da alteragio do ambiente na
composigdo e diversidade de fungos do solo. Os danos ambientais causados pela
utilizagéio de defensivos agricolas tém estimulado a adog@o de préticas ambientalmente
corretas, dentre elas, a aplicagdo de microrganismos e seus metabélitos para o controle
biolégico de fitopatégenos. Com o avango da pecudria sobre as dreas das bacias
hidrogréficas do Rio Mutum-Paran4-RO, estd ocorrendo uma conversio da Floresta
Ombrofila Aberta em areas de pastagem. Desse modo, o isolamento de fungos do solo
desta regido pode favorecer a obtengdo de n:icroniganismos aptos a atuarem no
biocontrole, antes que estes sejam perdidos por este processo. Neste contexto, este
trabalho teve como objetivo, numa perspectiva ecoldgica, avaliar de que modo a
conversdo de floresta em pastagem, na regido da Bacia do Rio Mutum-Paran-RO, altera
o perfil funcional, a composigio e a diversidade das comunidades fingicas do solo. Em
adigdo, numa perspectiva biotecnolégica, objetivou-se obter isolados fiingicos originarios
de regides de pastagem e floresta e, testd-los quanto a sua eficiéncia no controle dos
fitopatégenos, Fusarium oxysporum f. sp. cubense causador do mal-do-Panamé na cultura
da banana e, Botrytis cinerea e Colletotrichum acutatum causadores do mofo cinzento e
antracnose respectivamente, na cultura do Morango. Os resultados encontrados nio
revelaram nitidas diferengas nos perfis funcionais dos fungos entre os ambientes.
Entretanto, houve uma alteragiio na composi¢io taxondmica dos fungos com destaque
para presen¢a de Glomeromycota apenas na pastagem e ocorréncia de Zygomycota

praticamente apenas na floresta. O filo Ascomycota foi o mais abundante e
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Basidiomycota teve baixa incidéncia em ambos ambientes. Foi observado aumento na
diversidade alfa de fungos na pastagem acompanhada por uma homogeneizagio bidtica,
neste ambiente. Em relagdo ao isolamento de fungos, foram obtidos 74 isolados, dos quais
cerca de 23 (31%) apresentaram potencial antagénico in vifro a pelo menos um dos
fitopatogenos. Os resultados obtidos neste trabalho contribuiram para uma melhor
compreensdo de como os fungos respondem a conversdo de floresta para pastagem e,
além disso, indicativos da possivel utilizagdo dos isolados e dos seus metabélitos para o
biocontrole de importantes fungos causadores de doenga em bananeira e morangueiro,

foram visualizados.



ABSTRACT

CERQUEIRA, Alan Emanuel Silva, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2016.
Fungal diversity in forest and pasture soils from the Amazon Basin and their
potential for the biocontrol of phyopathogens. Adviser: Cynthia Canédo da Silva. Co-
adviser: Maria Catarina Megumi Kasuya.

The Amazon rainforest has one of the highest biodiversity in the world and has been
submitted to high deforestation. In Rondénia, around 36% of the forest was deforested
and this is mainly due to the pasture establishment. Studies have been performed to ease
the comprehension of the effects of this conversion on soil microbiota and on the
ecosystem equilibrium and resilience. However, the majority part of them focused on
bacteria while the fungi are less explored. In addition, the studies that focused on fungi
often did not use next generation technologies. Thereby, the application of such
technologies can contribute to a better understanding of the effects of environment
alterations in soil fungi. The environmental damage caused by agricultural chemical
compounds has stimulated the adoption of environmentally friendly practices, for
example, the application of microorganisms and its metabolites to the biological control
of plant pathogens. The advancement of livestock towards the Mutum-Parand River
hydrographic basin in Rondénia is leading to the conversion of the rainforest into pasture
areas. Thus, the isolation of soil fungi from this region can allow the obtainment of
microbes capable of biocontrol, before their loss by forest to pasture conversion. In this
context, in an ecological perspective, this works aimed to evaluate how the deforestation
and pasture establishment affect the functional profile, the composition and the taxonomy
of the fungal soil communities in the Mutum-Paran4 River basin regions. Furthermore, in
a biotechnological perspective, this work intended to isolate fungi from forest and pasture
regions and verify their efficacy in the control of Fusarium oxysporum f. sp. cubense that
causes banana Panama disease, and Botrytis cinerea and Colletotrichum acutatum causal
agents of gray mold and anthracnose in the strawberry crop, respectively. The results did
not show clear differences in the functional profile between the environments. However,
there was an alteration of the fungal taxonomic composition. The phylum
Glomeromycota was found only in pastures, while Zygomycota mainly in forest.
Ascomycota was the most abundant phylum and Basiodiomycota had low incidence in
both environments. An increase in the alpha diversity of fungi in pasture areas was
observed, followed by a biotic homogenization. Regarding the fungal isolation, it was

obtained 74 isolates, 23 (31%) of them with potential to the in vifro control of at least one
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of the plant pathogenic fungi. Therefore, these results contribute to a better understanding
of how forest to pasture conversion affect the fungi. In addition, indicatives of the possible

usage of the isolated fungi and its metabolites to the biocontrol of important plant
pathogens were observed.
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INTRODUCAO GERAL

A Amazonia gradualmente tem sido submetida a converséo das éreas de floresta
em pastagem e/ou campos agricolas. Em Rondénia, este processo teve origem na década

de 70 e, desde entdo, a pecudria tem sido a principal atividade econdémica da regido.

Estudos tém buscado compreender os efeitos desta conversdo na microbiota do
solo, no equilibrio e na resiliéncia do ecossistema. Entretanto, o maior enfoque tem sido
sobre as bactérias, ao passo que os fungos tém sido menos explorados. Em adicdo, os
estudos com fungos ndo utilizaram, em sua maioria, técnicas de sequenciamento de nova
geragdo, que permitem um maior acesso & estrutura da comunidade. Desse modo, a
aplicagdo de técnicas como o sequenciamento shotgun do metagenoma e sequenciamento
da regido intergénica ITS podem favorecer um melhor entendimento de como os fungos

sdo afetados taxondmica e funcionalmente pela conversdo de floresta em pastagem.

Devido 4 sua ampla diversidade biolégica, os ambientes amazénicos, sdo
possiveis detentores de microrganismos com potencial biotecnoldgico. A regido da bacia
do Rio Mutum-Parand em Ronddnia tem sido sujeita & agdo antrépica, portanto, o
isolamento de fungos do solo desta regido pode favorecer a obtengdo de microrganismos
aptos a atuarem nos diversos ramos da biotecnologia, antes que estes sejam perdidos pela

conversdo da floresta em pastagem.

Dentre as possiveis aplicagdes biotecnoldgicas dos microrganismos estio o
controle biolégico de fungos fitopatogénicos. Nos tiltimos anos, tém surgido uma imensa
preocupagdo com os impactos ambientais gerados pela utilizagio desenfreada de
defensivos agricolas e estratégias de biocontrole despontam como uma alternativa mais
sustentavel contra doengas e pragas.

Portanto, este trabalho teve como objetivo, numa perspectiva ecoldgica, avaliar de
que modo a conversdo de floresta em pastagem, na regido da Bacia do Rio Mutum-
Parand-RO, altera a composigdo taxondmica, a diversidade e, o perfil funcional da
comunidade fiingica do solo. Numa perspectiva biotecnolégica, foi visado o isolamento
de fungos de pastagem e floresta com potencial para o biocontrole dos fitopat6genos
Fusarium oxysporum f. sp. cubense causador do mal-do-Panama na cultura da banana,
Botrytis cinerea e Colletotrichum acutatum, causadores do mofo cinzento e antracnose,

respectivamente, na cultura do morango.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. Area de estudo

A bacia do Rio Mutum-Parana, no Estado de Rondonia, est4 localizada numa érea de
predominancia de terrenos sedimentares (NUNES, 2012), clima equatorial timido, baixas
altitudes e altos indices pluviométricos (NIMER, 1989; RONDONIA, 200i e 2005).
Possui vegetagdo majoritariamente constituida pela Floresta Ombrofila, formagdo tipica
da zona intertropical, também conhecida como Floresta Fluvial (NUNES, 201 23,

Ao longo de sua historia, Rondénia passou por cinco grandes processos ‘de ocupagéo
impulsionados pelas atividades econdmicas presentes na regido: o primeiro ciclo da
borracha; o ciclo do telégrafo; o segundo ciclo da borracha; o ciclo da cassiterita e; o ciclo
agropecuadrio. Este ultimo ciclo foi determinante para o pleno desenvolvimento do Estado
e esta diretamente ligado a descoberta de manchas de terras férteis na regifio, 4 concluséo
da BR-364 que permitiu a chegada de forte contingente migratério e, a chegada do
INCRA, em 1970, que promoveu a implantagdio de vérios projetos de assentamento
agricola. O ciclo agropecudrio proporcionou as condigdes econdmicas, sociais e politicas
para que o, entdo Territério Federal de Rondonia, fosse transformado na 23* Unidade
Federada Brasileira (ARAGAO et al, 2014; GRECELLE, 2008).

Entretanto, apesar do beneficio social e econdmico gerado, a evolugdo da pecudria
em Ronddnia est4 intimamente relacionada a evolugdo do desflorestamento, uma vez que
anteriormente ao inicio da criagdo de gado ndio haviam registros de desmatamento na
regido. Estima-se que entre 1970 e 2013, o total desmatado chegou a cerca de 85.315
hectares, ou 35,91%, da 4rea do Estado (ARAGAO et al, 2014).

O avango da pecudria sobre as dreas da bacia do Rio Mutum-Parani tem
acarretado a conversdo da Floresta Ombrofila Aberta, em pastagem (NUNES, 2012).
Apesar do atual interesse pelo estudo da comunidade microbiana do solo amazonico,
informagdes acerca dos efeitos que a mudanga do uso do solo pode causar na diversidade
microbiana e no funcionamento do ecossistema ainda sdo incipientes (MENDES et al.,

2015a) e, portanto, representa um campo aberto para pesquisas.



2. Alteragdes dos ecossistemas e seus efeitos na composiciio da comunidade

microbiana

2.1.  Importancia do estudo da alteragdo do ecossistema

A biodiversidade presente no solo é fator crucial para regulagéio ¢ funcionamento
dos ecossistemas. Os microrganismos do solo, por exemplo, atuam na decomposigdo de
matéria organica e ciclagem de nutrientes, na aquisi¢io de nutrientes pelas plantas - por
meio de associagdes simbidticas micorrizicas e bactérias fixadoras de nitrogénio, etc.
Desse modo, a alteragéio da microbiota do solo, pode afetar o equilibrio de importantes
processos do ambiente (MOREIRA et al, 2010).

Os organismos que compdem os ecossistemas naturais, normalmente possuem um
estado de equilibrio ou um balango populacional que se deve, em parte, a presenga de
inimigos naturais (ELLISON; EVANS, 1996). Nesse sentido, os microrganismos do solo,
auxiliam no controle natural de doengas e pragas (MOREIRA et al, 2010). Entretanto, as
mudangas ambientais causadas por atividades antropicas, podem causar declinio da
estrutura do solo e afetar a composigao e as fungdes microbianas (MENDES et al., 201 5a).
Isto pode acarretar na perda deste controle natural ¢ a4 domindncia de certos organismos
que se tornam potenciais causadores de danos (ELLISON: EVANS, 1996).

Alguns fatores contribuem para a capacidade de resiliéncia de uma comunidade
microbiana frente a distirbios ambientais, dentre eles, a elevada taxa de crescimento, a
flexibilidade fisiolégica e a rapida evolugdo dos microrganismos (ALLISON;
MARTINY, 2008). Porém, alteracdes no ambiente podem promover o aumento da
abundéncia de certos grupos com maior capacidade de adaptagdo, culminando numa
mudanga do perfil da comunidade biolégica (ALLISON; MARTINY, 2008).

As mudangas na composi¢do e distribuigio microbiana no solo decorrentes de
distirbios ambientais, como por exemplo, a conversdo de floresta para pastagem, pode
ter relagdo com alteragdes dos componentes fisico-quimicos do solo. De fato, mudangas
no pH, na matéria organica, no teor de nitrogénio e na concentragio de aluminio e
magnésio, decorrentes desta conversdo, podem influenciar na distribuicio dos
microrganismos (RODRIGUES et al., 2013). Portanto, o conhecimento dos fatores que
estdo relacionados as mudangas nas comunidades microbianas é essencial para o

entendimento dos seus impactos ambientais e para auxiliar no manejo dos ambientes
(JESUS et al., 2009).



2.2.  Técnicas para o estudo da composi¢do das comunidades microbianas

Para o estudo da composigéo das comunidades microbianas, uma ampla variedade
de técnicas pode ser utilizada. De acordo com Kirk et al. (2004), dentre os métodos
utilizados para medir a diversidade microbiana do solo estéio os baseados em bioquimica
¢ os moleculares. Dentre os métodos baseados em bioquimica estdo: a contagem de
microrganismos cultivaveis em placas, a analise dos 4cidos graxos metil éster (FAME) e
acidos graxos ligados aos fosfolipidios (PLFA). O método da cultura em placa € o método
primario utilizado no estudo de comunidades microbianas, mas sofre limitagdes devido
ao fato de apenas uma pequena parcela dos microrganismos ser cultivavel além de
favorecer microrganismos de crescimento répido (VAN ELSAS et al., 2000; KIRK et al.,
2004)

Devido as limitagdes inerentes as técnicas dependentes de cultivo, a emergéncia
de técnicas independentes de cultivo foi essencial para o desenvolvimento dos estudos
sobre a diversidade genética dos microrganismos do solo. Dentre os métodos
moleculares, destacam-se as técnicas baseadas em PCR (“fingerprinting™) as quais
incluem DGGE (eletroforese em gel com gradiente de desnaturagdo) / TGGE
(eletroforese em gel com gradiente de temperatura); RFLP (polimorfismo de
comprimento dos fragmentos de restrigio); T-RFLP (polimorfismo de comprimento dos
fragmentos de restrigéo terminais), dentre outras (KIRK et al., 2004).

Mais recentemente, técnicas de sequenciamento de nova geragio e de
metagendmica vém expandindo a detecgiio de comunidades microbianas nido cultivaveis
(LIU et al., 2015). Estas abordagens tém ampliado o interesse cientifico no entendimento
da complexidade das comunidades microbianas para uma ampla gama de ambientes,
inclusive os extremos, como lagoas hipersalinas, pogos de petréleo, dentre outros
(MENDES et al., 2015a). Nestes estudos, o foco néio tem sido apenas na composi¢do da
comunidade microbiana, mas como a sua relagdio com o ambiente tem afetado o
funcionamento dos ecossistemas (LANGENHEDER et al., 2010).

Nesse contexto, duas estratégias metodolégicas principais tém sido utilizadas no
estudo da diversidade microbiana: a metagendmica direcionada (“targeted
metagenomics”) ou sequenciamento de amplicon, baseada na amplificagdo por PCR e
sequenciamento de um ou mais marcadores moleculares e que, embora nio envolva o
sequenciamento direto do metagenoma, tem sido utilizada no novo campo do

metagenoma quantitativo, e o sequenciamento aleatério shofgun do metagenoma
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(“shotgun metagenomics™), que permite acesso a todo contetido génico e a estrutura da
comunidade pela avaliagdo do metagenoma total (CUADROS-ORELLANA et al.,
2013).

A qualidade do DNA metagendmico é um fator chave para a correta aplicagdo de
ambas as técnicas supracitadas e, por isso, técnicas para um melhor amostragem e
extragdo de DNA de alta qualidade tém sido desenvolvidas. (CUADROS-ORELLANA;
LEITE; SMITH, 2013). Essas abordagens, aliadas a bioinformatica, tém proporcionado
um aumento nos estudos de ecologia microbiana que buscam a compreenséo dos efeitos
dos gradientes ambientais, a exemplo das alteragdes na forma de uso da terra, nos
microrganismos (MENDES et al., 2015a).

2.3.  Efeitos das alteragées florestais nas comunidades bacterianas

Estudos com base em técnicas independentes de cultivo, tém mostrado que a
composigdo da comunidade microbiana, especialmente a bacteriana, varia de acordo com
as mudangas ambientais e fisico-quimicas do solo oriundas da conversdo de floresta em
pastagem e campos agricolas (BORNEMAN & TRIPLETT, 1997; JESUS et al., 2009:
RODRIGUES et al., 2013; RANJAN et al., 2015; MENDES et al., 2015a; MENDES et
al., 2015b; MONTECCHIA et al., 201 5).

Através do T-RFLP e bibliotecas de gene RNAr 16S (JESUS et al. 2009),
sequenciamento de alto rendimento 454 do DNA (RODRIGUES et al.,, 2013) e
sequenciamento metagendémico shotgun (MENDES et al., 2015a), foi observado um
aumento da diversidade alfa bacteriana ap6s conversio de floresta para pastagem em
ambientes amazonicos. A acidez do solo é um dos fatores que mais influenciam a
diversidade bacteriana. Na floresta, as comunidades estdo relacionadas & uma maior
acidez (menor pH), maior concentrago e saturagiio de aluminio e maior matéria organica.
Na pastagem, as comunidades microbianas estdo associadas a aumentos nas
concentragbes de ferro, cobre, nitrogénio e magnésio (MENDES et al, 2015a;
RODRIGUES et al., 2013; JESUS et al. 2009).

Este aumento na diversidade bacteriana na pastagem tem impacto no perfil
funcional dos ambientes, uma vez que eleva a redundancia funcional, ou seja, um maior
nimero de organismos diferentes passa a executar as mesmas fungdes. Em ecossistemas

em equilibrio, como a floresta, o funcionamento ¢ mantido com base numa elevada



abundéncia de genes funcionais e uma menor diversidade taxondmica, levando a uma
menor redundincia funcional (MENDES et al., 2015a).

Entretanto, ao contréario do observado para a diversidade alfa, este processo de
conversdo reduz a diversidade beta indicando uma homogeneizagio bidtica entre as dreas
convertidas, que passam a ser mais similares entre si, como resultado da perda de

organismos endémicos das florestas (RODRIGUES et al., 2013).
2.4.  Alteragdes ambientais e sua influéncia na comunidade fimgica

Os fungos exercem uma gama de fungdes no ecossistema e, isto pode ser reflexo
da sua vasta diversidade que tem sido estimada entre 1,5 e 5,1 milhdes de espécies em
todo o mundo, com cerca de 100.000 espécies descritas (HIBBETT et al., 201 1). Estes
organismos tém papel fundamental na ciclagem de nutrientes, podem desenvolver
associagdes simbidticas e patogénicas com plantas e animais e, além disso, interagir com
outros microrganismos (FRACETTO et al., 2013)

Assim como os outros microrganismos, os fungos também sdo afetados pela
interferéncia humana nos solos (revisado por FRACETTO et al., 2013 e MUELLER et al
2016). Visto a importancia dos fungos para o desenvolvimento, funcionamento e
estabilidade dos ecossistemas, o conhecimento da diversidade, estrutura e dos padrdes de
distribuigéio espacial das suas comunidades, séo alguns dos pontos centrais da ecologia
microbiana (LIU et al., 2015).

Caracteristicas fisiologicas e ecolégicas distintas entre fungos e bactérias levam a
diferentes padrdes de distribuigio e diversidade de ambos os grupos ao longo de
gradientes fisico-quimicos no solo (ORGIAZZI et al., 2013). Conforme mencionado
anteriormente, a diversidade bacteriana esta relacionada com as caracteristicas fisico-
quimicas do solo, em destaque para o pH. Entretanto, os fungos, tém comportamento
diferente das bactérias e o pH do solo, por exemplo, exerce uma influéncia menor na
composi¢do das comunidades fiingicas (ORGIAZZI et al., 2013), que podem estar mais
associadas, por exemplo, a mudangas no teor de nutrientes (LAUBER ET AL., 2008).

Esta diferenca nas respostas as varidveis ambientais entre fungos e bactérias foi
demonstrada no estudo realizado por Hovatter et al. (2011) onde, ao contrério do que
ocorreu para bactérias, ndo foi possivel explicar a variabilidade entre as comunidades
fingicas de acordo com caracteristicas do solo. Alele et al. (2014), verificou que fungos
e bactérias podem responder de modo semelhante, quando sio feitas alteragdes mais
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drésticas em areas de florestas, mas quando as alteragdes sdo brandas, forgas diferentes

influenciam na distribui¢@o destes organismos.

Desse modo, a proporgéo entre fungos e bactérias nas comunidades do solo se altera
a medida que ocorrem mudangas em aspectos ambientais como disponibilidade de
nutrientes no solo, umidade e distirbios fisicos (ORGIAZZI et al., 2013 ¢ VAN DER
WAL et al., 2006). Além disso, praticas agricolas e intensificagio da pastagem podem
resultar na redugdo da biomassa de fungos por atividades de lavoura, pelo efeito negativo
da fertilizagdo nos fungos micorrizicos e pela auséncia da camada de serapilheira que
tem material de ligno-celulose que é o substrato para sapréfitos especializados. Bactérias,
entretanto, parecem ser menos afetadas pelo manejo agricola (VAN DER WAL et al.,
2006).
Os microrganismos do solo, dependem de produtos da fotossintese das plantas e
por isso as comunidades microbianas devem ser afetadas pela composicdo, diversidade e
produtividade vegetal (GAO et al., 2013). E sugerido que uma maior diversidade vegetal,
aumenta a quantidade de substratos orgénicos e de nichos, podendo acomodar mais

microrganismos decompositores (GAO et al., 2013).

Desse modo, as alteragdes na composi¢do vegetal possivelmente tem um papel
chave nas comunidades fiingicas do solo (FRACETTO et al., 2013). Os fungos tendem a
Ser mais sensiveis a estas mudangas devido as suas relagdes mais diretas com as plantas,
a exemplo das associagdes micorrizicas e dos fungos decompositores (LAUBER et al.,
2008; PROBER et al., 2015; Gao et al.,2013). Relagdes positivas entre a diversidade de
plantas e de fungos jé foram relatadas (CARNEY, 2006; PEAY; BARALOTO: FINE,
2013).

Entretanto, um numero proporcionalmente menor de estudos examinaram os
efeitos do desflorestamento na diversidade de fungos de florestas tropicais, e o modo pelo
qual os fungos sio afetados por mudangas no uso do solo ainda niio é bem definido
(MUELLER et al., 2016). Alele et al. (2014) demonstrou por DGGE uma maior
quantidade de bandas de fungos em ambientes preservados e que houve uma reducdo na
diversidade de ambientes alterados. A redugdo da diversidade fiingica em ambientes de
cerrado pela conversdo de ambientes naturais em agricolas também foi observada (DE
CASTRO et al., 2008). Porém, Leal et al. (2009) estudando fungos micorrizicos
arbusculares e Mueller et al. (2013) demonstraram um aumento na diversidade flingica

em ambientes de pastagem em relagdo a floresta em ecossistemas amazdnicos.



Em relagdo a diversidade beta, Alele et al. (2014) demonstraram que 4reas naturais
tem maior diferenga na composigéo taxondmica entre si do que ambientes antropizados,
que tendem & uma homogeneizagio bidtica das comunidades. As alteragdes ambientais
podem, entéo, reduzir a resiliéncia aos distirbios e, com o tempo, tornar as comunidades
mais semelhantes entre si. (ALELE et al., 2014).

Entretanto, muitos destes estudos néo utilizaram técnicas de sequenciamento de nova
geragdo e, uma vez que 0s solos constituem grandes reservatérios de microrganismos, a
utilizagdo destas técnicas possibilita um melhor rendimento e maior acesso 2 diversidade
microbiana (revisado por ORGIAZZI et al., 2013). Por outro lado, apesar da sua
importéncia, os fungos possuem baixa representatividade nos principais bancos de dados
de sequéncias metagendmicas em comparagio com bactérias, o que pode representar um
gargalo para este tipo de analise (CUADROS-ORELLANA; LEITE; SMITH, 2013).

3. Consideracdes acerca das culturas da Banana e Morango e seus agentes

fitopatogénicos

3.1. Cultura da bananeira e problemas associados ao mal do Panam -

Fusarium oxysporum f. sp. cubense

A produgdo de banana ¢ uma atividade com grande importdncia econdmica no Brasil,
ocupando a 11* posi¢dio no ranking dos principais produtos agricolas brasileiros. Esta
cultura representa a maior parcela (~22,0%) da produgdo fruticola nacional, sendo os
maiores produtores do pais, os Estados da Bahia, Sdo Paulo e Minas Gerais, (IBGE,
2013).

A bananeira, assim como toda cultura, pode ser potencialmente afetada por
agentes causadores de doengas. Dentre estes agentes fitopatogénicos, se encontra o fungo
Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc), agente causal do mal-do-Panamé4. Esta ¢ uma
doenga endémica em todas as regides produtoras do mundo e, no Brasil, se torna um grave
problema uma vez que, na maioria dos casos, as cultivares plantadas sio susceptiveis
(FANCELLI, 2003; CORDEIRO, 2007; BORGES et al., 2009).

O Fusarium oxysporum f. sp. cubense é um fungo de solo e devido & sua
variabilidade patogénica foi dividida em ragas de acordo com sua especificidade na
infecgdo de diferentes cultivares de banana, sendo Foc 1, Foc 2 e Foc 4 as trés ragas



principais relatadas em todo o mundo (GROENEWALD et al., 2006; BORGES et al.,
2009).

Devido a sua capacidade de formar estruturas de resisténcia, os clamiddsporos,
sobrevivem bem na auséncia do hospedeiro e, isto, junto a sua associagdo com plantas
invasoras comumente encontradas em bananais, favorecem a ocorréncia do patdgeno no
ambiente (BORGES et al., 2009). Este fungo pode ser afetado positiva ou negativamente
pelas alteragdes no solo, de modo que as condigdes deste ambiente podem influenciar na

resisténcia e susceptibilidade das bananeiras ao patégeno (BORGES et al., 2009).

Dentre as formas de disseminagdo da doenga estdo, o contato dos sistemas
radiculares de plantas sadias com esporos liberados por plantas doentes, o uso de material
de plantio contaminado, a movimentagdo dos solos por equipamentos e implementos
agricolas, além da disseminagio pela 4gua de irrigagdo, drenagem, inundagdo, pelo
homem e pelos animais (FANCELLI, 2003; CORDEIRO, 2007; BORGES et al., 2009).

Os sintomas do mal-do-Panama estdo associados a presenga do patégeno nos
vasos condutores das plantas, especialmente no xilema. Nota-se externamente o
amarelecimento, murcha, secura e quebra das folhas junto ao pseudocaule. Internamente,
se observa, por corte transversal do pseudocaule e do rizoma, uma descoloragéo pardo-
avermelhada, devido a presenga do patégeno no cambio vascular (FANCELLI, 2003;
CORDEIRO, 2007; BORGES et al., 2009).

De acordo com Fancelli (2003), Cordeiro (2007) e Borges et al. (2009), o mal-do-
Panama ao atingir cultivares susceptiveis podem provocar perdas de 100% da produgio,
como € o caso da banana “Magi”. Cultivares que possuém susceptibilidade menor, como
a banana “Prata”, podem sofrer perdas em torno de 20% da produgéio. Estas perdas estdo
relacionadas as caracteristicas do solo, de modo que solos supressores ao patégeno podem
favorecer o cultivo de linhagens susceptiveis, com maior produtividade.

As medidas para o controle da doenga estdo relacionadas & prevengio, como por
exeniplo, a plantagdio em 4reas indcuas e sem incidéncia histérica; a utilizagdo de mudas
sadias e livres de nematoides (que facilitam a penetragio do patégeno ao lesionar as
plantas); a manutengio do pH do solo préximo & neutralidade e com niveis célcio e
magnésio (condigdes que desfavorecem o patdgeno) e a plantagio em solos com maior
teor de matéria orgénica favorecendo a presenga de outros microrganismos que competem
com o F. oxysporum £. sp cubense (FANCELLI, 2003; CORDEIRO, 2007; BORGES et
al., 2009).



Entretanto, poucas medidas existem no controle ao patogeno apds seu
estabelecimento. Assim, em bananais doentes, recomenda-se a erradicagio das plantas
infectadas, por meio de uso herbicidas, para evitar a propagagio de fontes de inéculo do
patogeno para outras dreas de cultivo (FANCELLI, 2003; CORDEIRO, 2007; BORGES
et al., 2009). Portanto, a busca por novos métodos de controle que possam atuar no

controle ao patdgeno representa um campo aberto para as pesquisas.

3.2, Cultura do morangueiro e danos associados ao mofo cinzento causado por

Botrytis cinerea e a antracnose causada por Colletotrichum acutatum

A produgdo de morangos no Brasil é de grande importéncia social uma vez que o
cultivo ¢ realizado predominantemente em pequenas propriedades rurais, através da mio
de obra familiar (CAMARGO et al., 2008). Esta produgdo ocorre em regides de clima
temperado e subtropical (OLIVEIRA; SCIVITTARO, 2009) e ¢ destinada,
majoritariamente, ao mercado interno, principalmente para o consumo in natura
(ANTUNES; REISSER JUNIOR, 2007). Os principais estados produtores de morango
sd0 Minas Gerais (MG), S@o Paulo (SP), Rio Grande do Sul (RS), Parana (PR) e Santa
Catarina (SC), respectivamente. (CARVALHO, 2012).

Os morangos sio frutos muito pereciveis, portanto as perdas pos-colheita podem
alcangar niveis expressivos (ANTUNES; DUARTE FILHO, 2005). A cultura do morango
pode ser afetada por diversos agentes ﬁtopatogénicqs, e isso contribui para que a
produgdo seja dificil, onerosa e necessite de medidas de manejo e controle de doengas.
Dentre as principais doengas pos-colheita que afetam os frutos do morango, estio o mofo
cinzento, ocasionado pelo fungo Botrytis cinerea (EMBRAPA, 2008) e antracnose,
causada pelo fungo Colletotrichum acutatum (FREEMAN, 2008).

Botrytis cinerea é um organismo com um estilo de vida necrotréfico transportado pelo
ar, que age produzindo uma série de enzimas capazes de degradar a parede celular e
algumas toxinas que contribuem para a destrui¢io de células hospedeiras e utilizagdo dos
seus nutrientes. Além disso, ha evidéncias de que este patbgeno possua uma estratégia de
patogenicidade onde ¢é capaz de fazer com que o hospedeiro induza a morte celular
programada (WILLIAMSON et al., 2007). Por apresentar caracteristicas como a polifagia
e ser cosmopolita, podem ocasionar epidemias rapidas e severas. Isso, junto com a
formag@o de estruturas de resisténcia denominadas esclerodios, quando niio associado a
hospedeiros, dificulta seu controle (MORANDI & MAFFIA, 2005).
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Além dos frutos, este patogeno pode também atacar os peciolos, caule, botdes florais
e pétalas. Com o desenvolvimento da infec¢éio hd formagéio de uma abundante massa de
micélio e esporos sobre os frutos em amadurecimento. Normalmente, temperaturas
amenas e, principalmente, alta umidade favorecem o desenvolvimento da doenga, sendo
que periodos de chuva corriqueiros promovem ataques severos da doenga (ANTUNES &
DUARTE FILHO, 2005).

A execugdo de praticas sanitdrias, como a remogdo de restos culturais infectados
evitando a esporulagdo do fungo e a disseminago dos esporos, auxiliam na prevengédo a
contaminagdo de plantas sadias pelos patégenos (MORANDI & MAFFIA, 2005).
Entretanto, a auséncia de variedades de morango totalmente resistentes a B. cinerea e a
capacidade do fungo permanecer em estado latente desde o periodo de florescimento
causando podriddo apenas apds a colheita, faz com que seja necesséria uma aplicagdo
preventiva de fungicida visando o controle da doen¢a(ANTUNES & DUARTE FILHO,
2005; EMBRAPA, 2008).

Colletotrichum acutatum é um fungo patogénico que atinge ampla gama de
hospedeiros, e, por isso, pode levar a perdas de rendimento em diversas culturas, com
destaque para a cultura do morango (JILKOVA et al., 2015). Dentre as estratégias de
patogenicidade estdio a formagdo inicial de um apressério, que penetra a superficie do
hospedeiro combinando forga e degradagdio enzimatica, seguida pela hifa biotréfica, que
passa a habitar o interior das células da epiderme envolvida pela membrana plasmética
do hospedeiro e, por fim, a diferenciagdo do fungo em hifas necrotréficas, que possuem
crescimento répido destruindo os tecidos da planta (O’CONNELL et al., 201 2). A maioria
dos 6rgdos da planta sdo afetados por C. acutatum e colapsam devido a podriddo causada
por este fungo (FREEMAN, 2008).

Ao contrério do B. cinerea, apesar de C. acutatum sobreviver no solo sob certas
condigdes, ndo hé estruturas de dorméncia especificas observadas. Entretanto, a presenga
deste fungo em plantas niio consideradas hospedeiras, incluindo ervas daninhas e plantas
cultivadas sem sintomas da doenga, favorece a permanéncia deste patégeno entre as
estagdes, e serve como fonte de indculo para a infecgdo do morango (FREEMAN, 2008).

As medidas de controle mais efetivas de doengas causadas por Colleotrichum estio
relacionadas ao controle cultural, utilizagdo de cultivares resistentes e controle quimico
(LANDUM et al., 2016; ZIVKOVIC et al., 2010). O controle cultural, reduz os niveis de
inéeulo, mas ndo o suficiente para combater C. acutatum, sendo apenas efetivo quando
aplicado em controle integrado. Variedades resistentes/tolerantes aos patogenos ndo estdo
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disponiveis para todas as culturas e a sua aplicagdo é cara. Portanto, a utilizagdo de
fungicidas ¢ a medida mais aplicada para redugiio da severidade das doengas causadas

por Colletotrichum, e precisam ser continuamente aplicados (LANDUM et al., 2016).

Além de problemas associados a intoxicagdo de consumidores e trabalhadores, bem
como a elevagdo do custo de produgéo, a aplicag@io constante de produtos quimicos pode
levar ao surgimento de individuos resistentes na populago do fungo (WILLIAMSON et
al., 2007) relatados ha pelo menos quase duas décadas (HUNTER et al., 1987).
Fungicidas inibidores da beta tubulina, por exemplo, tém pouca aplicagiio contra Botrytis
cinerea, uma vez que o patogeno desenvolveu resisténcia a estes produtos
(WILLIAMSON et al., 2007). A ndo sensibilidade de isolados de B. cinerea a uma
combinagdo de fungicidas (“multi-drug resistance™) estd muitas vezes associada
presenca e agdo de transportadores de membrana da familia ABC (“ATP-Binding
Cassete”), que transportam moléculas através da membrana plasmatica, agindo como
fatores de viruléncia desses fungos (DE WAARD et al., 2006). Por sua vez, a resisténcia

a compostos como Benomyl e do grupo Benzimidazoles, j4 foi relatada para C. acutatum
(PERES , 2004).

Esses fatores evidenciam a necessidade do desenvolvimento de produtos naturais e
biodegradaveis como alternativa aos métodos tradicionais de combate ao patégeno
(CUZZI, 2013). Estudos de ecologia microbiana do filoplano demonstraram potencial
para o uso de antagonistas a Botrytis em culturas. Algumas formulagdes de agentes de
controle biol6gico incluem bactérias, leveduras e fungos filamentosos como Thichoderma
harzianum, Clonostachys rosea (Gliocladium roseum) e Ulocladium oudemansii. Seu
modo de aplicagdo principal é através do spray nas culturas, porém foi demonstrado
Sucesso em morango, através da inoculagdo por meio de abelhas que carregam
Gliocladium roseum e T. harzianum (CUZZI, 2013).

O controle in vitro de C. acutatum também jé foi demonstrado, e algumas espécies de
fungos endofiticos (LANDUM et al., 2016), além de Trichoderma harzianum
(ZIVKOVIC et al., 2010; FREEMAN et al., 2004) foram relatadas com potencial in vitro
para seu biocontrole.

Portanto, embora se saiba que a utilizag@o de agentes de controle biolégico, apresenta
algumas restrigdes, como uma faixa restrita de temperatura e umidade 6timas para o
antagonista, além de serem influenciadas pelas flutuagdes da microbiota natural do
filoplano que respondem & mudangas nos exsudatos das plantas (WILLIAMSON et al.,
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2007), o uso destes antagonistas desponta como uma alternativa ambientalmente

sustentavel para o controle de fitopatégenos (HAN et al., 2015).
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OBJETIVOS

. Perspectiva ecolégica

Entender como o perfil funcional, a composicio e a diversidade taxondmica dos

fungos séo alteradas pela conversdo de floresta em pastagem.

. Perspectiva biotecnolégica

Isolar fungos com potencial para o bioncontrole de Fusarium oxysporum f. sp.

cubense, Botrytis cinerea e Colletotrichum acutatum

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Obter um panorama dos efeitos da conversio de floresta em pastagem no perfil
funcional da microbiota fingica;

- Verificar de que modo a conversdo de floresta em pastagem e as caracteristicas
fisico-quimicas do solo afetam a composigo taxondmica e a diversidade alfa dos
fungos;

. Verificar se a conversio de floresta em pastagem leva a uma menor
dissimilaridade e maior homogeneizagéio entre pontos de pastagem

. Isolar fungos de amostras de solo aptos para o biocontrole de Fusarium

oxysporum f. sp. cubense, Botrytis cinerea e Colletotrichum acutatum.
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APRESENTACAO

Para uma exploragdo mais completa das amostras de solo coletadas na regido da
bacia do Rio Mutum-Parana no estado de Rondénia, este trabalho objetivou néo apenas
extrair informagdes sobre a composigdo e diversidade fiingica, mas também, isolar fungos
com potencial biotecnoldgico do solo deste local. Para tanto, a pesquisa foi dividida em
dois capitulos. O primeiro, intitulado “EFEITOS DA CONVERSAO DA F LORESTA
EM PASTAGEM NO PERFIL FUNCIONAL, NA COMPOSICAO E NA
DIVERSIDADE FUNGICA DOS SOLOS DA BACIA AMAZONICA”, utilizou de
tecnologias de sequenciamento de nova gerago para a compreensdo de como as fungdes,
a composi¢do e a diversidade dos fungos sfo afetadas pela alteragiio de um ambiente de
floresta para pastagem. No segundo capitulo, utilizou-se técnicas classicas de
microbiologia como o isolamento de microrganismos em meio de cultura, para obter
fungos com potencial para o biocontrole de fitopatogenos. Este capitulo foi intitulado
“POTENCIAL DE FUNGOS ISOLADOS DE SOLOS DA BACIA AMAZONICA
PARA O BIOCONTROLE DE FITOPATOGENOS”.
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RESUMO

CERQUEIRA, Alan Emanuel Silva, MS, Universidade Federal de Vigosa, julho de 2016.
Capitulo 1: Efeitos da conversio da floresta em pastagem no perfil funcional, na
composi¢io e na diversidade fiingica dos solos da Bacia Amazénica. Orientadora:
Cynthia Canédo da Silva. Coorientadora: Maria Catarina Megumi Kasuya.

A ascensdo de técnicas de sequenciamento de nova geragdo, tais como o sequenciamento
do metagenoma, tem permitido um melhor entendimento das intera¢des ecologicas entre
0s microrganismos e o ambiente ¢ do modo como estas interagdes sdo afetadas por
intervengdes antropicas. No estado de Ronddnia, 0 avango da pecuaria em diregdo as dreas
da bacia hidrografica do Rio Mutum-Parand, tem contribuido para a conversido da Floresta
Ombrofila Aberta (pertencente a floresta amazdnica) em pastagem. A alteragdo da
microbiota por este processo, pode levar a uma mudanga no perfil funcional dos
ambientes, uma vez que diferentes espécies podem realizar diferentes fungdes. Tem sido
observado que ambientes de pastagem possuem maior redundancia funcional que a
floresta. Isso pode ser reflexo do aumento da diversidade nos ambientes convertidos,
como vem sendo demonstrado por diversos estudos, nos quais a elevagao da diversidade
alfa bacteriana nas pastagens, ¢é atribuida as alteragdes fisico-quimicas do solo. Além
disso, uma redugdo da diversidade beta e homogeneizagfio bidtica da comunidade tem
sido observada nestes ambientes. Entretanto, uma menor propor¢éo de trabalhos tem sido
realizada com fungos. Estudos sugerem que este grupo de microrganismo possui maior
relagio com a composigdo vegetal do ambiente, sendo menos influenciados pelas
caracteristicas fisico-quimicas do solo. Desse modo, considerando que o referido
processo de desflorestamento acarreta na redugdo da diversidade vegetal, levantou-se a
hipétese de que a mudanga de floresta para pastagem diminuiria a diversidade alfa e a
dissimilaridade na composigéo dos fungos. Um total de 10 pontos de floresta e 10 pontos
de pastagem foram amostrados ao da bacia do Rio Mutum-Parani — RO. Pelo
sequenciamento da regido ITS do DNA total do solo foi possivel ter acesso as mudangas
na composigio e na diversidade taxondmica entre os ambientes. As alteragdes dos perfis
funcionais dos ambientes foram acessadas pelo sequenciamento metagendémico shotgun
do DNA total. Os resultados encontrados ndo revelaram nitidas diferengas funcionais
entre os ambientes. Alteragdes na composi¢do de fungos, entretanto, foram mais notéveis.
O filo Ascomycota predominou na floresta e na pastagem. Basidiomycota apresentou um
percentual pequeno em ambos ambientes, sendo maior na pastagem. Zygomycota e
Glomeromycota apresentaram tendéncias opostas. O primeiro, presente praticamente

apenas na floresta e em elevada proporg¢fo. O segundo, ausente na floresta e encontrado
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apenas na pastagem, embora em baixa propor¢do. Em relagdo a diversidade de géneros,
os fungos responderam de forma semelhante ao ja relatado para as bactérias e, ao
contrario do imaginado, houve um aumento da alfa diversidade na pastagem. Além disso,
houve uma relagdo entre as caracteristicas fisico-quimicas do solo e a distribui¢do dos
fungos. A redugdo na dissimilaridade na pastagem, por sua vez, foi corroborada,
indicando uma homogeneizagdo bidtica deste ambiente. Os resultados obtidos neste

trabalho contribuem para uma melhor compreensdo de como os fungos respondem a

conversdo de floresta para pastagem.
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ABSTRACT

CERQUEIRA, Alan Emanuel Silva, MS, Universidade Federal de Vigosa, July, 2016.
Chapter 1: Effects of forest-to-pasture conversion in the functional profile,
composition and diversity of fungi from the Amazon basin soils. Advisor: Cynthia
Canédo da Silva. Co-advisor: Maria Catarina Megumi Kasuya.

The advance of next-generation sequencing (NGS) techniques, allows a better
understanding of the ecological interactions between the microorganisms and the
environment and the way human interventions affect such interactions. In Rondénia, the
advance of livestock towards the hydrographic basin of Mutum-Parana River contributes
to the conversion of the amazon forest to pasture. This process can lead to changes in the
microbiota and in the functional profile of those environmients, since different species can
realize different functions. It has been observed that pasture environments charge a higher
functional redundancy than forest. This can be due the increase in microbial diversity in
those ecosystems that has been demonstrated by many studies, at which the elevation of
the bacterial alpha diversity is related to alterations in the soil physicochemical
conditions. In addition, a decrease in the beta diversity and biotic homogenization has
been reported at pastures. Smaller amounts of researches are performed with fungi. Some
studies inform that the fungi have higher relation with the plant composition being less
influenced by the soil properties. Thus, once the plant diversity decreases during the
conversion process, we hypothesized that this could lead to a lower alpha diversity and
the dissimilarity of fungi . Soil of 10 sample points from forest and 10 from pasture were
collected throughout the Mutum-Parand River basin. Via amplicon ITS sequencing of the
total soil DNA, changes in composition and in the taxonomic diversity between the two
environments could be addressed. Shotgun metagenomic sequencing of the total soil
DNA informed about the functional changes of those environments. The results indicate
low functional differences but clear fungal composition differences. The phylum
Ascomycota predominated in both forest and pasture. Basidiomycota presented lower
percent in both, but was higher in pastures. Zygomycota and Glomeromycota presented
opposite tendencies, the first being predominately present in forest and the second only
present in pasture and with low proportion. Regarding the diversity, the fungi response in
the same way as previous studies have shown for bacteria and had higher diversity in
pastures. In addition, there were positive relationships between soil properties and fungal
distribution. The reduction of the dissimilarity in pasture was confirmed and this
signalized for a biotic homogenization. These results contribute to a better understanding

of how fungal communities are driven by forest to pasture conversion.
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INTRODUCAO

A floresta amazonica é detentora da maior biodiversidade global em funcfio da sua
ampla drea, tipos de solo, fauna e flora (STURMER & SIQUEIRA, 2011). Entretanto, a
diversidade microbiana presente no territorio brasileiro é considerada ainda muito
desconhecida, sendo evidente que o entendimento da diversidade bioldgica e funcional é
fundamental para a manuteng@o da dindmica do ecossistema e para um melhor manejﬁ do
uso das terras (PYLRO et al., 2014).

As regides florestais amazonicas t€m sido submetidas a elevadas taxas de
conversdo de uso do solo (MENDES et al., 2015a), ou seja, 4reas de floresta nativa tém
sido transformadas em dreas de pastagem e/ou campos agricolas. Este mesmo processo
ocorre em Rond6nia, onde o avango da pecudria sobre as areas das bacias do Rio Mutum-
Parana tem levado a destruigiio da Floresta Ombrofila Aberta (ARAGAO et al, 2014).
Tais mudangas na forma de uso da terra alteram a composi¢éo vegetal e as propriedades
fisico-quimicas do solo, influenciando a biodiversidade ¢ o funcionamento de
ecossistemas terrestres (LAUBER et al., 2008).

Em relagéo ao funcionamento dos ambientes, foi observado para bactérias que em
4reas alteradas (pastagens e campos agricolas) ocorre uma alta redundéncia funcional que
é reflexo da sua maior diversidade taxondmica, ou seja, existe uma maior variedade de
microrganismos executando as mesmas fungdes (MENDES et al., 2015a). Ambientes em
equilibrio como a floresta, por sua vez, possuem uma elevada abundéncia de genes
funcionais e menor diversidade levando a uma menor redundéncia funcional. As maiores
diferengas funcionais entre estes ambientes estdo nas categorias respiragdo, metabolismo
de DNA e RNA e resposta ao estresse, uma vez que ha maior quantidade de géneros
realizando estas fungdes na pastagem do que na floresta (MENDES et al., 2015a).

A elevagiio da diversidade taxon6mica, em especial bacteriana, com a conversio
de ambientes de floresta amazonica para pastagem e agricultura tem sido relatada
(CENCIANI et al., 2009 JESUS et al., 2009; RODRIGUES et al., 2013; MENDES et al.,
2015; MENDES et al., 2015b). Dentre os fatores fisico-quimicos que mais afetam a
diversidade bacteriana, destaca-se a acidez do solo, de modo que, na floresta, as
comunidades estdio relacionadas 2 uma maior acidez e a aumentos na concentragfo e

saturagfio de aluminio do que na pastagem (JESUS et al. 2009; MENDES et al., 2015a;
RODRIGUES et al., 2013;).
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Estes estudos relataram o aumento na diversidade alfa, ou seja, a diversidade de
unidades espacialmente definidas (MAGURRAN, 2004), em ambientes de pastagem.
Levando em consideragdo a diversidade beta, ou seja, as diferengas na composi¢io da
diversidade alfa entre diferentes areas (MAGURRAN, 2004) verificar esta informagéo,
Rodrigues et al. (2013) observaram que as comunidades microbianas dos ambientes de
pastagem apresentam menor diversidade beta, havendo, assim, uma homogeneizagio
bidtica nestes ambientes. '

No que concerne aos fungos, estudos demonstram que estes respondem menos as
caracteristicas fisico-quimicas do solo (ORGIAZZI et al., 2013; ROUSK et al., 2010).
Por outro lado, as alteragdes na composi¢do vegetal possivelmente tém um papel chave
nas comunidades fiingicas do solo (FRACETTO et al.,, 2013) que tendem a ser mais
sensiveis a estas mudangas, a exemplo das associagdes micorrizicas e dos fungos
decompositores (LAUBER et al., 2008). De fato, uma relagdo positiva entre a diversidade
de plantas e de fungos ja foi relatada (CARNEY, 2006; PEAY; BARALOTO; FINE,
2013)

A redugo da diversidade alfa fingica pela conversdo de ambientes naturais em
agricolas (DE CASTRO et al., 2008) e a maior riqueza de fungos em ambientes florestais
j4 foram observadas (ALELE et al., 2014). Também foi demonstrado por que a conversdo
de ambientes florestais para ambientes alterados, leva a uma redugdo da beta diversidade,
indicando uma homogeneizagdo bi6tica da composi¢do de fungos entre diferentes pontos
(ALELE et al., 2014).

Nesse sentido, levantou-se a hip6tese de que, a conversdo de floresta em pastagem
levaria a redugdio da alfa diversidade e da dissimilaridade na composigéo fiingica entre
diferentes pontos. Portanto, visando contribuir para uma melhor compreensdo dos efeitos
da agdo antr6pica sobre ambientes naturais, este trabalho, objetivou, pelo emprego de uma
abordagem metagendmica, verificar de que modo a conversdo de ambientes florestais da
bacia do Rio Mutum-Parana — RO para ambientes de pastagem afeta o perfil funcional, a
composigio de espécies e a diversidade alfa de fungos.
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MATERIAL E METODOS
1. Coleta do solo na Bacia do Rio Mutum-Parana — RO

Amostras de solo foram obtidas em édreas de diferentes usos e manejos, com énfase

para as 4reas de floresta e pastagem, a partir de uma grade de 10x10 km? considerando os
diferentes tipos de solos da regido (NUNES, 2012). A coleta foi realizada com usc do
trado holandés de caneco entre 0-20 cm de profundidade. Cada amostra foi acondicionada

em sacos plasticos. As coletas foram divididas em duas expedigdes, realizadas em
setembro de 2014 e 2015. Na primeira, quatro locais de floresta e quatro de pastagem
foram coletados, enquanto na segunda, foram feitas coletas em seis locais de floresta e
seis de pastagem. Cada local de coleta foi amostrado em duplicata e, portanto, ao todo
foram obtidas 20 amostras de solo oriundas de 10 pontos de pastagem e 20 amostras de
solo de 10 pontos de floresta (Figura 1, Quadro S1). Uma parcela de cada amostra de solo
foi destinada a andlise dos componentes fisico-quimicos do solo na sede da Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuéria (EMBRAPA RONDONIA — CPAFRO) localizada

em Porto Velho, Rondénia.

P
b L s g L

Figura 1 - Mapa da bacia Hidrogréfica do rio Mutum-Parand com localizagdo dos 20 pontos de coleta.
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E importante mencionar os motivos que levaram a realizagéo de duas expedigdes de
coleta. Inicialmente, a caracterizagdo taxondmica e funcional dos fungos nos ambientes
de pastagem e floresta seria feita apenas pela técnica de sequenciamento shorgun do
metagenoma com os dados gerados a partir da primeira coleta. Entretanto, no decorrer do
trabalho percebeu-se a necessidade de uma caracterizagéo taxondmica mais completa dos
fungos por toda a bacia do Rio Mutum-Parana. Desse modo, optou-se pela amostragem
de mais pontos de pastagem e floresta desta regiéo. Além disso, considerando que a regido
intergénica ITS do DNA ribossomal pode ser considerada um marcador universal para o
reino Fungi (SCHOCH et al., 2012), optou-se pelo sequenciamento de amplicon desta
regido, o que possibilitou uma andlise taxonémica mais direcionada para este grupo de
microrganismos. Os dados obtidos pelo sequenciamento shorgun foram destinados a

anglise funcional apenas. Verificar se vai deixar. Professora catarina colocou que

possivelmente a época interfira.

2. Extracio de DNA total do solo

A extragdo do DNA total foi realizada foi realizada com 0,5 g de solo de cada ponto
de coleta de solo, utilizando o Kit comercial PowerSoil DNA Isolation (MoBio Labs,
Solana Beach, CA, USA), de acordo com as recomendagdes do fabricante. A eficiéncia
do método de extragdo e a qualidade do material extraido foram avaliados por meio da
eletroforese em gel de agarose 0,8%, corado com GelRed (Uniscience), seguido de
visualizagdo em transluminador e, através do espectrofotdmetro NanoDrop 1000 (7hermo
Scientific, Waltham, USA).

Posteriormente, com o objetivo de comparar os perfis funcionais e taxonémicos entre
ambientes de pastagem e floresta, 0 DNA extraido das amostras foi submetido ao
sequenciamento metagenomico shorgun € ao sequenciamento de amplicon da regido ITS1

— primers ITSIF/ITS2 (Internal Transcribed Spacer) do gene do RNA ribossomal,

respectivamente.
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3. Sequenciamento do metagenoma, montagem de contigs e andlise do perfil

funcional dos ambientes

3.1. Sequenciamento e montagem de contigs

O DNA total extraido das amostras dos quatro pontos de solo floresta (1F, 2F, 4F,
8F) e quatro de pastagem (3P, 5P, 6P e 7P), oriundos da primeira expedigdo, foram
agrupados em 2 pools, gerando uma amostra composta de DNA originério de solo
florestal e outra de solo de pastagem. Cada pool de DNA foi encaminhado para a
realizagiio do sequenciamento metagendmico shotgun através da plataforma Illumina
HiSeq2000 (2x150 pares de base) (Illumina Inc.) As sequéncias de nucleotideos dos reads
obtidos pelo sequenciamento, foram montadas em contigs usando o algoritimo De Novo

Assembly do software CLC Genomics Workbench versao 6.5.1.

3.2. Anotagdo das sequéncias pelo CLC Genomics Workbench

As sequéncias dos contigs foram anotadas no CLC Genomics Workbench versio
6.5.1. Inicialmente, estes contigs foram submetidos & anotagio taxondmica por meio de
pesquisas de similaridade contra o banco de dados de fungos do NCBI. As sequéncias
dos contigs classificadas como do reino Fungi, foram submetidas a predi¢do de genes
pelo softiware AUGUSTUS utilizando o fungo Neurospora crassa como organismo
modelo. Os genes preditos como codificadores de proteinas foram atribuidos a categorias
funcionais com base em homologia ao banco de dados KOG (Eukaryotic Orthologous
Groups), uma versdo atualizada do banco COG (Clusters of Orthologous Groups of
proteins) contendo proteinas ortologas de eucariotos (TATUSOV et al., 2003), pela
ferramenta RPSBLAST. Para verificar se houve diferenga entre os ambientes, foram
feitas comparagdes das médias a 5% de significancia pelo teste t de Student considerando
a quantidade absoluta de proteinas em cada categoria funcional do KOG como uma
repetigdo de cada ambiente (floresta e pastagem). Para tanto, foi utilizado o programa R.

4. Sequenciamento da regidio ITS e andlise do perfil taxonémico dos ambientes
O DNA extraido das duplicatas dos 10 pontos de floresta e 10 pontos de pastagem
amostrados foi encaminhado para o sequenciamento de amplicon da regido ITS1 do gene
do RNA ribossomal — primers ITSIF/ITS2, através da plataforma Illumina MiSeq
(umina Inc.). As sequéncias obtidas foram analisadas pelo programa Quantitative
Insights Into Microbial Ecology Software (QIIME v.1.8.0) (CAPORASO et al., 2012)
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utilizando os pardmetros do protocolo desenvolvido pelo Brazilian Microbiome Project
(BMP) (PYLRO et al., 2014) para a regido ITS (http://www.brmicrobiome.org/#!its-
profiling-illumina/cjki).

As sequéncias com similaridade maior que 97% foram agrupadas em uma mesma
Unidade Taxondmica Operacional (OTU) e a taxonomia foi atribuida as OTUs utilizando
o UNITE (KOLJALG et al., 2013) como o banco de dados de referéncia. Por meio deste
valor de similaridade, foi possivel obter classificagdo taxondmica até o nivel de género
para cada OTU. Diferencas nos percentuais de incidéncia dos filos Ascomycota,
Basidiomycota, Glomeromycota e Zygomycota, foram utilizadas para avaliar de que
modo a conversdo floresta-plastagem interfere na composigio destes filos. Para verificar
se houve diferenca na ocorréncia de fungos fitopatogénicos e biocontroladores,
pertencentes ao filo Ascomycota, entre os ambientes, foi feita uma busca por alguns
géneros de fungos fitopatogénicos ja relatados no estado de Rond6nia (FERNANDES et
al., 2007; FERREIRA et al., 2003) e pelo género Trichoderma, amplamente utilizado para
o biocontrole de fitopatogenos (MENDOZA et al., 2015 MACHADO & SILVA, 2013;
WALUNJ et al., 2015).

Uma Anélise de Componentes Principais (PCA) foi feita através de uma tabela
contendo a quantidade de sequéncias de cada filo por ponto de coleta (Tabela S1) e outra
contendo os dados fisico-quimicos do solo (Tabela S2). Por meio desta analise verificou-
se de que modo os filos e as caracteristicas do solo se relacionam com os ambientes

estudados. Os graficos PCA foram gerados usando o software Canoco 4.5 (Biometrics,
Wageningen, The Netherlands).

5. Curvas de Rarefaciio e atribuicio de indices de diversidade Alfa e medidas de

dissimilaridade

Através do software QIIME foram obtidas curvas de rarefagdo e o indice de cobertura
de Good’s possibilitando verificar se o esforgo amostral foi suficiente para representar
todo o0 ambiente. A diversidade alfa foi calculada usando o programa QIIME. Os indices
utilizados foram o Chaol, que estima riqueza de espécies, o indice de Shannon, que
estima a diversidade com base na riqueza e abundéncia de espécies, a equitabilidade e
dominéncia. A equitabilidade é uma medida do qudo similar as espécies sdo em sua
abundancia e a domindncia representa a extensdo pela qual uma ou poucas espécies
dominam a comunidade. Estes indices tém tendéncias opostas e quanto maior a

equitabilidade menor a domindncia e, assim, maior a diversidade (maior indice de
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Shannon) (MAGURRAN, 2004). No presente trabalho, estes indices foram calculados
em nivel de género. O diagrama de Venn foi gerado usando uma ferramenta online
(http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/) e permitiu verificar a quantidade de
géneros compartilhados e exclusivos de floresta e pastagem.

A diferenca na diversidade entre os ambientes foi verificada pela comparagéio das
médias pelo teste t de Student a 5% de significancia, considerando as 20 amostras (10
pontos em duplicata) da pastagem e as 20 da floresta como uma repeti¢dio de cada
ambiente. Este teste foi feito utilizando o programa R . Ainda por meio deste programa,
foi feita uma correlagéio entre diversidade (indice de Shannon) e caracteristicas fisico-
quimicas do solo através do coeficiente de correlagdo de Pearson. Assumindo que as
amostras ambientais sdo bastante varidveis, considerou-se significativa, uma correlagiio
com até 10% de significancia.

A Anélise de Componentes Principais (PCA) foi feita baseada numa matriz de
dissimilaridade entre os tratamentos (Matriz de Bray-Curtis) obtida pelo QIIME. Os
coeficientes de Bray-Curtis avaliam a distincia biética entre os pontos de coleta, ou seja,
as diferengas na composigdo de espécies entre duas dreas. Quanto maior a dissimilaridade,
maior a diferenga na composigéo de espécies entre locais (Magurran, 2004). Os gréficos
PCA foram gerados usando o sofiware Canoco 4.5 (Biometrics, Wageningen, The
Netherlands).
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RESULTADOS

O sequenciamento metagenémico shoigun dos pools de DNA de floresta e
pastagem, geraram 44.300.000 e 45.300.000 sequéncias cruas (reads), respectivamente.
Os reads originarios da floresta foram montados em 421.513 contigs com tamanho médio
de 359 pares de base, e os de pastagem em 543.116 contigs com média de 341 pares de
base.

Tratando-se de ambientes de floresta, ao todo 2.082 do total de contigs obtidos
foram classificados como fungo. Estas sequéncias foram submetidas a predigéo de genes,
e 1.019 genes codificadores de proteinas foram identificados. Dentre as proteinas
codificadas por estes genes 663 (~65%) foram classificadas em uma das 26 categorias
funcionais do KOG. No que concerne a pastagem 2.704 contigs do total obtido para este
ambiente foram pertencentes aos fungos, e a partir destes, 1.342 genes codificadores de
proteina foram preditos. Dentre as proteinas codificadas por estes genes 867 (~65%)
foram classificadas em uma das categorias do KOG (Tabela 1, Figura 2).
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Figura 2 — Classificagio das proteinas geradas por sequéncias codificadoras de origem fiingica em
categorias funcionais com base na homologia ao banco de dados KOG. Os valores representam o percentual
que cada categoria representa em relagdo ao total de proteinas para cada ambiente. Legenda das barras:
Laranja = Pastagem. Verde = Floresta. Legenda das chaves: Laranja = Proteinas com fungdo no
Processamento e Armazenamento de informagdo; Verde: Proteinas com fungdo na Sinalizagiio e Processos
celulares; Azul = Proteinas com funglio no Metabolismo; Amarelo = Proteinas com fungdio pobremente
caracterizadas. Legenda: A = Processamento € modificagdo de RNA; B= Estrutura e dindmica da cromatina;
C =Produgiio e conversdo de cnergia; D =Controle do ciclo celular, divisdo celular, particionamento do
cromossomo; E= Transporte e metabolismo de aminodcidos; F =Transporte e metabolismo de nucleotideos;
G= Transporte e metabolismo de carboidratos; H = Transporte e metabolismo de coenzimas; | = Transporte
¢ metabolismo de lipidios; J = Tradugdo, estrutura e biogénese de ribossomos; K= Transcrigéo; L =
Replicagdio, recombinago e reparo; M= Biogénese de parede celular, membrana e envelope; N
Motilidade celular; O = Modificagio pés-traducional, furnover de proteina, chaperonas; P= Transporte e
metabolismo de fons inorgénicos; Q = Biossintese, transporte € rpetabolismo de metabolitos secundarios;
R = Predigéio apenas de fungbes gerais; S = Fungdes desconhecidas; T = Mecanismos de transdugfio de
sinal; U = Tréfico intracelular, secregdo e transporte vesicular; V = Mecanismos de defesa; W = Estruturas
extracelulares; X = Proteinas nfio nomeadas; Y = Estruturas do nicleo; Z = Citoesqueleto.

]
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Nio se observou efeito dos ambientes sobre as categorias funcionais do KOG (p
>0,05) (Tabela 2). A Tabela Suplementar 3 representa a quantidade média de proteinas
em cada um dos quatro tipos principais de fungdes aos quais as categorias do KOG
pertencem . Nesta tabela, o teste t de Student a 5% de significéncia foi feito considerando
a quantidade de proteinas em cada categoria funcional como uma repeti¢do de cada
ambiente. Todos os quatro tipos de fungdes néio apresentaram diferenga significativa entre
os ambientes (Tabela S3). .

Tabela 2 — Quantidade média de proteinas em cada categoria funcional

Ambiente Namero de categorias Quantidade média de protéinas
(repetigdes) em cada categoria

*Médias acompanhadas de uma mesma letra ndo apresentam diferenga significativa,



Uma anélise aprofundada na qual se verifiquem as diferengas na composicio de
proteinas, e ndo apenas nas categorias funcionais as quais estas proteinas fazem parte,
pode elucidar o que difere entre os ambientes. Entretanto, embora as diferengas funcionais
tenham sido baixas, a composi¢do de espécies responsaveis por estas fungdes pode ndo
ser a mesma entre floresta e pastagem, evidenciando a importincia da caracterizagio
taxonémica realizada a posteriori.

Pelo sequenciamento da regifio ITS1 foram obtidas 214.297 reads distribuidas
entre as duplicatas dos 10 pontos de floresta enviadas para o sequenciamento. Dentre
estas, apenas 73.937 reads (34,5%) foram classificados em OTUs de algum filo com base
em similaridade as sequéncias do banco de dados UNITE. Cerca de 79.030 (36,9%) foram
classificados como fungos ndo identificados e 61.330 (28,6%) reads ndo tiveram
classificagdio alguma (unassigned reads). Para os ambientes de pastagem cerca 220.119
reads foram distribuidos entre as amostras, das quais apenas 49.674 (22,6%) foram
classificados em algum filo. Cerca de 79.030 (36,9%) foram classificadas como fungos
ndo identificados e 74.816 (34,0%) reads nio tiveram classificacdo (unassigned reads).

As curvas de rarefagiio obtidas ndo definiram um plato, entretanto observamos uma
tendéncia a sua formagao (Figura 3), que pode ser corroborada pelos valores dos indices
de cobertura de Good’s, de aproximadamente 99% (Tabela 3). Estes valores, representam
uma boa cobertura dos ambientes, ou seja, grande parte das espécies presentes foram

amostradas.
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Figura 3- Curva de rarefagdo para ambientes de Floresta (Verde) e Pastagem (Laranja)
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Tabela 3- indice de cobertura de Good's

Ambiente Numero de amostras  Good’s (média)

*Indices acompanhados de mesma letra ndo apresentam diferenga
significativa a % de significancia pelo teste t de Student.

Com o objetivo de se realizar inferéncias ecologicas acerca dos ambientes aqui
estudados, apenas as sequéncias classificadas em algum filo foram utilizadas. Dentre os
filos encontrados, Ascomycota foi 0 mais abundante constituindo cerca de 95,77% das
sequéncias das 4reas de pastagem e 74,29% das areas de floresta (Figuras 4).

Diferengas na ocorréncia de fungos fitopatogénicos e biocontrolaﬂores
(Trichoderma), pertencentes a este filo, entre os ambientes, foram observadas . Foram
encontrados anamorfos Alternaria, Fusarium, Curvularia, Cladosporium e o teleomorfo
Diaporthe que faz parte do complexo Diaphorte-Phomopsis (ALMEIDA; MENEGHEL;
SOJA, 2003), cujo anamérfico Phomopsis jé foi descrito em Rondénia (FERNANDES et
al., 2007). Somando-se os percentuais de incidéncia de cada um desses géneros de fungos
fitopatogénicos, eles representam cerca de 0,30% e 9,95% do total de fungos identificados
encontrados na floresta e na pastagem, respectivamente. Estes percentuais apontaram um
aumento consideravel dos géneros relacionados a doengas de plantas nas areas de
pastagem. Em contrapartida, nas regides de floresta hd uma incidéncia muito maior de
Trichoderma (9,19%) do que na pastagem (1,19%) em relagdo ao total de fungos
classificados (Figura 5).

Os percentuais de incidéncia de Basidiomycota foram baixos em ambas as dreas,
representando 1,89% na floresta e 3,82% na pastagem. Os filos Zygomycota e
Glomeromycota apresentaram tendéncias inversas. O primeiro esteve presente
majoritariamente na floresta representando 24,22% das sequéncias desta drea e 0,35% das
sequéncias de pastagem, ao passo que Glomeromycota, embora em menor numero, foi

encontrado apenas na pastagem correspondendo a cerca de 0,07% do total de sequéncias
identificadas (Figura 4).
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Ascomycota Basidicinycota Glomeromycota Zygomycota

Incidéncia dos filos (%)

Filos

Figura 4 - Percentuais de incidéncia ¢ quantidade de sequéncias (parénteses) dos
filos nas regides de pastagem e floresta, considerando apenas as sequéncias

identificadas. Legenda: Laranja = Pastagem; Verde = Floresta.
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Figura 5 - Percentuais de incidéncia de fungos com potencial de serem
fitopatogénicos (Alternaria, Fusarium, Curvularia, Cladosporium, Diaporthe) e

Trichoderma em solos sob floresta e pastagem.

A Anélise de Componentes Principais (PCA) representou a relagcdo dos ambientes
com as caracteristicas fisico-quimicas do solo e a composi¢do de filos. De modo geral,
amostras dos dois ambientes estiveram relacionadas ao filo Ascomycota, mais abundante
em ambos. Basidiomycota, presente em baixa abundéncia em ambos ambientes, mas
maior na pastageni, apresentou relagdo mais forte com alguns pontos deste local.
Entretanto os resultados apontaram uma forte relagdo entre o filo Zygomycota e os pontos
de floresta, e entre Glomeromycota € os pontos de pastagem (Figura 6).

Em relagiio aos componentes fisico-quimicos do solo, a maioria dos pontos de

floresta estiio relacionadas positivamente a potencial acidez do solo (H + Al), ao
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percentual de saturagfio por aluminio (m), € a concentrag¢@o de Fosforo e de Aluminio.

Por outro lado, os ambientes de pastagem se relacionam positivamente ao aumento do

pH, ao percentual de saturagfo por bases (V), ao teor de Ferro, dentre outros (Figura 6).
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Figura 6 - Analise de Componentes Principais representando as relagdes entre Filos
x Pontos de coleta e entre Dados fisico-quimicos do solo x Pontos de coleta nos
ambientes de floresta (verde) e pastagem (laranja). Legenda: P3, P5, P6, P7, P10, P12,
P13, P15 e P19 representam os 10 pontos de coleta na pastagem; F1, F2, F4,F8, F9,
F11, F14, F14, F18 e F20, representam os 10 pontos de coleta da floresta. As
duplicatas de cada ponto estdo agrupadas. Zn, Cu, Fe, Mg, Ca, K, P ¢ Al referem-se a
concentragdo destes elementos no solo; MO refere-se ao contetido de matéria orgénica
do solo; m representa o percentual de saturagdo por aluminio e V, o percentual de
saturagfio por bases dos solos e; CTC refere-se ao capacidade de troca cationica do

solo.
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De modo geral, a maioria dos pontos de pastagem apresentaram uma maior

diversidade do que os pontos de floresta (Figura 7).
indices de diversidade de Shannon
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Figura 7 - indice de diversidade de Shannon para todos os pontos amostrados. Legenda:
P3, P5, P6, P7, P10, P12, P13, P15 e P19 representam 0s 10 pontos de coleta nas pastagens;
F1, F2, F4,F8, F9, F11, F14, F14, F18 e F20, representam os 10 pontos de coleta nas

florestas. O resultado foi gerado agrupandos-se as duplicatas de cada ponto.

Houve diferenga significativa na diversidade (Shannon) entre os ambientes,
apontando para uma maior diversidade média na pastagem em relagdo a floresta (Tabela
4). Alguns outros indices foram apresentados e, exceto o indice de Chaol, todos
apresentaram diferenca significativa entre os ambientes. A maior equitabilidade e menor
domindncia na pastagem certamente contribuiram para uma significativa maior

diversidade (Shannon) neste ambiente.

Tabela 4 — indices de diversidade considerando todas as 20 amostras (10 pontos em duplicata) de cada
ambiente como uma repetigdo.

Ambiente N° de Shannon Chaol Equitabilidade Dominéncia
amostras (média) (média) (média) (média)

* indices de diversidade acompanhados de letras diferentes apresentam diferenga significativa.
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Embora ndo significativamente diferente, como mostrado pelo indice de Chaol, a
pastagem apresentou maior riqueza de géneros (95) em relagdo a floresta (81). Dentre
estes, 59 géneros foram compartilhados entre os dois ambientes, 22 foram exclusivos de
floresta e 36 exclusivos de pastagem (Figura 8). Os géneros que compuseram o Diagrama

de Venn estdo no Quadro suplementar 2.

Floresta

astagem

Figura 8 - Diagrama de Venn representando a quantidade de géneros compartilhados e exclusivos de cada

ambiente.
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Para verificar a dissimilaridade entre os pontos de coleta de cada ambiente e obter

informagdes mais precisas sobre a homogeneizagdo bidtica, uma Andlise de

Componentes Principais foi realizada com uma matriz de dissimilaridade Bray-Curtis

(Quadro S3) entre os pontos de coleta. Os resultados mostraram que os pontos de

pastagem foram menos dissimilares entre si, €, por isso, compartilham mais espécies,

apresentam uma tendéncia a homogeneizacdo (Figura 9).
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Figura 9- Andlise de Componentes Principais (PCA) representando a distribuigdo de cada ponto de coleta
baseada numa matriz de dissimilaridade Bray-Curtis. Os pontos mais proximos entre si apresentam menor
dissimilaridade. Legenda: P3, P5, P6, P7, P10, P12, P13, P15 e P19 representam os 10 pontos de coleta na
pastagem; F1, F2, F4,F8, F9, F11, F14, F14, F18 e F20, representam os 10 pontos de coleta da floresta. As

duplicatas de cada ponto foram agrupadas.
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DISCUSSAO

Apenas cerca de 65% das sequéncias codificadoras de proteinas de floresta e
pastagem foram classificadas em categorias funcionais do KOG. Um dos maiores
problemas associados a predigdo e anotagdo de genes e a determinagéo de categorias
funcionais aos genes obtidos a partir de sequenciamento metagendmico € a dependéncia
de ferramentas como o BLAST que atuam por pesquisas de homologia e que dependém
da qualidade e do qudo completo € um banco de dados. Desse modo, as informagdes
contidas em novos genes, que podem ser ecologicamente importantes, sdo perdidas se as
sequéncias destes genes ndo forem relacionadas as encontradas nos bancos de dados
(SUENAGA, 2012), o que possivelmente ocorreu neste trabalho

As diferencas nas categorias funcionais entre pastagem e floresta foram pequenas
(Tabelal, Figura 2), indicando que ambos 0s ambientes aparentemente tiveram suas
fungdes mantidas. A presenca de géneros de fungos exclusivos da pastagem como
mostrado no diagrama de Venn e as alteragdes observadas na sua composigao de fungos,
podem representar indicios de que, embora mantidas, as fungdes podem estar sendo
executadas por microrganismos diferentes. Além disso, o aumento da diversidade alfa na
pastagem pode indicar que mais espécies podem sstar compartilhando as mesmas fungdes
0 que acarreta numa maior redundancia funcional na pastagem, como observado por
(MENDES et al., 2015a).

Na pastagem houve maior quantidade de proteinas relacionadas a producio e
conversdo de energia (Categoria C — Tabela 1, Figura 2) e isto pode estar relacionado a
maior incidéncia de organismos estrategistas R neste tipo de ambiente (PEREIRA et al.,
2014; LEAL et al., 2009), que apresentam maior velocidade de crescimento e demandam
mais energia. Entretanto, de modo geral, as diferengas entre os dois ambientes foram
Pequenas e, por isso, a andlise da composi¢éio de proteinas em cada categoria, j& em
processo, permitira uma melhor elucidagdo das diferencas funcionais entre os ambientes.

Os fungos sdo microrganismos cuja vasta maioria das espécies sdo desconhecidas
(SCHOCH et al., 2012). A quantidade de sequéncias de fungos ndo identificados ou
sequéncias no classificadas (unassigned), podem corresponder a microrganismos novos
ainda ndo identificados. Uma vez que as tecnologias de sequenciamento de alto
rendimento permitem a obtengdo de sequéncias de uma ampla quantidade de fungos
desconhecidos e muitas vezes ndo cultivéveis, a baixa quantidade de sequéncias curadas

depositadas nos bancos de dados publicos disponiveis, limita a classificagdo taxonémica
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em estudos de biodiversidade, representando um gargalo destes tipos de andlise

(ORGIAZZI et al., 2013).

Utilizando apenas as sequéncias classificadas em algum filo para fazer estudos
ecologicos, observou-se que o filo Ascomycota apresentou 0s maiores percentuais de
incidéncia em ambos ambientes. Este corresponde ao maior grupo de fungos e podem ter
habito de vida saprofiticos, endofiticos, simbiontes mutualistas em liquens e associagdes
micorrizicas e, também, patégenos biotroficos e necrotréficos de plantas e animais em
diversos ambientes (WEBSTER & WEBER, 2007).

Foi observado um maior percentual de incidéncia de ascomicetos fitopatogénicos,
ja relatados em Ronddnia, na pastagem do que na floresta, ao passo que na floresta houve
maior incidéncia do género biocontrolador Trichoderma em relagdo a pastagem. Os
organismos que compdem os ccossistemas naturais, normalmente possuem um estado de
equilibrio ou um balango populacional que se deve, em parte, a presenga de inimigos
naturais (ELLISON & EVANS, 1996). Nesse sentido, os microrganismos do solo,
auxiliam no controle natural de doengas e pragas (MOREIRA et al, 2010). Entretanto, as
mudancas ambientais causadas por atividades antropicas, podem afetar a composigdo e
as fungdes microbianas (MENDES et al., 2015a), levando a perda deste controle natural
e 2 dominéncia de certos organismos que se tornam potenciais causadores de danos
(ELLISON &; EVANS, 1996).

Fungos do género Trichoderma tem sido os mais amplamente utilizados para o
bioncontrole devido & sua capacidade de produzir metabélitos secundérios com atividade
antibibtica, exercer competigio e parasitismo perante outros fungos, além de serem
indutores de resisténcia em plantas e, promotores do crescimento vegetal (MENDOZA et
al., 2015: MACHADO & SILVA, 2013;WALUNI et al., 2015). Uma possivel redugdo e
perda de organismos deste género pela conversdo de ambientes florestais em pastagem,
pode ser uma das explicagdes para O aumento de organismos com potencial
fitopatogénico na pastagem, como foi observado neste trabalho. Um exemplo disso é o
género Fusarium, cuja elevada abundéncia na pastagem (Figura S1), pode ser reflexo da
redugdio da incidéncia de Trichoderma, ja relatado como inibidor in vitro do crescimento
de Fusarium (HOFTMANN et al., 2015; MOHANDAS et al., 2010).

Entretanto, outros fatores como a composigdo vegetal pode ter influenciado a
distribui¢iio destes géneros e, a elevada incidéncia de Fusarium pode ter relagdo com o
fato de os exudatos liberados pelas raizes de graminea auxiliarem na quebra da dorméncia

deste fungo (THORNTON, 1960) verificar. Além disso, alguns organismos deste o

43



género, como o Fusarium culmorum, sdo decompositores e podem ser encontrados na
superficie e cortex de raizes de graminea em decomposi¢do, o que pode justificar seu
maior percentual na pastagem (THORNTON, 1960).

Vale ressaltar, porém, que nem todos os fungos dos géneros de Ascomycota
mencionados como fitopatogénicos causam doenga e nem todas as espécies de
Trichoderma sio biocontroladoras e, por isso, estas inferéncias sdo preliminares.

Fracetto et al. (2013), demonstraram que dareas florestais possuem menor
diversidade de filos de fungos, predominando Zygomycota, do que dreas de pastagem.
Este resultado condiz com o que foi aqui observado, uma vez que os ambientes de Floresta
apresentaram menor quantidade de filos e alta incidéncia de Zygomycota (Figuras 4 ¢ 5).
O mesmo foi observado em solos de florestas naturais e de araucaria da Austrélia, onde
houve predominancia deste filo, revelando a importéncia deste filo para aquelas florestas
(HE et al., 2005).

A fungdo de Zygomycota nos ambientes florestais certamente estd relacionada a
ciclagem de matéria organica (FRACETTO et al., 2013), como foi observado por Osono
et al. (2006), onde a presen¢a de Zygomycota, especialmente do género Umbelopsis,
estava ligada 4 decomposic@io da camada de serapilheira de ambientes florestais. No nosso
trabalho, Umbelopsis foi o género mais abundante dentre os Zygomycota e o segundo
mais abundante dentre todos os géneros na floresta, com cerca de 17.864 sequéncias (24%
do total) ao passo que na pastagem apenas apresentou 154 sequéncias (0,3% do total)
(dados ndo apresentados).

A baixa incidéncia de organismos do filo Glomeromycota pode ser em fungéo do
primer e do banco de dados aqui utilizados. Moora et al.(2014) em estudo de diversidade
de Glomeromycota em diferentes formas de uso da terra, sugerem a utiliza¢do dos pares
de primer do rRNA da subunidade menor do ribossomo (SSU) NS31 e AML2, uma vez
que o sequenciamento desta regido fornece um conjunto de dados que pode ser comparado
a bancos de dados mais especificos para Glomeromycota. Apesar disso, a ocorréncia,
mesmo que em baixa quantidade, deste filo apenas em pastagem, pode ter relagdo com a
menor estabilidade e equilibrio do ambiente.

Pereira et al. (2014) estudando a composigdo de fungos micorrizicos arbusculares

(FMA) - Glomeromycota de areas de floresta atlantica e diferentes culturas agricolas,

demonstraram que em éreas preservadas, como florestas, ocorre uma menor diversidade
de FMA devido ao fato de haver maior estabilidade do ambiente, menor concorréncia por

nichos e maior incidéncia de espécies endémicas e estrategistas K, que possuem um
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hébito de vida mais vegetativo. Em contrapartida, dreas constantemente alteradas, como
as areas sujeitas a rotagéo de culturas, contém maior diversidade de FMA devido a intensa
modificagdo do ambiente que estimula a constante geragdo de propagulos (PEREIRA et
al., 2014). Além disso, ambientes alterados contém espécies mais generalistas
(estrategistas R), cujo hébito de vida prevalece a sobrevivéncia por rapido crescimento e
alta taxa de esporulagdo, ao invés de uma melhor eficiéncia na interagdo com o hospedeiro
(PEREIRA et al., 2014). Resultado semelhante foi encontrado por Leal et al. (2009) em
regides amazonicas onde uma maior densidade de esporos de FMA foi obtida na pastagem
em relagfio a floresta (LEAL et al., 2009). Estes autores afirmam que o predominio de
espécies de gramineas altamente micotréficas como Brachiaria pode favorecer a maior
geragio de propagulos nestes ambientes (LEAL et al., 2009). A possivel ocorréncia de
uma maior densidade de esporos na pastagem, pode ter sido um dos fatores que
facilitaram a detecgéio de Glomeromycota neste tipo de ambiente no nosso trabalho.

Essa maior diversidade de FMA encontrada em areas sobre constante estresse,
evidencia que esta associagio simbiética entre fungos ¢ plantas € uma estratégia para a
superagdo dos estresses bi6ticos e abiticos do solo (PEREIRA et al., 2014). E importante
mencionar que, para ambus os trabalhos citados acima (PEREIRA et al., 2014; LEAL et
al., 2009), esta andlise da diversidade foi feita a partir da contagem de esporos, e o
aumento da diversidade de FMA pode ser enviesada pela prépria técnica, uma vez que,
ambientes como a pastagem, que sofrem constante distirbios, estimulam maior produgéo
de esporos. Porém, Moora et al. (2014), utilizando técnicas de sequenciamento de nova
geragdo, também encontraram maior diversidade de FMA em ambientes de pastagem do
que na floresta.

O filo Basidiomycota apresentou baixa incidéncia em ambos os tipos de ambiente
estudados, sendo mais abundantes em ambientes de pastagem. Fracetto et al. (2013),
demonstraram a presenga de Basidiomycota apenas em solos de pastagem da regido
Amazénica. Entretanto, em estudo realizados por Lauber et al. (2008), houve maior
abundéncia deste filo em ambientes de floresta do que em pastagem e isso € corroborado
pelo fato de que muitos fungos basidiomicetos estdo associados a decomposi¢do de
serapilheira e madeira em ambiente florestais, além de serem patogenos de diferentes
espécies arboreas e formarem associagdes simbidticas ectomicorrizicas com raizes de
arvores de bosques (WEBSTER & WEBER, 2007). Uma anilise mais aprofundada em
nivel de género, familia, ordem e classe, pode facilitar a compreensdo das relagdes
ecolégicas deste filo, visto a pequena diferenga percentual na incidéncia de

Basidiomycota entre floresta e pastagem. Em adig@o, a utilizagdo de outros primers pode
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contribuir para melhores respostas. Lauber et al. (2008) obteve grande quantidade de
sequéncias de Basidiomycota através dos pares EF4 e Fung5 (rRNA 18S).

Os fungos responderam de forma semelhante ao ja relatado para bactérias, havendo
aumento da diversidade alfa na pastagem e uma possivel relagdo deste aumento com os
componentes fisico-quimicos do solo (Tabela 4, Figura 6 e 7), resultado semelhante ao
encontrado por Mueller (2013). Os pontos de floresta, em geral menos diversos, estdo
mais positivamente relacionados a potencial acidez do solo (H + Al), a concentragdo e ao
percentual de saturagfio por aluminio (m) e a concentragdo de fosforo (P) (Figura 6). Este
padrio se assemelha ao encontrado nos estudos que demonstraram redugéo da diversidade
bacteriana neste tipo de ambientes (MENDES et al., 2015a; RODRIGUES et al., 2013;
JESUS et al. 2009). Desse modo, a menor diversidade média na floresta, pode ter relagiio
com a elevagdo média destes componentes (Tabela S4). De fato, houve uma correlagao
significativa entre redugfio da diversidade alfa (indice de Shannon) e aumento da
potencial acidez, da concentragio e saturagdo por aluminio e da concentragéo de fosforo
(Figura S2).

Os pontos de pastagem, em geral mais diversos, por sua vez, estavam positivamente
relacionados com a concentragdo de Fe, com o percentual de saturagéio por bases (V) e
com o pH (Figura 6). Portanto, a maior diversidade média neste ambiente, pode ter relagio
com o aumento médio destes componentes (Tabela $4) e, de fato, é observada uma
correlagfio significativa entre aumento na alfa diversidade (indice de Shannon) e aumento
no pH, na saturagdo por bases e na concentragéo de Ferro (Figura S3).

A mudanga na composigdo vegetal pode estar influenciando a composigdo fingica,
porém de modo diferente ao pensado inicialmente. As gramineas, possuem alta densidade
de raizes no solo da pastagem e influenciam continuamente este ambiente que por isso
pode ser considerado um solo rizosférico em toda sua extensdo (THORNTON, 1960).
Isto de algum modo pode ter favorecido o aumento da diversidade de fungos na pastagem.

Os resultados corroboraram a hipétese de que a retirada de espécies vegetais das
florestas para formar pastagens poderia levar a homogeneizagdo bidtica destes ambientes,
reduzindo a dissimilaridade entre diferentes pontos. . Uma andlise de dissimilaridade pela
matriz Bray-curtis gerada pelo QIIME e aplicada no software Canoco mostrou que os
pontos de pastagem estdo mais agrupados entre si do que os pontos de floresta. Nesta
matriz, as comunidades menos dissimilares entre si apresentam indices mais proximos a

zero (Quadro S3). Os ambientes de pastagem foram menos dissimilares entre si e isso

pode ser indicio de uma homogeneizagio. Como a cobertura vegetal ¢ mais homogénea
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na pastagem, uma homogeneizag@o na composi¢@o dos fungos nestes ambientes pode ser
consequéncia disso.

Conclui-se que a conversdo de floresta para pastagem altera a composigdo dos
filos de fungos, eleva a diversidade alfa, que pode ser influenciada pelas caracteristicas
fisico-quimicas do solo, em especial o0 aumento da concentragdo de Ferro, do percentual
de saturagio por bases (V), e redugdo da acidez do solo e, eleva a homogeneizagdo dos
ambientes de pastagem, que se tornam menos dissimilares entre si, em comparagdo a
floresta. Diferengas nas categorias funcionais exigem um maior detalhamento das
proteinas envolvidas em cada categoria para que sejam elucidadas. A observagdo das
alteragdes na composi¢o taxondmica e dos dois componentes da diversidade contribuiu

para uma melhor compreensdo dos efeitos gerados pela agdo antrpica em ambientes

florestais.
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Figura S2 — Correlagdo entre indice de Shannon e propriedades fisico-quimicas do solo (H+Al,
Al, m, P) . Os valores de p representam o coeficiente de correlagfio de Pearson. As propriedades
do solo apresentaram correlagdo significativa a 10% de significéncia com o indice de Shannon
Legenda: A) Shannon x H+Al; B) Shannon x Al; C) Shannon x m; D) Shannon x P. Os calculos
e os graficos foram feitos pelo software Minitab (versdo v.17.1.0).
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Figura S3 - Correlago entre indice de Shannon e propriedades fisico-quimicas do solo (pH,
V e Fe). Os valores de p representam o coeficiente de correlagdo de Pearson. As propriedades
do solo apresentaram correlagio significativa a 10% de significancia com o indice de Shannon.
Legenda: A) Shannon x pH; B) Shannon x V; C) Shannon x Fe. Os célculos e os graficos foram

feitos pelo software Minitab (versdo v.17.1.0)
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Tabela S1 - Numero de sequéncias de cada filo em cada um dos pontos de coleta. (Tabela utilizada para
Jazer Andlise de Componentes Principais da Figura 6. As duplicatas estdo agrupadas)

' Locais de coleta
(duplicatas Niamero de sequéncias observadas

agrupadas)
Floresta ~ Ascomycota = Basidiomycota =~ Glomeromycota

Zygomycota

: Pastagem : Ascomycota Basidiomycota Glomeromycota Zygomycota i




Tabela S2 - Caracteristicas Fisico-quimicas do solo nos diversos pontos de coleta. (Utilizada para

Jazer andlise de componentes principais da Figura 9.)

Cu Fe Mn

mg dm™
IF |008| 5034 | 1,79 (092| 5 |312
2F 07 | 65048 | 094 |069| 55 | 238
4F  |088| 608,08 | 53,67 | 26 | 54 | 114
8F 08 | 54517 | 554 | 161 43 | 188
3P 053] 379,76 | 12,99 [131| 53 | 104
5P [3,18)1.178,14| 49,79 | 1,56| 58 | 158
6P |4,78|1.060,22 | 112,04 [ 7,59 | 4.7 | 21.3
7P 0,79 651,54 | 97,89 | 1,1 | 54 | 89
9F 05| 7642 | 63 |062] 44 | 107
10P (1,17 90526 | 3081 [074| 4 | 233
HF [2,79] 61742 | 635 |049| 55 | 321
12P | 033| 104542 | 396 |065| 42 | 23,3
13P 11,07 940,82 | 24 [049| 5 | 155
14F |1,81| 579,22 | 18,63 [066| 4 | 258
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Tabela S3 - Quantidade média de proteinas em cada tipo de fung@o as quais as categorias do
KOG pertencem. A comparagéo de médias pelo teste t de Student a 5% de significancia foi
feita considerando a quantidade de proteinas em cada categoria funcional como uma
repeti¢do de cada ambiente. As categorias funcionais pertencentes a cada tipo de fungdo estdo
na tabela 1.

: 233A

* Niimero de categorias pertencente ao tipo de fungdo. Cada categoria foi considerada uma repetigio
para cada ambiente.
**Valores acompanhados pela mesma letra ndo apresentam diferenca significativa.




Tabela S4 — Média do indice de diversidade de Shannon e das caracteristicas fisico-quimicas do
solo para Floresta e Pastagem

Shannon
Ambi P H+AI Al h %
iente (m édia) Fe pH m

medn®  Aeva  mpdm?  cmok dm®  cmol.dm” o o
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Quadro S1 - Coordenadas das amostras coletadas em duas expedigdes (2014 e 2015). As
coordenadas UTM (Universal Transverse Mercator) foram utilizadas na primeira expedicéo
(amostras F1, F2, P3, F4, PS5, P6, P7 ¢ F8) e as coordenadas geogréficas na segunda (amostras
F9, P10, F11, P12 P13, F14, P15, F16, P17, F18, P19 e F20). O Datum SAD 69 (South

American Datum — 69) foi utilizado.

Coordenadas
Amostras - Longitude Latitude Ambiente  Ano Data da coleta
‘ F1 2766195 8932994 Floresta 26/09/14
-_H_-FZ 271592 8930633 Floresta 26/09/14
r3 315245 BESY /UU Pastagem 26/09/14
I F4 315222 8889467 Floresta 26/09/14
P5 300756 8873479 Pastagem 27/09/14
s 281411 8932601 Pastagem Sita 28/09/14
P7 275081 8930592 Pastagem 28/09/14
B 300141 8871757 Floresta 28/09/14
F9 64° 51'40"W 09°44°26”S Floresta 25/09/15
e P10 64° 53°02°W 09°47° 1178 Pastagem 25/09/15
Fl1 65°05° 24.3"W 09° 48’ 01.87S Floresta 26/09/15
P12 65° 04’ 074"W 09° 50" 58.9”S Pastagem 26/09/15
T 65° 09" 38.0"W 09°42° 264”S Pastagem 26/09/15
Fl4 65° 12" 19.T"W 09° 51’ 50.3"S Floresta 27/09/15
2015
| PIs 6wz agw 09°52°039°S  Pastagem 27/09/15
F16 65°21' 19.7'W 09°42" 18.87S Floresta 27/09/15
P17 64°49’ 25.7"W 09° 58" 30"S Pastagem 02/10/15
FI8 64°49"18.2°W 09°58 23.5"S Floresta 02/10/15
o P19 64°44728"W 10°20" 20.1”S Pastagem 02/10/15
SO 64°43" 55.1"W 10°20° 58.57S Floresta 02010/15
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Quadro S2 - Filos compartilhados entre e exclusivos de floresta e pastagem.

Total

Géneros

Floresta +Pastagem
(géneros
compartilhados)

59

Acremonium, Dactylellina, Cinereomyces, Acephala, Pichia,
Umbelopsis, Arthrographis, Epicoccum, Veronaea, Mariannaea,
Polyporus, Cyphellophora, Lysurus, Schizophyllum, Fonsecaea,
Ceratocystis, Talaromyces, Hypocrea, Vertexicola, Phlebia,
Losmospora, Aylaria, Artnropoirys, anoaerma, iaacsporium,
Fusarium, Debaryomyces, Westerdykella, Rhodotorula, Massarina,
Cladophialophora, Phoma, Trichoderma, Curvularia, Scytalidium,
Alternaria,  Pestalotiopsis,  Gelasinospora,  Microsphaeropsis,
Pseudallescheria, Sporidiobolus, Basidiobolus, Candelabrochaete,
Mortierella, Paecilomyces, Rhodosporidium, Asteromella,
Tomophagus, Penicillium, Gibberella, Cordyceps, Phanerochaete,
Furaphaeospnaeria, wikiopsis, Ayivgone, Ferenmiporia, bionecirid,
Coriolopsis, Aspergillus

Geéneros exciusivos da
Floresta

22

Wickerhamomyces, Mycena, Taeniolella, Arthrinium, Pseudeurotium,
Candida. Exophiala, Cladorrhinum, Sporothrix, Brvcekendrickomyces,
Diaporthe, Pilidiella, Chloridium, Dictyosporium, Curvicladium,
Gloeotinia, Sugiyamaella, Endomelanconiopsis,  Lauriomyces,
Stachybotrys, Pseudofusicoccum, Lecanicillium

Géneros exclusivos da
Pastagem

L

36

Corynespora, Dactylella, Trichoglossum, Sordaria, Elaphocordyceps,
Ambispora, Periconia, Triplosphaeria, Phialophora, Sakaguchia,
Apiosordaria, Podospora, Xylomyces, Gaeumannomyces, Rhizoctonia,
Glomerobolus,  Tetraplosphaeria,  Chaetosartorya,  Dokmaia,
Pisolithus, Microdiplodia, Leptodiscella, Cryptococcus,
Ceratobasidium, Helicoma, Sporobolomyces, Chaetomium, Edenia,
Hypoxvlon, Dinemasporium, Myrothecium, Eurotium, Geosmithia,
Myrmecridium, Verticillium, Asterostroma |
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Quadro S3- Matriz de dissimilaridade Bray-Curtis. Pontos totalmente similares entre si, ou
seja, que compartilham todos géneros encontrados, apresentam indice = 0. Pontos totalmente

dissimilares entre si, ou seja, que ndo compartilham nenhum género, apresentam indice = 1.
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RESUMO

CERQUEIRA, Alan Emanuel Silva, MS, Universidade Federal de Vigosa, julho de 2016.
Capitulo 2: Potencial de fungos isolados de solos da Bacia Amazénica para o
biocontrole de fitopatégenos. Orientadora: Cynthia Canédo da Silva. Coorientadora:

Maria Catarina Megumi Kasuya.

A cultura da bananeira e do morangueiro possuem elevada importincia socioecondmica
no Brasil. Entretanto, estas culturas podem ser afetadas por fungos fitopatogénicos, dentre
eles Fusarium oxysporum f.sp. cubense (F oc), agente causal do mal-do-Panama na cultura
da bananeira e, Botrytis cinera e Colletotrichum acutatum, causadores do mofo cinzento
e antracnose, respectivamente no morangueiro. A escassez de métodos de controle menos
danosos ao ambiente e de cultivares resistentes, levam a aplicagdo de fungicidas que
podem causar danos ambientais, & saude do homem, além da selegdo de individuos
resistentes na populagio. . Neste contexto, a prospecgdo de microrganismos representa
um importante aspecto para a obtengdo de novos biocontroladores de doengas e pragas
agricolas e florestais. Com o avango da pecudria sobre as areas das bacias hidrogréficas
do Rio Mutum-Parani-RO, est4 ocorrendo uma conversdo da floresta ombrofila aberta
em éreas de pastagem. A alteragdo da microbiota acarretada por este processo pode levar
a perda de recursos biolégicos com potencial biotecnolégico. Com o objetivo de isolar
fungos aptos para o biocontrole de doengas, amostras de solo de regides de pastagem e
floresta do entorno da bacia do Rio Mutum-Parand-RO, foram submetidas ao processo de
diluigdo seriada e plaqueamento em meio Batata Dextrose Agar (BDA) acrescido de
antibiético cloranfenicol e meio de Martin contendo estreptomicina. Um total de 74
isolados foram obtidos e submetidos a ensaios de cultura dupla in vitro frente a F
oxysporum f.sp. cubense (Foc), B. cinera ¢ C. acutatum. Para tanto, placas de Petri
contendo meio de cultura BDA foram inoculadas, em um lado, com um disco de micélio
do fitopatégeno e, no lado oposto, com um disco de micélio ou 3 uL de uma solugdo de
esporos do isolado flingico a ser avaliado. Observou-se que 23 isolados (31%)
apresentaram potencial antagonista in vifro a pelo menos um dos fitopatogenos. Os
percentuais de inibiz#o de crescimento chegaram a cerca de 63% para F. oxysporum, 56%
para B. cinerea e 64% para C. acutatum. Dentre as interacdes observadas, foram
detectados isolados capazes de realizar antibiose € uma melhor competi¢éo por substrato
perante os trés fitopatogenos, sendo que, em alguns casos, o crescimento micelial do

isolado sobre o fitopatogeno despertou atengdio para um possivel hiperparasitismo.
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Indicativos da possivel utilizagdo destes isolados e dos seus metabélitos para o
biocontrole de importantes fungos causadores de doenga em bananeira e morangueiro,

foram visualizados.
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ABSTRACT

CERQUEIRA, Alan Emanuel Silva, MS, Universidade Federal de Vigosa, July, 2016.
Chapter 2: Potential of fungi isolated from the Amazon basin soils for the biocontrol
of plant pathogens. Advisor: Cynthia Canédo da Silva. Co-advisor: Maria Catarina

Megumi Kasuya.

The banana and strawberry crops are highly socioeconomic important in Brazil. However,
plant pathogenic fungi, including Fusarium oxysporum f.sp cubense (Foc), which causes
Panama disease in banana and, Botrytis cinerea and Colletotrichum acutatum, which
causes gray mold and anthracnose in strawberry crop, respectively, can affect these crops.
The scarcity of more environmentally friendly practices and resistant cultivars brings to
the use of pesticides that can cause environment and human damage and select resistant
microorganisms. In this context, the prospection of microorganisms is an important aspect
towards the obtention of potential biocontrol agents of agricultural and forestry diseases.
The advancement of livestock on areas of the hydrographic basin of Mutum-Parand River
in Rondénia, is leading to the conversion of the open ombrophilous forest into pasture
areas. The alteration of the microbiota by this process can lead to loss of biological
resources with great biotechnological potential. In order to isolate fungi able to biocontrol
of diseases, soil samples from forest and pasture areas surrounding the Mutum-Parana
river basin were subjected to serial dilution and plating at Potato Dextrose Agar (PDA)
medium plus antibiotic chloramphenicol and Martin medium with streptomycin.
Subsequently, aimed at screening for antagonists fungi, 74 obtained isolates, underwent
in vitro double culture assays against frente Fusarium oxysporum f.sp. cubense, Botrytis
cinera e Colletotrichum acutatum. Therefore, Petri dishes containing PDA culture
medium were inoculated at one side with a pathogen mycelial disc and, at the opposite
side, with a mycelium disc or 5 pL of spore solution of the fungal isolate to be evaluated.
It was observed that Twenty-three isolates (31%) had antagonistic potential to at least one
of the plant pathogens. The percentage of growth inhibition reached 63% for Foc, 56%
for B. cinerea e 64% for C. acutatum. Among the observed interactions, it has been
detected isolates capable of carrying out the antibiosis and competition for substrate
against the pathogens, and, in some cases, the mycelial growth of the isolate above the
phytopathogen called attention for a possible hiperparasitism. Thereby, these results
show that initial indicative of the potential use of these isolates and their metabolites for
the biocontrol of phytopathogenic fungi of banana and strawberry crops, could be

visualized.
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INTRODUCAO

O controle biolégico estd relacionado a utilizagdo de microrganismos néo
patogénicos de ocorréncia natural, com capacidade de reduzir os efeitos danosos de
patogenos sobre as plantas, contribuindo para a supressdo da doenga (ZIVKOVIC et al.,
2010). Diversas pesquisas tém explorado o potencial biotecnolégico dos microrganismos
do solo desde a promogao do crescimento vegetal até o biocontrole (NABTI et al., 2014;
EL-BENDARY; HAMED; MOHARAM, 2016; TOUMATIA et al., 2016).

Estudos realizados in vitro tém sido feitos com o objetivo de obter fungos
filamentosos potenciais biocontroladores de fitopatégenos (PLOETZ, 2015). Os fungos
s30 microrganismos que podem atuar como agentes biocontroladores de diferentes
formas, seja através da antibiose (PAN et al., 2016), pela competi¢do por substrato
(ZIVKOVIC et al., 2010) e por meio do hiperparasitismo (LOUZADA et al., 2009).

A antibiose é um tipo de interagdo na qual metabélitos sintetizados por um
organismo, podem causar danos sobre outro organismo (MACHADO; SILVA, 2013).
Muito microrganismos sdo capazes de produzir compostos com atividade antibittica
perante fitopatogenos alvo in vivo € ou in situ, a exemplo da gliotoxina produzida por
Trichoderma virens capaz de inibir o fitopatogeno Rhizoctonia solani. (PAL; MC
SPADDEN GARDENER, 2006). Além disso, os microrganismos podem secretar ou
excretar enzimas liticas que hidrolisam polimeros como quitina, proteinas, DNA ctc, e
podem suprimir as atividades de fitopatogenos através de danos as paredes celulares.

A competigio constitui um mecanismo cldssico de biocontrole, uma vez que os
organismos competem entre si por nutrientes, agua, espago, fatores de crescimento,
oxigénio, luz etc (MACHADO; SILVA, 2013). Numa perspectiva microbiana, os solos e
as superficies das plantas sdo locais com quantidade limitada de nutrientes e, portanto,
quanto mais efetivo for um microrganismo na obtengio de recursos, mais facil ele
colonizaré estes ambientes (PAL; MC SPADDEN GARDENER, 2006).

A produgio de banana é uma atividade com grande importincia econdmica no
Brasil, ocupando a 112 posi¢do no ranking dos principais produtos agricolas Brasileiros,
sendo a maior produgdo entre as frutiferas (IBGE, 2013). Esta cultura pode ser afetada
por agentes causadores de doengas, dentre eles o Fusarium oxysporum f.sp. cubense
(Foc), agente causal do mal-do-Panama (YANG et al., 2015), doenca responsével pelas
maiores perdas econdmicas mundiais desta cultura (GHAG; SHEKHAWAT;
GANAPATHI, 2012). No Brasil, vem se tornando um grave problema uma vez que, na
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maioria dos casos, as cultivares plantadas sdo susceptiveis a doenga (FANCELLI, 2003;
CORDEIRO, 2007; BORGES et al., 2009).

Este fungo age através da infecgdo das raizes e oclusdo dos vasos condutores
(xilema) das plantas levando 4 uma descoloragdo pardo-avermelhada do rizoma e do
pseudocaule e a uma murcha severa (LI et al., 2011). De modo geral, as medidas para o
controle da doenga estdo relacionadas a prevengdo, como por exemplo, a utilizagdo de
material de propagagio livre de patégenos (como os de cultura de tecidos) e a plantagdo
em dareas inécuas e sem incidéncia histérica da doenga (PLOETZ, 2006). Além disso,
alteragdes no solo por meio de fertilizantes visando a mudanga do pH do ambiente e
manutengdo mais proximo a neutralidade, podem reduzir a sobrevivéncia do Foc (WANG
etal., 2012; FANCELLL 2003; CORDEIRO, 2007; BORGES et al., 2009).

Entretanto, poucas medidas existem no combate ao patdgeno apés seu
estabelecimento e, visto 4 capacidade de Foc formar estruturas de resisténcia,
clamidésporos, que sobrevivem na auséncia do hospedeiro durante décadas no solo (MA,
2014; ZHUANG et al., 2015; BORGES et al., 2009) recomenda-se a erradicagdo das
plantas doentes, por meio de uso herbicidas, para evitar a propagagdo de fontes de inéculo
do patgeno para outras éreas de culiivo (FANCELLI, 2003; CORDEIRO, 2007;
BORGES et al., 2009). Desse modo, o estimulo 2 busca de métodos de controle biolégico
de Fusarium oxysporum é vigente antes mesmo do surgimento da preocupag¢do com as
questdes ambientais (FRAVEL et al., 2003).

A cultura do morangueiro também tem ampla importancia econdmica e social uma
vez que ¢ realizada predominantemente em pequenas propriedades rurais, através da méo
de obra familiar (CAMARGO et al., 2008). Porém, assim como para a banana, o cultivo
morango pode ser afetado por diversos agentes fitopatogénicos, e isso contribui para que
a produgfio seja dificil, onerosa ¢ necessite de medidas de manejo e controle de doengas
(EMBRAPA, 2008). Dentre as principais doengas que afetam os frutos do morango, estio
0 mofo cinzento, ocasionado pelo fungo Botrytis cinerea que afeta 0 morango desde o
campo até apés a colheita (COTA et al., 2008) e a antracnose, causada por Colletotrichum
acutatum (FREEMAN, 2008).

Botrytis cineres é um organismo necrotréfico cujos conidios sdo transportados pelo
ar que age produzindo uma série de enzimas, como a quitinase, capazes de degradar a
parede celular dos vegetais (WILLIAMSON et al., 2007), além de liberarem metabélitos
fitotoxicos (CHOQUER et al., 2007). Este fungo cosmopolita, apresenta polifagia e

capacidade de ocasionar epidemias rdpidas e severas sendo, assim, dificil de ser
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controlado. Além disso, é capaz de formar estruturas de resisténcia denominadas
esclerddios, quando ndo associado a hospedeiros (MORANDI; MAFFIA, 2005).

Embora as execugdes de préticas sanitarias, como a remogdo de restos culturais
infectados, auxiliem na prevengdo a contaminagdo de plantas sadias pelos patogenos
(MORANDI; MAFFIA, 2005), a auséncia de variedades de morango totalmente
resistentes a Botrytis cinerea (ANTUNES; DUARTE FILHO, 2005), fazem com que o
controle do mofo cinzento seja feito majoritariamente através do uso de fungicidas
(OSHIMA et al., 2002). Entretanto, h4 algum tempo tem se buscado novas medidas de
controle de Botrytis cinerea visto a alta frequéncia de populagdes de individuos
resistentes (OSHIMA et al., 2002).

Colletotrichum acutatum ¢ um fungo fitopatogénico que ataca muitos hospedeiros,
podendo causar perdas de rendimento em diversas culturas, com destaque para a cultura
do morango (JILKOVA et al., 2015). Fungos deste género, possuem uma estratégia de
infecciio dividida em diversos estagios. Inicialmente o fungo forma apressério que
penetra a superficie do hospedeiro combinando for¢ca e degradagdo enzimatica. Em
seguida, hifas biotréficas envolvidas pela membrana plasmatica das células do hospedeiro
passam a habitar ¢ interior de células da epiderme e por fim, o fungo se torna necrotrofico
pela diferenciagdo em hifas finas com crescimento rapido que destréem os tecidos da
planta (O’CONNELL et al., 2012). A maioria dos érgdos da planta sdo afetadas por
Colletotrichum acutatum e colapsam devido a podriddo causada por este fungo
(FREEMAN, 2008).

A presenca deste fungo em plantas ndo consideradas hospedeiras, incluindo ervas
daninhas e plantas cultivadas sem sintomas da doenga, favorece a permanéncia deste
pat6geno entre as estagdes e serve como fonte de inéculo para a infec¢do do morango.
Entretanto, ao contrario do B. cinerea, C. acutatum ndo tem estruturas de dorméncia
especificas observadas, indicando que este fitopatégeno ndo se comporta como um tipico
fungo do solo (FREEMAN, 2008).

As medidas de controle mais efetivas de doengas causadas por Colleotrichum estao
relacionadas ao controle cultural, utilizagdo de cultivares resistentes e controle quimico
(LANDUM et al., 2016: ZIVKOVIC et al., 2010). O controle cultural, embora reduza os
niveis de in6culo, ndo sio suficientes para o combate a C. acutatum, sendo apenas efetivo
quando aplicado em controle integrado. Além disso, linhagens resistentes/tolerantes aos
Pat6genos nfio estéo disponiveis para todas as culturas € a sua aplicagdo é cara. A medida
mais utilizada para o controle de Colletotrichum ¢ a utilizagdo de fungicidas que atenuam
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a severidade das doengas, mas precisam ser continuamente aplicados (LANDUM et al.,
2016). Esta aplicagdo, entretanto, pode levar a resisténcia de C. acutatum a certos
compostos, como ja foi relatado por Peres (2004).

Apesar de contribuirem para o surgimento de individuos resistentes na populagdo,
além de problemas associados a contaminagdo do meio ambiente, consumidores e
trabalhadores e, para a elevagio do custo de produgdo (ZHUANG et al., 2015;
WILLIAMSON et al., 2007; COTA et al., 2008; ZIVKOVIC et al., 2010; UGOLINT et
al., 2014), a utilizacdo de fungicidas tende a se estender até que alternativas vidveis para
0 controle sejam obtidas (HAN et al., 2015). Portanto, o controle biol6gico através de
microrganismos antagonistas desponta como uma alternativa mais ambientalmente
sustentével para o controle de patégenos de planta (HAN et al., 2015).

O controle biolégico de Foc pela inoculagdo de microrganismos isolados de solos
supressivos tem sido apontado como alternativas ao controle quimico (WANG et al.,
2012). Algumas formulagdes de agentes de controle biolégico incluindo algumas
bactérias, leveduras e fungos filamentosos como o Thichoderma harzianum.
Clonostachys rosea (Gliocladium roseum) e Ulocladium oudemansii tiveram potencial
para o controle de Botrytis (WILLIAMSON et al., 2007). Em adigéo, o controle in vitro
de C. acutatum também ja foi demonstrado (LANDUM et al., 2016; ZIVKOVIC et al.,
2010).

A diversidade microbiana brasileira ainda é muito desconhecida (PYLRO et al.,
2014), ¢ as elevadas taxas de conversdo do uso do solo que as regides florestais
amaz6nicas tém sido submetidas (MENDES et al., 2015), especialmente o desmatamento
que, em Rondénia ¢ decorrente da evolugdo da pecudria (ARAGAO et al, 2014), pode
afetar a estrutura e composigio do solo além das comunidades microbianas (MENDES et
al., 2015). Considerando que a conversdo da Floresta Ombroéfila Aberta em ambientes de

pastagem na bacia do Rio Mutum-Parand-RO pode levar a perda de microrganismos com

potencial para aplicagdes biotecnolégicas, este trabalho objetivou, isolar fungos

origindrios de regides de pastagem e floresta da bacia do Rio Mutum-Parand-RO e, testé-

los quanto a sua eficiéncia para o bioncotrole in vitro de Fusarium oxysporum f. sp.

cubense, Botritys cinerea e Colletotrichum acutatum.
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MATERIAL E METODOS

1. Coleta do solo na Bacia do Rio Mutum-Parani - RO

Amostras de solo foram obtidas em 4reas de diferentes usos e manejos, corm énfase
para as areas de florestas e pastagens, a partir de uma grade de 10x10 km? considerando
os diferentes tipos de solos da regido (NUNES, 2012). As coletas foram divididas em
duas expedigdes, realizadas em setembro de 2014 e 2015. O solo foi obtido com uso do
trado holandés de caneco entre 0-20 cm de profundidade e, cada amostra foi
acondicionada em sacos plasticos. Ao todo foram obtidas 10 amostras de solo oriundas
de ambientes de floresta e 10 amostras de solo de ambientes de pastagem (Figura 1,

Quadro 1).

Figura 1 - Mapa da bacia Hidrogréfica do rio Mutum-Parand com localizagdo dos 20 pontos de coleta.
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Quadro 1 - Coordenadas das amostras coletadas em duas expedigdes (2014 e 2015). As
coordenadas UTM (Universal Transverse Mercator) foram utilizadas na primeira expedigdo
(amostras F1, F2, P3, F4, PS5, P6, P7 e F8) e as coordenadas geograficas na segunda (amostras
F9, P10, F11, P12 P13, F14, P15, F16, P17, F18, P19 e F20). O Datum SAD 69 (South American
Datum — 69) foi utilizado.

I_ Coordenadas
Amostras Longitude Latitude Ambiente  Ano Data da coleta
i Fl 2766195 8932994 Floresta 26/09/14
F2 271592 8930633 Floresta 26/09/14
i P3 315243 8889700 Pastagem 26/09/14
R as2 8889467 Floresta 26/09/14
P5 300756 8873479 Pastagem 27/09/14
L -
P6 281411 8932601 Pastagem 2014 28/09/14
= 275081 8930592 Pastagem 28/09/14
F8 300141 8871757 Floresta 28/09/14
R 64° 51°40"W 09°44'26”S Floresta 25/09/15
P10 64° 53°02"W 09°47" 117S Pastagem 25/09/15
F11 65°05° 24.3"W 09°48° 01.8"S Floresta 26/09/15
P12 65° 04” 07.4”"W 09° 50" 58.9"S Pastagem 26/09/15
P13 65°09° 38.0"W 09°42' 26.4”S Pastagem 26/09/15
F14 65°12" 19.'W 09°51° 50378 Floresta 27/09/15
e 2015
P15 65° 12" 14.8"W 09° 52" 03.9"S Pastagem 27/09/15
| Fis evarrw 09° 42" 1887 Floresta 27/09/15
[ P17 64°49' 25.7°W 09° 58’ 3078 Pastagem 02/10/15
FI8 64°49°18.2"W 09°58' 23.57S Floresta 02/10115
hﬁ"l‘) 64°4428"W 10°20°20.1”S . Pastagem 02/10/15
l*l‘% 64°43" 55.1"W 10°20" 58.578 Floresta 02/10115
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2. Isolamento de microrganismos

O isolamento de fungos do solo das 4reas de floresta e pastagem da Bacia do Rio
Mutum-Paran4, foi realizado a partir de um pool de 1g de solo, com fragdes de de cada
amostra, adicionados a 9,0 mL de solugo salina (0,9 %) estérilizada. As solugdes foram
homogeneizadas em vorter, submetidas a diluigdo seriada e, em seguida, uma aliquota de
0,1 mL das dilui¢des 10" a 107, foram distribuidas , em triplicata, em placas de Petri
contendo o meio de cultura Batata Dextrose Agar (BDA) acrescidas de antibidtico
cloranfenicol (concentragio final de 100 mg/L) e meio de Martin acrescido de
estreptomicina (concentragéo final de aproximadamente 50 mg/L) espalhadas com uma
alea de Drigalski e incubadas a 25 °C.

Para a obtengdio de culturas puras, discos de micélio das colonias fingicas
desenvolvidas foram transferidos para novas placas de Petri contendo BDA. ApOs
incubagdio e crescimento, os isolados foram armazenados sob trés diferentes formas: a 4
°C em criotubos contendo discos de micélio imersos em dgua destilada estérilizada; a -
20°C em criotubos contendo discos de micélio imersos em glicerol (10%) €; a 4 °C em
tubos de rosca coniendo o isolado crescido sobre meio BDA, ap6s incubago durante 3-

S dias a 25 °C.

3. Prospecgﬁo dos isolados de interesse biotecnolégico

3.1. Ensaio de cultura dupla (teste de pareamento) in vitro

Visando a triagem por fungos antagonistas, os isolados foram submetidos a ensaios
de cultura dupla in vitro frente & Fusarium oxysporum f. sp. cubense, Botrytis cinerea €
Colleotrichum acutatum obtidos da micoteca do Departamento de Fitopatologia da
Universidade Federal de Vigosa. Para tanto, placas de Petri contendo meio BDA foram
inoculadas com um disco de micélio (6 mm de didmetro) do fitopatégeno a cerca de 1 cm
de distancia da borda da placa e, no lado oposto, com um disco do isolado flingico a ser
avaliado. As placas controle constituiram-se de um disco de micélio do fitopatégeno ¢

um disco de meio BDA, néio colonizado, no seu lado oposto. Os ensaios foram realizados

em triplicata e, se estenderam durante oito dias, a 25 °C.

Devido a presenca de alguns isolados esporulantes, em alguns casos, a0 invés de

discos de micélio, foram utilizadas solugdes de esporos, obtidas a partir de uma raspagem
de esporos de isolados crescidos em meio BDA. Os esporos foram adicionados a tubos

Eppendorf contendo dgua destilada estérilizada, homogeneizados em vortex e, aplicados
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em 5 pL a cerca de 1 cm da borda da placa, simulando um disco de micélio. No lado
oposto, um disco do isolado fiingico a ser avaliado foi inoculado. As placas controle
constitufram-se de um disco de micélio do fitopatégeno e de 5 pL de dgua destilada
estérilizada, sem esporos, inoculada no seu lado oposto. Os ensaios foram realizados em
triplicata e, se estenderam durante oito dias, a 25 °C. A partir deste método impediu-se o
espalhamento dos esporos, uma vez que estes ficavam retidos pela tensdo superticial da
agua.

Para a aferi¢sio dos percentuais de inibi¢do do crescimento de cada fitopatgeno foram
realizadas medigdes do didmetro radial das coldnias no tltimo dia do teste e aplicagdo da
formula: (DM — dm) / DM) x 100, onde DM = didgmetro médio das colonias do
fitopatégeno das trés replicatas do controle e dm = didmetro das colonias do patégeno em
uma das trés replicadas do ensaio de cultura dupla (WALUNJ; ABHANG; JOHN, 2015).
Os dados foram submetidos 4 Andlise de Varidncia (ANOVA) e os percentuais de
inibi¢éio dos isolados capazes de inibir in vitro todos os trés fitopatogenos testados foram
comparados por meio do teste Tukey a 5 % utilizando o programa Minitab (versdo
V.17.1.0). Os percentuais de inibigio de cada teste apresentados neste trabalho
representaram uma média dos percentuais de inibicéio obtidos para cada repetigdo.
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RESULTADOS

Foram obtidos 74 isolados a partir de solos de floresta e pastagem. Destes, 23
isolados (31%) foram capazes de realizar antagonismo in vifro perante pelo menos um
dos fitopatégenos. Cerca de 13 isolados foram considerados potenciais antagonistas a
Fusarium oxysporum f.sp. cubense com percentuais de inibigdo entre 14,5 ¢ 62,7%
(Figura 2); 18 a B. cinerea com percentuais que variam 35,1 a 56,4% (Figura 3) e 20 a s
dcutatum, com percentuais entre 23,6 e 64,0% (Figura 4).
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Figura 2- Média dos percentuais de inibigdo do crescimento micelial
de Fusarium oxysporum f. sp. Cubense. Legenda das barras : Rosa:
Isolados competidores; Laranja: Isolados que realizaram antibiose.
Asterisco (*) = Fungos inoculados através de solugdo de esporos
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Figura 3- Média dos percentuais de inibigdo do crescimento micelial de
Botrytis cinerea. Legenda das barras: Verde claro = Isolados
competidores; Verde escuro: Isolados que realizaram antibiose. Asterisco
(*) = Fungos inoculados através de solugéo de esporos
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de Colletotrichum acutatum. Legenda das barras: Laranja = Isolados
competidores; Marrom: Isolados que realizaram antibiose. Asterisco
(*) = Fungos inoculados através de solugdo de esporos.
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Dentre as interagdes observadas, foram detectados isolados capazes de exercer
antibiose (Figura 5) e competigdo por substrato (Figura 6), frente aos trés fitopatogenos
testados.

Figura 5- Antibiose in vitro entre alguns isolados (direita da placa) e fitopatogenos (esquerda da
placa/ seta). Legenda: A = P8 X Foc; B = 26F X B. cinerea; C = 18F X C. acutatum.

Figura 6- Competiéio por substrato in vitro entre isolados (direita da placa) e fitopatogenos
(esquerda da placa/ seta). Legenda: A = 12P X Foc; B=27F X B. cinerea; C=9P X C. acutatum

Em alguns casos, foi observado que a competi¢do estava associada a um

Crescimento micelial do isolado sobre a coldnia do fitopatogeno (Figura 7).

ados (direita da

Figura 7 - Competi 3 2 ) 4050 L ) o
0 a: lial in vitro de alguns iso
peticdo associada ao crescimento mice A

Placa/ seta) sobre os fitopatégenos (esquerda da placa). Legenda: A = 48P X Foc;
Cinerea; C = 27F X C. acutatum.

Dentre os isolados mais promissores destacaram-se 83F, 38F, 48P, 33F, 56P, 12,

F6Y, 27F, 46P, ¢ 21F uma vez que foram potenciais antagonistas aos trés fitopatogenos.
Os percentuais de inibigdo e os tipos de interagdo antagonista empregados por estes

1solados estdo representados na Tabela 1.
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Tabela 1- Percentuais de inibigéio do crescimento micelial de Fusarium oxysporum f. sp.
cubense, Botrytis cinerea e Colletotrichum acutatum e, tipos de interagfio antagonista
exercida pelos isolados perante os fitopatégenos.

% de inibicdo a
Fusarium oxysporum
sp. cubense

i e

Isolado
83F

| eimo. j

% de inibio a
Colletotrichum
acutatum

21F _ _ o Dbiclc
*Agrupamento segundo teste de Tukey a 5% de sigmﬁczrcwiﬂ- f; percentuais
que ndo compartilham uma mesma letra, diferem estatisticamente.
**0 tipo de relagdo descrita como “crescimento micelial” se refere aos casos s
Jungo antagonista cresceu sobre a colénia do fitopatégeno.
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DISCUSSAO

Para todos os fitopatdgenos testados, foram encontrados isolados capazes de
exercer uma melhor competi¢io por substrato e antibiose. Em alguns casos de
competigdo, o crescimento micelial do isolado sobre o fitopatogeno, sinalizou para uma
possivel ocorréncia de hiperparasitismo.

Isolados capazes de realizar antibiose apresentaram menores percentuais de inibicdo
quando comparados aos isolados competidores (Figuras 2 a 4, Tabela 1). Entretanto,
devido & aparente produgdo de substancias que inibem o crescimento dos fitopatogenos,
estes isolados foram considerados como potenciais para o biocontrole. Os fungos 21F e
46P foram capazes de exercer antibiose perante trés diferentes fungos fitopatogénicos,
apontando na diregio de uma possivel produgdo de mais de um agente antibidtico.
Microrganismos capazes de produzir mais de um tipo de antibiético, podendo inibir
diferentes fitopatégenos, tem maior possibilidade de serem utilizados para o biocontrole
(PAL; MC SPADDEN GARDENER, 2006).

Os maiores percentuais de inibigio foram obtidos por fungos competidores, devido
20 seu répido crescimento i vifro em relagdo aos fitopatogenos (Figuras 2 a 4, Tabela 1).
Os isolados 83F, 38F, 56P, 12P, devido a0 seu crescimento rapido, foram capazes de
inibir em mais de 50%, por competigdo, todos os fitopatégenos aqui testados (Tabelal).

Estes fungos apresentam potencial como biocontroladores, uma vez que, a competigdo

Por nutrientes ¢ importante para limitar a incidéncia e severidade das doengas, sendo a
colonizagdo das plantas e a rdpida utilizagdo dos substratos por microrganismos nao
Patogénicos uma das formas de dificultar o crescimento de fitopatogenos (PAL & MC
SPADDEN GARDENER, 2006).

Isolados como F6Y e 48P além de inibirem o crescimento € mais de 45%
(chegando a 53,86% ¢ 60,81% para C. acutatum, respectivamente), apresenaram
crescimento micelial sobre todos os fungos fitopatogénicos (T abela 1),
um possivel hiperparasitismo. Entretanto, a confirmagdo de tal fato apenas pode ser feita
Mediante observagao microscépica de mudangas morfol6gicas tais como o enrolamento
de hifas e formagaio de estruturas semelhantes ao apressorio que auxiliam na penetragio
no hospedeiro (MENDOZA et al., 2015).

A obteng@o de isolados com habilidade de realizar competi
de um tipo de interagao

apontando para

¢do e ainda crescer

sobre os fitopatogenos, pode representar a ocorréncia de mais

entre estes organismos, sendo bons indicativos para a potencial utilizagdo destes fungos.
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Os agentes de controle biolégico mais efetivos aparentam possuir miltiplos
mecanismos de antagonismo (PAL & MC SPADDEN GARDENER, 2006) e uma
combinagdio entre antibiose, parasitismo, competigio e até estimulo a defesa do
hospedeiro ¢ altamente recomendével na obtengdo de antagonistas (MACHADO &
SILVA, 2013).

Nesse sentido, isolados de Trichoderma sio os mais amplamente utilizados devido
a sua capacidade de produzir metabélitos secundérios com atividade antibiotica, exercer
competigdo e parasitismo perante outros fungos, além de serem indutores de resisténcia
em plantas e promotores do crescimento vegetal (MENDOZA et al., 2015; MACHADO;
SILVA, 2013; WALUNJ et al., 2015). Mohandas et al., (2010) e Hoffmann et al., (2015)
demonstraram a inibig#o in vitro de Foc por isolados de Trichoderma harzianum. Khan
et al., (2011) relatam a utilizagio de preparagdes de Trichoderma como agente de
biocontrole aumentando o crescimento de plantas de gréo de bico inoculadas com Botrytis
cinerea, sendo uma alternativa ao uso de compostos quimicos. No que se refere ao
morango, a utilizagdo de Trichoderma de modo efetivo no controle do mofo cinzento (B.
cinerea) foi observada (FREEMAN et al., 2004).

Alguns trabaihos tém relatado a utilizagdo de outros agentes de controle biolégico
perante B. cinerea. Extratos obtidos a partir de culturas de Chaetomium globosum em
meio liquido exercem atividade antiftingica sendo capazes de inibir em cerca de 100% o
Crescimento micelial in vitro de linhagens de Botrytis cinerea (PAN et al., 2016).
Adicionalmente, solugdes de esporo de estirpes de Clonostachys rosea foram relatadas
Ppara.o controle do mofo cinzento em mudas de ficsia (SILVERA-PEREZ et al., 2010).
Diferentes isolados de C. rosea obtidos no Brasil levaram a uma elevada supressao de B.
cinerea em tomate, e tiveram potencial competigo em eucalipto, rosa ¢ morango,
apresentando possivel hiperparasitismo perante este fungo em todos estes hospedeiros
(NOBRE et al., 2005).

No que concemne & Colletotrichum acutatum, Landum et al. (2016) destacaram

isolados de Aspergillus niger e Nigrospora oryze dentre as espécies com maior potencial
de inibigo in vitro deste fungo, com percentuais de 86,3% e 66,7%, respectivamente. 4.
niger realizou inibigdo por meio do contato direto com o patogeno, € N. oryzae por
inibigdo mitua (LANDUM et al., 2016). Adicionalmente, a utilizagdo de Trichoderma
Para o controle da antracnose do morango (C. acutatum) em condigdes de laboratdrio e

de estufa, j4 foi relatada (FREEMAN et al., 2004).
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Isolados de 7. harzianum e Gliocadium roseum, foram avaliados por testes
similares aos aqui realizados e constatados como aptos ao controle in vitro perante C.
acutatum. Os percetuais de inibigdo chegaram a 38% para 7. harzianum e 43% para G.
roseum (ZIVKOVIC et al., 2010). Entretanto, como os isolados de C. acutatum foram
Plaqueados 3 dias antes da inoculagio com T. harzianum, a fim de compensar 0
crescimento mais lento deste patdgeno em relagéio ao antagonista, isto pode ter levado a
obtengio de percentuais de inibi¢do sensivelmente mais baixos do que 0s obtidos para
alguns isolados aqui estudados. No nosso trabalho, entretanto, preferiu-se padronizar a
inoculagdo simultinea dos fitopatdgenos e antagonistas devido ao amplo nimero de

isolados e suas diferentes velocidades de crescimento in vitro.

Algumas estirpes podem diferir quanto ao potencial para o biocontrole devido as
diferentes demandas por nutrientes, temperatura, umidade etc, e, por isso, a combinagdo
de diferentes estirpes pode favorecer a colonizagéo da planta em diferentes estagios de
desenvolvimento (NOBRE et al., 2005). Nesse sentido, a utilizagfio de uma mistura de
diferentes estirpes de C, rosea em morangueiros eleva a eficiéneia do controle do mofo
cinzento (COTA et al., 2008).

A aplicagio conjunta dos isolados de T. harzianum e de fungos micorrizicos
arbusculares da espécie Glomus mosseae promoveram o aumento do crescimento € uma
menor infecgdo de bananeiras inoculadas com Foc em condigdes de campo. Este resultado
Pode ser decorrente do espessamento da parede celular da raiz de banana (que dificultaa
penetracdo do Foc e protege a planta uma vez que os sitios de infecgdo do fungo estdo
ocupados), além da indugdo da resisténcia e promogdo de crescimento da planta
(MOHANDAS et al., 2010).

Entretanto, a aplicag#io conjunta pode ter um limite, especialmente quando se utiliza
diferentes tipos de microrganismo. A utilizagio de apenas dois agentes de biocontrole, T.
harzianum + G, mosseae, foi mais eficiente que trés, 7. harzianum =+ G. mosseae +
Pseudomonas fluorescens, em bananeiras inoculadas com Foc em condigdes de campo
(MOHANDAS et al., 2010).

Os resultados obtidos neste trabalho séo reforgados pelos estudos mencionados
anteriormente, nos quais se apresentam a possibilidade de utilizagdo de fungos para 0
biocontrole de Fusarium oxysporum f.sp. cubense, Botrytis cinered € Colletotrichum
Acutatum. Conclui-se, portanto, que isolados obtidos da Bacia Amazonica possuem
Potencial para o biocontrole, uma vez que sio capazes de exercer atividades antagbnicas
Perante diferentes fitopat6genos.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

Considerando que a diversidade microbiana brasileira é ainda pouco conhecida
(PYLRO et al., 2014) e que os ambientes amazonicos representam locais de alta
diversidade de microrganismos (CENCIANI et al., 2009), a identificag#o, j4 em processo,
dos isolados obtidos neste trabalho permitira verificar se, além de fungos conhecidos,
foram obtidos novos fungos com potencial para o biocontrole dos fitopatégenos auul
testados,

Posteriormente, a analisc microscopica dos tipos de interagdo entre 0s isolados € 0s
fitopatégenos e, a extragiio de metabolitos dos fungos seguida de novos testes de inibicdo,
vao ampliar o conhecimento sobre os isolados e contribuirdo para uma futura utilizagdo
destes fungos e seus produtos em condigdes de casa de vegetagdo € campo.

Adicionalmente, visto que hé possibilidade de utilizagdo aditiva e/ou sinérgica de
microrganismos diferentes para o biocontrole e que fungos antagonistas 30 capazes i
realizar diversos tipos de interacdo perante um fungo fitopatogénico, a obtengdo, neste
trabalho, de fungos competidores e aparentemente hiperparasitas, e de fungos produtores
de metabélitos com atividade antifingica in vitro, representa um primeiro passo
importante para uma futura utilizagio em conjunto ou individual de inculos €

metablitos dos isolados para o controle biolégico de Fusarium oxysporum f. sp- cubense,

Botrytis cinerea e Colletotrichum acutatum.
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CONCLUSOES GERAIS

Diferengas nas categorias funcionais entre floresta e pastagem séo pequenas € exigem
um maior detalhamento das proteinas envolvidas em cada categoria;

Ambientes de floresta e pastagem apresentam diferengas na composigdo fiingica;
Ambientes de pastagem possuem maior diversidade alfa e os componentes fisico-
quimicos do solo podem contribuir para isto;

Ambientes de pastagem tendem a sofrer homogeneizagdo bidtica e jsto pode estar

associado a uma composigdo vegetal mais homogénea nestes locais;

Fungos isolados da bacia do Rio Mutum-Parana — RO, tém potencial para ©
biocontrole, visto a capacidade de exercer antibiose, competicio e aparente
hiperparasitismo in vitro perante Fusarium oxysporum f. sp. cubense, Botrytis cinered

e Colletotrichum acutatum.
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