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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
Programa de Pos-Graduacédo em Engenharia Florestal
Universidade Federal de Santa Maria

Ceratocystis fimbriata Ellis & Halsted EM ESPECIES FLORESTAIS
NO RIO GRANDE DO SUL: COMPORTAMENTO E CONTROLE
BIOLOGICO
AUTOR: RICARDO MEZZOMO
ORIENTADOR: MARLOVE FATIMA BRIAO MUNIZ
Santa Maria, 25 de fevereiro de 2014.

Patogenos do género Ceratocystis sdo polifagos, atacando diversas espécies
com importancia econémica, como a acacia-negra, eucalipto, mangueira e cacau,
estes possuem ampla variabilidade, mesmo dentro de um Unico género ou espécie,
resultado de adaptacBes ao meio em que vivem e aos hospedeiros disponiveis.
Estudar o comportamento destes patdégenos, como Ceratocystis fimbriata, em
espécies florestais € importante para compreender as formas de sobrevivéncia,
variabilidade e resisténcia do fungo principalmente em espécies nativas. O uso de
biocontroladores como, dos géneros Trichoderma e Bacillus, tem sido largamente
estudado como alternativa para o controle biolégico de patégenos de solo. Diante
disto, o presente trabalho tem como objetivo estudar o comportamento de diferentes
isolados de C. fimbriata obtidos de kiwi (Actinidia deliciosa) em espécies florestais
como, acacia-negra (Acacia mearnsii), araca (Psidium cattleianum), araucaria
(Araucaria angustifolia), cerejeira (Eugenia involucrata) e inga (Inga marginata); o
potencial de biocontrole in vitro de Trichoderma spp. e Bacillus subtilis sobre C.
fimbriata e o comportamento in vivo de B. subtilis em mudas de acacia-negra, frente
a C. fimbriata, como alternativa de controle. Para tanto, foram utilizados isolados de
C. fimbriata obtidos e identificados em plantios de kiwi. No teste de patogenicidade
cruzada os isolados foram avaliados quanto a sua variabilidade patogénica e o
comportamento sobre mudas de acécia-negra, araca, araucaria, cerejeira e inga.
Atraves de testes de confrontagdo direta foi analisado o potencial antag6nico in vitro
de Trichoderma spp. e B. subtilis sobre o patégeno. Para a avaliagdo do
comportamento in vivo de B. subtilis as mudas de acacia-negra foram inoculadas
com o produto Rizolyptus®, sete dias antes e apds a inoculacdo do patdgeno. As
mudas de espécies nativas inoculadas com C. fimbriata ndo exibiram sintoma de
murcha ou descoloracdo dos tecidos. Entretanto, em mudas de acacia-negra 0s
isolados de C. fimbriata exibiram percentuais de severidade que variam entre 44,15
a 100%. Nos testes de confrontagéo direta os isolados de Trichoderma spp. e B.
subtilis demostraram-se eficientes no biocontrole in vitro sobre os isolados de C.
fimbriata com percentuais de inibicdo variando de 46,48 a 57,76 e 14,12 a 32,20%
respectivamente. No teste de biocontrole in vivo, o produto Rizolyptus® ndo foi
eficiente no controle de C. fimbriata e todas as mudas de acacia-negra inoculadas
com o patogeno apresentaram sintomas de murcha e morte.

Palavras-chave: Murcha-de-ceratocystis. Patogenicidade. Espécies nativas.



ABSTRACT

Master thesis
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Ceratocystis fimbriata Ellis & Halsted IN FOREST SPECIES IN RIO
GRANDE DO SUL STATE: BEHAVIOR AND BIOLOGICAL CONTROL
AUTHOR: RICARDO MEZZOMO
ADVISOR: MARLOVE FATIMA BRIAO MUNIZ
Santa Maria, February 25" 2014.

Pathogens of the genus Ceratocystis are polyphagous, attacking several
species of economic importance, such as black wattle, eucalyptus, mango and
cocoa, these have wide variability even within a single genus or species, the result of
adaptations to the environment they live in and the hosts available. Study the
behavior of these pathogens such as Ceratocystis fimbriata in forest species is
important to understand the ways of survival variability and fungus resistance mainly
native species. The use of biocontrol as of the genera Trichoderma and Bacillus,
have been widely studied as an alternative for the biological control of soil borne
pathogens. Hence, the present work aims to study the behavior of different isolates
of C. fimbriata obtained from kiwi (Actinidia deliciosa) in forest species as black wattle
(Acacia mearnsii), guava (Psidium cattleianum), araucaria (Araucaria angustifolia),
cherry (Eugenia involucrata) and inga (Inga marginata); potential biocontrol in vitro
Trichoderma spp. and Bacillus subtilis about C. fimbriata and the in vivo behavior of
B. subtilis in seedlings of black wattle , against C. fimbriata as an alternative control .
For this purpose, we used isolates of C. fimbriata obtained and identified in Kiwi
plantations. In the pathogenicity test isolates were evaluated for their pathogenic
variability and behavior on seedlings of black wattle, guava, araucaria, cherry and
inga. Through direct confrontation testing was analyzed in vitro antagonistic potential
of Trichoderma spp. and B. subtilis on the pathogen. For the evaluation of the in vivo
behavior of B. subtilis black wattle seedlings were inoculated with product
Rizolyptus®, seven days before and seven days after pathogen inoculation.
Seedlings inoculated with native species C. fimbriata showed no sign of wilting or
discoloration of the tissues. However, in seedlings of Acacia mearnsii isolates of C.
fimbriata exhibited severity percentage ranging from 44.15 to 100%. In direct
confrontation testing isolates of Trichoderma spp. and B. subtilis demonstrated to be
effective in vitro on biocontrol isolates of C. fimbriata with percentages of inhibition
ranging from 46.48 to 57.76 and from 14.12 to 32.20 % respectively. In biocontrol in
vivo test, the Rizolyptus® product was not effective in controlling C. fimbriata and all
black wattle seedlings inoculated with the pathogen showed symptoms of wilting and
death.

Keywords: Ceratocystis wilt. Biological control. Native species.
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1 INTRODUCAO

No Brasil as florestas ocupam dois tercos do territério nacional, o que
corresponde a aproximadamente 544 milhdes de hectares. Dessa cobertura florestal
0 equivalente a 1%, cerca de 5,5 milhdes de hectares sdo ocupados por florestas
plantadas. O restante, cerca de 538 milhdes de hectares, correspondem as areas
ocupadas por florestas nativas. O setor florestal brasileiro possui importancia
significativa na economia sendo responsavel pela geracédo de 4,1% do PIB do pais
gerando cerca de 6,5 milhdes de empregos diretos e indiretos (BNDES, 2007).

Neste contexto, as regibes de plantio de acacia-negra exercem grande
importancia econbmica e social, principalmente, nas pequenas propriedades,
diversificando a renda e proporcionando desenvolvimento e qualidade de vida. A
agricultura familiar representa 60% das areas cultivadas com essa espécie no pais
(TONIETTO & STEIN 1997). Entretanto, o desmatamento e a crescente diminui¢cao
dos ecossistemas e florestas para producdo agricola e areas de pastagens,
desencadearam a conscientizacdo e o desenvolvimento de diversos estudos, a fim
de restabelecer as areas naturais que sofreram degradacdo (ESPINDOLA et al.,
2005). A producdo de mudas de espécies florestais de qualidade e livre de
patdgenos é vital para a viabilidade e o sucesso tanto de florestas plantadas como
nos programas de recuperacao de areas naturais degradas.

Ceratocystis fimbriata € um fungo cosmopolita, conhecido na area florestal por
causar doengas em diversas plantas lenhosas. No Brasil, este patdgeno afeta varios
hospedeiros como Eucalyptus, Hevea, Mangifera, Platanus, Populus, Coffea, entre
outros, causando murcha, descoloracao dos tecidos internos do caule e até morte da
planta (ALFENAS et al., 2007). Este fungo é conhecido por produzir aroma que atrai
insetos vetores, facilitando sua penetracao pela epiderme da planta (BARNES et al.,
2003). Os primeiros relatos de murcha-de-ceratocystis em eucalipto ocorreram em
1997, em reflorestamentos clonais no sudeste da Bahia (FERREIRA, 1999). Tem-se
verificado, a partir de 2001, em plantios comerciais de acéacia-negra no RS, a
presenca do ataque de C. fimbriata em pontos isolados (SANTOS, 2004); em
plantios de kiwi na regido de Farroupilha, RS, foram coletadas plantas com sintomas
de murcha, causadas por Ceratocystis fimbriata (SONEGO et al., 2010).
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Apesar de C. fimbriata causar danos em plantios comerciais de acacia-negra
e kiwi, pouco se sabe a respeito da sobrevivéncia e disseminac¢do deste patdgeno
em outras espécies, principalmente, florestais nativas da regido da Serra Gaucha.
Através de testes de patogenicidade em inoculacdes cruzadas séo obtidas
informacdes sobre o comportamento do patégeno. Essas sdo importantes para
subsidiar estratégias de controle e prevencdo de doencas, evitando danos e/ou
perdas em espécies florestais. O controle genético vem sendo empregado,
entretanto, os resultados sdo obtidos a longo prazo. O emprego de técnicas
alternativas no controle a murcha-de-ceratocystis sdo importantes, pois o0 uso de
fungicidas é restrito, devido a auséncia de registro no Ministério da Agricultura e
Abastecimento. Estudos envolvendo controle biolégico vem crescendo, entre 0s
quais, estao os testes in vitro e in vivo com Bacillus subtilis e Trichoderma spp..

O género Trichoderma possui muitas espécies, podendo ser encontrado
habitando, praticamente, todos os tipos de solos espalhados por diversas regides do
mundo (HARMAN et al., 2004). A capacidade de controle do Trichoderma sobre
varios fitopatogenos se deve a diversos mecanismos de acdo e producdo de
substancias antimicrobianas, garantindo um amplo espectro de controle. Além disso,
algumas espécies de Trichoderma aumentam a disponibilidade de nutrientes e a
producdo de hormonios, promovendo o crescimento de plantas (LUCON, 2008).

O género Bacillus € composto por bactérias gram positivas, com formato de
bastonete que formam enddsporos resistentes ao calor (LIMA, 2010). Organismos
endofiticos, como Bacillus subtilis, possuem mecanismos de controle que envolvem
a producédo de substancias antibacterianas e antifungicas (CASTILLO et al., 2006),
interferindo no crescimento e na colonizacdo dos fitopatégenos.

Diante do exposto, o0s objetivos do presente trabalho s&o estudar o
comportamento de diferentes isolados de Ceratocystis fimbriata obtidos de kiwi
(Actinidia deliciosa) em espécies florestais como, acacia-negra (Acacia mearnsii),
araca (Psidium cattleianum), araucaria (Araucaria angustifolia), cerejeira (Eugenia
involucrata) e ingad (Inga marginata); o potencial de biocontrole in vitro de
Trichoderma spp. e Bacillus subtilis sobre C. fimbriata e 0 comportamento in vivo de
B. subtilis em mudas de acacia-negra, frente a C. fimbriata, como alternativa de

controle.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Ceratocystis fimbriata

O fungo Ceratocystis fimbriata Ellis & Halsted, pertence a classe
Pyrenomycetes, ordem Ophiostomatales, subdivisdo Ascomycotina, produz
peritécios negros, eruptivos. Os ascosporos sao unicelulares, hialinos e sé&o
liberados em massa gelatinosa. Microconidios hialinos sdo produzidos no interior
dos conidioforos, ao passo que os macroconidios pigmentados sao produzidos nas
extremidades destes (TRINDADE et al., 1997).

Conhecido por causar a murcha-de-ceratocystis, o fungo produz aroma que
atrai insetos vetores como moscas (Diptera) ou microcoleépteros (Coleoptera:
Nitidulidae), facilitando sua penetracdo pela epiderme da planta. Tanto o besouro
(Xyleborus affinis) quanto os residuos de seu atague podem ser considerados
agentes potenciais de disperséo, contribuindo para epidemiologia do patégeno. A
penetracdo pode ocorrer por ferimentos e, também, diretamente pelas raizes
(anastomose), ndo havendo necessidade de ferimento ou vetor, uma vez infectado,
0 tecido morto, pode servir como fonte de in6culo no solo por até cinco anos
(BARNES et al., 2003; OEPP, 2002; SOUZA et al., 2013).

Ceratocystis fimbriata coloniza, inicialmente, o cambio entre a casca e o
lenho, sendo esta uma caracteristica tipica de patdégeno de xilema. Um de seus
sintomas tipicos é visivel nas seccdes transversais de 0rgaos lenhosos, na forma de
estrias radiais escuras (BAKER et al., 2004);

Ceratocystis fimbriata € uma das espécies do género Ceratocystis importante
na area florestal, € um fungo polifago, com ampla distribuicdo geogréfica causando
doencas em diversas plantas lenhosas como, por exemplo, Platanus (Arménia, Italia,
Franca, Suica, EUA), Syngonium (Australia), Mangifera (Oma&, Paquistdo), Colocasia
(China), Coffea (Colombia), (ALFENAS et al., 2007; FATEH et al., 2006; HUANG et
al., 2008; MARIN et al., 2003; OEPP, 2002; VOGELZANG et al.,1990; WYK et al.,
2003). No Japédo, o cancro causado por C. fimbriata € considerada uma grave

doenca, dificultando o cultivo de Ficus carica (HOSOMI et al., 2012).
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No Brasil esse patdogeno ataca varios hospedeiros, tais como 0s géneros:
Eucalyptus, Hevea, Ipomoea, Mangifera, Platanus, Populus, Prunus, Coffea.
Recentemente, observado em Carapa guianensis, Tectona grandis e Passiflora
edulis. O ataque pode causar murcha, descoloragcdo dos tecidos internos do caule,
colonizagcdo de haste, peciolos e apodrecimento de frutos (ALFENAS et al., 2007,
FIRMINO et al., 2012; FIRMINO et al., 2013; HALFELD-VIEIRA et al., 2012).

Ribeiro et al. (1988) relataram pela primeira vez no Brasil, a ocorréncia do
ataque de C. fimbriata em acacia-negra. As plantas apresentavam sintomas de
murcha ou morte. Os caules quando cortados, transversalmente, apresentavam
coloracdo cinza-escuro, também exibiam rachaduras e exsudacdo de goma. Em
2001, Santos (2004) verificou em plantios comerciais de acacia-negra no estado do
Rio Grande do Sul, a presenca do ataque de C. fimbriata causando murcha da
acacia-negra.

Em plantios de kiwi na regido de Farroupilha, RS, foram coletadas plantas
com sintomas de murcha, escurecimento do lenho e frutos com tamanho reduzido,
causados por Ceratocystis fimbriata. Este patbgeno vem causando prejuizos aos
produtores, assumindo importancia econdmica, devido a alta suscetibilidade do
material enxertado, comprometendo o estabelecimento da cultura (PIVETA et al.,
2013; SONEGO et al., 2010).

Em eucalipto, a murcha-de-ceratocystis foi relatada pela primeira vez em
1997, em reflorestamentos clonais no sudeste da Bahia (FERREIRA, 1999), onde se
observaram talhdes monoclonais de hibridos com mortalidade de plantas superior a
40%. Ferreira (2000), verificou-se no primeiro ano de observacédo, que a doenca se
limitava a plantacdes monoclonais de dois genotipos, passando a atacar mais trés
genaotipos, sendo esses cinco genotipos, clones nobres do ponto de vista silvicultural
e tecnoldgico. As areas livres de inoculo do patdgeno correm grande risco de
introducéo da doenca via mudas propagadas vegetativamente.

A partir de 2001, foi relatada também a ocorréncia da doenca em plantios
monoclonais de eucaliptos nos Estados de Mato Grosso do Sul, Bahia, Minas Gerais
e Sao Paulo (FERREIRA et al., 2006). O Brasil e o Uruguai sdo os unicos paises das
Ameéricas onde foi constatada a murcha-de-ceratocystis em eucalipto. A doenca foi
também registrada em Uganda, Republica do Congo e Africa do Sul (ROUX et al.,
2000; ROUX et al.,, 2001; ROUX et al., 2004). Os isolados oriundos de eucalipto

aparentemente, sdo patogénicos somente ao eucalipto, podendo ser observada uma
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especializacdo do patdégeno em relagdo ao hospedeiro (BAKER et al., 2003; ZAUZA,
2004). A variacdo da agressividade entre isolados, apresenta um desafio para
criacao e selecédo de materiais resistentes. No Brasil, isolados de C. fimbriata tem se
mostrado agressivos a Eucalyptus spp. e Mangifera indica (HARRINGTON et al.,
2011).

Do ponto de vista epidemiolégico, a murcha-de-ceratocystis em eucalipto €
considerada uma doenca poliética, ou seja, 0 progresso da epidemia se verifica ao
longo dos anos. A partir dessa afirmacéo, existem estudos de analise de dinamica e
estrutura de focos (ADEF) que foram desenvolvidos para caracterizar espacialmente
epidemias, cujas avaliacdes sédo baseadas na incidéncia. Assim, um foco de doenca
€ definido como arvores com sintomas imediatamente adjacentes no padrdo de
proximidade vertical, horizontal ou diagonal (NELSON, 1996).

O uso de material genético resistente é considerado o método de controle
mais econdmico e eficiente para murcha-de-ceratocystis (SILVA et al., 2004). H4
varias caracteristicas que dificultam o controle do patossistema C. fimbriata x
Eucalyptus spp. entre elas: a sobrevivéncia do patégeno no solo e nos residuos
culturais, disseminacédo do fungo por mudas contaminadas, natureza sistémica das
infecgOes e a potencialidade de transmissdo do mesmo por implementos florestais e
ferramentas de corte (MAFIA et al., 2011).

2.2 Acacia mearnsii

Acacia mearnsii (De Wild.), popularmente conhecida como acéacia-negra é
uma espécie originaria da Australia e pertence a familia Fabaceae, subfamilia
Mimosoideae, € uma arvore de porte médio, copa arredondada e casca castanho-
escura dividida em pequenas placas (MARCHIORI, 1997).

No Brasil, a acacia-negra compde macicos florestais homogéneos e ocupa
aproximadamente 160 mil hectares, onde estdo inseridas 10 mil propriedades da
agricultura familiar concentradas no Rio Grande do Sul nas regides da Depresséo
Central, Encosta do Sudeste e Encosta Inferior do Nordeste (FOWLER et al., 1999;
SANTOS, et al., 1998; SCHNEIDER et al., 2000).
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A presenca desta espécie nos diferentes segmentos da economia e da
industria é ampla e bem distribuida, tanto para extracédo de tanino, a partir da casca,
até o uso da madeira para producéo de celulose, papel, chapas de fibra e energia. O
aproveitamento integral da madeira, associado ao rapido crescimento, tornam a
espécie ideal para o reflorestamento e para o uso industrial (SANTOS et al., 1998a).

Uma caracteristica importante da espécie € o0 cultivo em pequenas
propriedades, em sistemas agrossilvipastoris. Nos estagios iniciais, enquanto as
arvores apresentam pequena altura e o dossel da floresta estd aberto, os
agricultores fazem o plantio, em consorcio com a acacia-negra, de diversas culturas
agricolas como, por exemplo: milho, mandioca, melancia entre outras. Com o
desenvolvimento das arvores, quando o dossel da floresta esta fechado, a area
passa a ser aproveitada para o pastoreio, diversificando e aumentado a
rentabilidade dos investimentos aos pequenos produtores (SCHNEIDER et al.,
2000).

Para suprir os programas de plantio sdo necessarias grandes quantidades de
sementes. Em condi¢cdes naturais, as sementes sdo coletadas por formigas e
estocadas em seus formigueiros. Alguns reflorestamentos estdo sendo plantados
com sementes coletadas em formigueiros, devido a facilidade e abundéncia na
quantidade de sementes estocadas nos mesmos, porém, estas sementes sao de
baixa qualidade e ndo sofrem nenhuma selecédo. A baixa qualidade das sementes
aliadas as restricbes genéticas tem limitado a produtividade da espécie (CHARAO,
2005).

No Brasil, a gomose, causada por Phytophthora spp., é o principal problema
fitossanitario da acécia-negra. Entretanto tem-se verificado em plantios comerciais
na regido sul, a presenca de murcha-de-ceratocystis, cujo principal sintoma € o
aparecimento de murcha seguido de morte das plantas. Para a penetracdo na
planta, o fungo C. fimbriata necessita de ferimentos, que podem ser provocados por
ventos, granizo, insetos e tratos silviculturais. A transmissdo do patégeno de uma
arvore doente para uma arvore sadia esta associada a insetos vetores (SANTOS,
2004).

Na Africa do Sul, onde sdo caracteristicos os plantios monoculturais de
acacia-negra, foram isolados e identificados Ceratocystis albofundus e Erythricium
salmonicolor causando, respectivamente, murcha e cancro em arvores desta
espécie (WINGFIELD et al., 1995; ROUX et al., 2005).
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2.3 Psidium cattleianum

Psidium cattleianum Sabine, € uma espécie da Mata Atlantica pertencente a
familia Myrtaceae, conhecida popularmente como araca, ocorrendo desde a Bahia
até o Rio Grande do Sul, na Floresta Ombrofila Densa, com altura de trés a seis
metros com tronco liso e casca descamante. A espécie cresce em lugares umidos a
beira de rios, riachos e lagos (LORENZI, 1992).

O fruto é uma baga de coloracdo amarelada ou avermelhada, de acordo com
0 genotipo, cuja safra ocorre nos meses de fevereiro a abril, sendo muito apreciados
pela avifauna (MANICA, 2000). O araca nao é explorado industrialmente, o fruto em
sua maioria € consumido in natura ou em sucos e sorvetes, além de ser muito
difundido na medicina popular que utiliza as cascas e folhas para o preparo de
infusbes (HAMINIUK et al., 2006).

Esta espécie foi introduzida e, atualmente, é cultivada como ornamental em
diversos paises, como Estados Unidos, Bermudas, Bahamas entre outros paises da
América Central e Sul. O aracd tem como uma de suas caracteristicas, a facilidade
de adpatacdo a diversos climas, sendo o tropical o mais favoravel ao seu
crescrimento. No Havai, ja estdo sendo implantados programas de combate a
proliferacdo desenfreada dessa espécie que ameaca a rara flora endémica local,
porém até o momento sem sucesso (BIEGELMEYER et al., 2011; ORTEGA et al.,
2006; PATEL, 2012).

2.4 Araucaria angustifolia

Araucaria angustifolia (Bert.) O. Kuntze € uma espécie perenifdlia, variando
de 10 a 35 m de altura e 50 a 120 cm de diametro, podendo chegar a 50 m de altura
e 250 cm de diametro na idade adulta. Quando adulta, é heliéfila e tolerante a
temperaturas baixas. A espécie apresenta adaptabilidade fisioldgica as condi¢des de
luminosidade do ambiente (CARVALHO, 2003). A Floresta Ombrdfila Mista
pertencente a Mata Atlantica, € a Unica a abrigar a araucaria e apresenta grande

importancia ecologica (NARVAES et al., 2005). Com a exploracdo excessiva, aliada
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a falta de conhecimento do comportamento e requisitos silviculturas da espécie e
sem a devida reposicdo esta atualmente ameacada de extincdo (SCHEEREN,
1999).

Por se tratar de uma espécie ameacada de extingdo, pesquisas envolvendo
A. angustifolia sdo importantes tanto na ecologia como na economia, as quais,
abrangem a conservacdo de germoplasmas, exploragdo econdémica, sementes e
regeneracao das populacdes naturais (MANTOVANI et al., 2004).

Dentre as doencas observadas em araucaria, a podriddo de raiz e colo
causada por Fusarium spp. e Phellinus spp. chamam a atencao pela destruicdo de
plantas e pelo potencial de perdas para as florestas. Os sintomas reflexos da
podriddo de raiz aparecem na parte aérea, expressos por cloroses, seca e morte.
Quando é observada alguma anomalia na copa, a doenca jA apresenta estagio
avangado no sistema radicular (AUER et al., 1997). Em 2011, Santos et al. (2011)
relataram a presenca de Phytophthora cinnamomi causando morte de arvores de A.

angustifolia.

2.5 Eugeniainvolucrata

Eugenia involucrata, popularmente conhecida como cerejeira-do-mato ou
cereja do-rio-grande, quando adulta, pode atingir de 5 a 10 m de altura. Tendo sua
distribuicdo desde S&o Paulo até o Rio Grande do Sul, nas formagdes florestais da
Mata Atlantica e nas florestas e cerrados da bacia do Parana, ocorrendo ainda em
outros estados como Goias, Minas Gerais e Mato Grosso do Sul (MENDONCA,
2009).

Eugenia involucrata possui flores brancas, meliferas e frutos do tipo drupa,
glabra e brilhante, de cor vermelha ou vindcea-escura, com polpa cremosa
adocicada e comestivel, contendo de uma a trés sementes (LORENZI, 2002).

Sua principal utilizagdo esta concentrada na construcao civil, na producéo de
cabos de ferramentas, para lenha e carvdo, destacando-se pela durabilidade e
gualidade da madeira (LORENZI, 1992; CARVALHO, 2008).

Possui grande importancia ecologica, atuando na recuperagcdo de areas

degradadas e largamente dispersada pela avifauna, possuindo também
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propriedades medicinais como antirreumatica e antidiarreica (RODRIGUES &
CARVALHO, 2001). Possui sementes recalcitrantes, que perdem sua viabilidade
durante seu armazenamento dificultando os métodos de propagacao (GOLLE et al.,
2012).

E comum algumas mudas se contaminarem com cochonilhas, principalmente,
na fase de viveiro. As espécies Pseudokermis nitens e Ceroplastes janeirensis sao
as mais encontradas atacando mudas, que devem ser tratadas com 6leo mineral
(CARVALHO, 2009).

2.6 Inga marginata

O inga também conhecido como inga-mirim, é uma espécie nativa da Mata
Atlantica pertencente a familia Mimosaceae e ocorre nos paises da América do Sul e
Central. No Brasil, esta distribuida do Rio Grande do Sul ao Amapéa, com uma ampla
faixa de adaptacao ecoldgica e de altitude, entretanto, € mais encontrada em matas
fluviais (BARROSO et al., 1999).

A espécie € muito procurada por abelhas por ser considerada como grande
produtora de néctar e pdlen. Seus frutos sdo comestiveis e de agradavel sabor,
sendo utilizados na fabricacdo de refrigerantes. Na medicina popular, o fruto é
indicado no tratamento de tlceras (DURIGAN & NOGUEIRA, 1990).

E uma espécie muito importante na ocupacédo de areas degradadas e na
restauracdo da mata ciliar, por ser uma planta que contribui na fertilizacao e auxilia a
recuperacdo dos solos pobres ou esgotados pelo cultivo. Suporta encharcamento e
inundagédo (BARROSO et al., 1999; BARROSO et al., 2002; DURIGAN et al., 1990).

2.7 Variabilidade de agentes patogénicos

Dependendo do hospedeiro em que o patégeno for inoculado, podem ocorrer
diferencas em seu ataque, podendo assim, caracterizar isolados mais ou menos

agressivos na colonizacdo e no desenvolvimento de uma doenca. Essas
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informagdes sobre a variabilidade de agentes patogénicos sdo importantes para
entender a dindmica populacional e tracar estratégias para o0 estudo da
patogenicidade (PIVETA, 2013).

Do ponto de vista epidemiolégico, a variabilidade patogénica tem implicacdes
diretas no manejo da doenca. J& do ponto de vista evolutivo, a variabilidade genética
das populacdes é importante por determinar o potencial de adaptacado do organismo
as condicbes adversas, o que implica na escolha do material genético resistente e
no uso de fungicidas, de acordo com a agressividade do patégeno (MICHEREFF et
al., 2003).

Agentes fitopatogénicos, devido a alta plasticidade genética e ao elevado grau
de dependéncia dos fatores ambientais, estdo sujeitos as constantes
transformacdes, fisiolégicas e morfolégicas e as mudancas no comportamento
patogénico dificultando a avaliacdo da patogenicidade e a identificacdo do patégeno
(MICHEREFF, 2000; POLONI et al., 2008). Ferreira (2009a) sugeriu que a
divergéncia e a evolugcdo das espécies de Ceratocystis podem ter sido
desencadeadas pela especializacdo por hospedeiro, ja que foram observadas
pequenas diferencas morfoldgicas entre as espécies. Engelbrech & Harrington
(2005) consideraram a especializacdo de hospedeiro um fator importante na
conducao de especiacdo dentro do género Ceratocystis.

A analise das caracteristicas reprodutivas entre isolados de Ceratocystis
sugere que isolados de espécies diferentes, ou coletados em lugares distintos,
podem estar estreitamente relacionados (FIRMINO, 2011). Harrington et al. (2002)
estudaram a interfertiidade de diferentes isolados de C. laricicola e C. polonica,
coletados na Europa e Japdo. Estes autores citados anteriormente concluiram que
as duas espécies de fungos estdo intimamente relacionadas e somente se
diferenciam pela sua especializacdo fisioloégica pelo hospedeiro e pelos seus
vetores.

A velocidade do aparecimento dos sintomas no hospedeiro esta relacionada
com a diferenca na quantidade de doenca induzida pelo patdégeno. Estes
componentes da doenca podem ser considerados na caracterizacdo da variabilidade
de isolados de um patégeno (PARLEVLIET, 1979).

A inoculacdo em diversos hospedeiros utilizando testes de patogenicidade em
inoculacdes cruzadas objetiva a caracterizagdo patogénica de fungos, bactérias e

virus visando demonstrar a especificidade ou a quantidade de hospedeiros



25

susceptiveis a determinados isolados (FURTADO et al., 1999; MUNIZ et al., 1998;
PERES et al., 2003).

Segundo Baker et al. (2003), a grande variabilidade fisiologica nas
populacées de C. fimbriata, pode determinar se uma espécie vegetal hospedeira
sera ou nao infectada pelo patégeno proveniente de isolamento de outro hospedeiro.
Em seus estudos, os autores verificaram através de inoculagdes cruzadas que
isolados obtidos de Eucalyptus spp. foram capazes de infectar outros géneros como,
por exemplo, Crotalaria, Mangifera e Coffea. Ribeiro et al. (1988) promoveram
inoculagcdes cruzadas com isolados de C. fimbriata identificados de acacia-negra e
mangueira. Os isolados apresentaram a mesma patogenicidade em ambas as

espécies testadas.

2.8 Género Trichoderma e seu uso como controlador biolégico

O género Trichoderma compreende fungos de vida livre pertencente a Sub-
divisdo Deuteromycotina, familia Moniliaceae e possui muitas espécies que sao
geneticamente distintas, podendo ser encontrado habitando solos das regides de
clima tropical e temperado (HARMAN et al., 2004).

Isolados de Trichoderma podem ser reconhecidos, normalmente, através de
caracteristicas macroscopicas, rede micelial aérea hialina, septada, bastante
ramificada e esparsa e producado de pustulas conidiégenas diferenciais (brancas ou
verdes). Para determinacdo da espécie sao levados em consideragcao a estrutura e
tamanho dos conidioforos. Os conidios subglobosos, ovoides elipsdides ou eliptico-
cilindricos, sdo produzidos em série e acumulados no apice das fidlides formando
uma estrutura globosa ou subglobosa com menos de 15 um de didmetro. Podem ser
lisos ou ligeiramente rugosos, hialinos ou com coloragédo variando do amarelo ao
verde-escuro (ADELL, 2004).

Segundo Benitez et al.(2004), alguns isolados de Trichoderma foram capazes
de ativar os mecanismos de defesa a estresses abioticos e a doencas. Também
estimularam o crescimento das plantas com a producdo de compostos. Além de

estimularem o crescimento, junto a sintese ou ativacdo de fitohorménios, alguns
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isolados secretam &cidos organicos, provenientes de seu metabolismo de
compostos carbdnicos e como consequéncia acidificam o ambiente & sua volta,
havendo uma ligacdo com a capacidade de solubilizar micronutrientes e fostato.

O controle biolégico de doencas pode ser definido como sendo a aplicacéao
massal de microorganismos, como, por exemplo, o género Trichoderma, capazes de
controlar os fitopatégenos e proteger as plantas. Esta forma de controle vem sendo
desenvolvida ha varios anos em muitos paises, Seu sucesso consiste no
desenvolvimento de formulacbes estaveis capazes de carregar uma grande
quantidade de esporos viaveis, sendo assim, competitivos no local de acdo, o solo
(LOBO JUNIOR et al., 2009). Segundo estes autores, o controle biol6gico pode ser
empregado onde outros métodos de controle sdo ineficientes, favorecendo a
obtencéo de resultados em curto prazo.

Ao contrario do controle quimico, que apresenta efeito imediato e muitas
vezes total, o controle bioldégico pode apresentar rendimento abaixo do desejado,
havendo necessidade de integracdo com outros métodos de controle, caracterizando
0 que se chama de controle integrado. A auséncia de estudos sobre ecologia do
patbgeno e do antagonista impedem a implantacdo com sucesso do controle
biol6gico (GRIGOLETTI JUNIOR et al., 2000).

A capacidade de controle de Trichoderma spp. sobre varios fitopatogenos se
deve a diversos mecanismos de acdo e producdo de substancias antimicrobianas,
garantindo um amplo espectro de controle. Além disso, algumas linhagens de
Trichoderma aumentam a disponibilidade de nutrientes e a produc¢do de horménios,
promovendo o crescimento de plantas (LUCON, 2008).

Muitos isolados de Trichoderma spp. possuem crescimento rapido,
produzindo esporos e antibidticos eficazes. Essas caracteristicas tornam esses
fungos organismos ecologicamente bem sucedidos, podendo ser encontrados em
solos, restos culturais, raizes de varias espécies vegetais, sementes e ar. Muito
utilizado na industria e na agricultura, este microorganismo possui facil reproducéo
pela grande quantidade de conidios que produz e pelas varias formulacdes
possiveis, como liquida (6leo e &agua) e seca (granulado e pdés molhaveis)
(MILANESI, 2009).

Ainda ndo sdo completamente conhecidos os mecanismos utilizados pelas
espécies de Trichoderma para reconhecer, inibir ou atacar fungos fitopatogénicos.

Podem atuar por mecanismos diretos e/ou indiretos de acgdo, que incluem a
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antibiose- inibicdo ou supresséo do patégeno pela producdo de diversas substancias
toxicas, volateis e ndo volateis, com amplo espectro de atividade antimicrobiana; a
competicdo por nutrientes e/ou espaco com o0 patdogeno, levando o seu
deslocamento do sitio de infec¢do, impedindo a germinacédo de seus propagulos ou
0 processo de infeccdo da planta; o micoparasitismo — o0 antagonista utiliza o
fitopatbgeno como alimento, pois crescem em dire¢cdo ao patdgeno, se enrolam em
suas hifas, degradam a parede celular pela secrecdo de enzimas liticas (quitinases,
celulases, glucanases e proteases) e delas se alimentam; a inducédo de resisténcia-
algumas linhagens de Trichoderma possuem capacidade de desencadear uma série
de alteracdes morfolégicas e bioguimicas na planta, levando a ativacao dos seus
mecanismos de defesa contra varios fitopatégenos (LUCON, 2008).

O género é conhecido pela habilidade em produzir enzimas que degradam
celulose e quitina sendo utilizados na biodegradacdo do papel e no controle de
fungos fitopatogénicos como, por exemplo, Fusarium spp. , Rhizoctonia solani,
Sclerotinia sclerotiorum, Phytophthora nicotianae (ETHUR, 2006; LOBO JUNIOR et
al., 2009; PUGLIESE et al., 2008; SHARMA, 2011). Maciel et al. (2012), constataram
em seus estudos que produtos comerciais a base de Trichoderma spp., foram
eficientes no controle in vitro e in vivo de Cylindrocladium candelabrum em mudas
de Eucalyptus saligna.

No controle de fitopatdgenos de solo, pode ser aplicado Trichoderma spp.
isoladamente ou combinado com outros antagonistas ou ainda com fungicidas
comumente empregados no controle destes patdgenos. Podem ser utilizadas
linhagens resistentes ao fungicida de interesse ou linhagens selvagens, tendo como
finalidade desenvolver produtos biolégicos capazes de serem utilizados no manejo
integrado de doencas (LUCON, 2008).

Conforme Machado et al. (2012), no Brasil a baixa aplicabilidade de produtos
a base de Trichoderma se da pela falta de registro no Ministério da Agricultura
Pecuaria e Abastecimento. Outro fator apontado pelos autores é a caréncia em
difundir conceitos, principalmente sobre os beneficios e vantagens desencadeadas
pelo uso de biocontroladores, favorecendo o uso de agrotéxicos, além de, limitar o
conhecimento aos consumidores sobre as consequéncias do uso destes produtos

para salude e meio ambiente.
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2.9 Bacillus subtilis como agente biocontrolador

Bacillus subtilis € uma bactéria em forma de bastonete Gram-positiva, aerébio
facultativo, ndo patogénico, produtor de &cido acético e formador de enddsporo
(MAZZA, 1994).

Quanto a ecologia, as populacdes de B. subtilis habitam naturalmente o solo
juntamente com outros microrganismos procariontes e eucariontes em grande
namero e diversidade. Os organismos procariontes, como o0 B. subtilis, podem
ocupar nichos ecologicos distintos em associacdo com plantas, e sendo endofiticos
estabelecendo-se nos tecidos internos, na rizosfera, rizoplano, filoplano, onde se
multiplicam, sobrevivem e se protegem da acdo antagonistica do restante da
microflora (CAMPOS et al., 2008; ONGENA et al., 2005).

Em condi¢cdes desfavoraveis como, por exemplo, variacdo de temperatura,
osmolaridade ou a disponibilidade de fontes de carbono, condicionam a célula
bacteriana a entrar em estadio de crescimento lento ou de fase estacionaria. Neste
estadio, as células buscam medidas adaptativas como: transformacdo genética por
DNA exo6geno, enzimas degradativas extracelulares e producdo de antibiéticos
(LANNA FILHO et al., 2010; STRAGIER et al., 1996).

A formacdo de endosporo ocorre em resposta a escassez de nutrientes,
acarretando na paralisacédo do ciclo de crescimento e divisédo celular. O enddsporo é
altamente resistente a agressbes externas, sendo, muito importante para a
sobrevivéncia das populagdes de B. subtilis, guando estas sdo expostas a condi¢cdes
ambientais desfavoraveis (CANO et al., 1995; HENRIQUES et al., 2000; STRAGIER
et al., 1996).

Manjula et al. (2005), constataram em seus estudos com feijdo guandu que,
B. subtilis favorece a promocédo do crescimento podendo levar as sementes a rapida
germinacdo. Cabe destacar que o rapido desenvolvimento da plantula ocasiona um
desenvolvimento precoce, proporcionando a planta alcangar a fase adulta em menos
tempo o0 que ajuda a diminuir os riscos de ataque a patdgenos presentes no solo
(LANNA FILHO et al., 2010).

A resisténcia ao calor dos metabdlitos produzidos  por B.
subtilis, permanecendo ativos apo6s autoclavagem do meio a 121°C/20 min, e a

formacdo de enddsporos altamente resistentes ao calor sdo caracteristicas de
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grande importancia e que favorecem o desenvolvimento de formula¢gées comerciais
desta bactéria (BAKER et al., 1983; BETTIOL & KIMATI, 1990; LANNA FILHO et al.,
2010; LAZZARETTI, 1993; NORRIS et al., 1981).

O uso de bactérias benéficas sejam endofiticas, rizobactéria ou habitantes de
filoplano, € importante por proporcionar o controle biolégico de doengas em plantas.
A busca por resultados sobre sua viabilidade como agente de biocontrole
desenvolvem-se em todo mundo com o objetivo de reduzir o uso de agrotoxicos na
agricultura. Essas bactérias podem atuar por inducdo de resisténcia, por
antagonismo direto ou das duas formas concomitantemente (ROMEIRO et al.,
2009).

Produtos a base de B. subtilis vém sendo testados nos EUA desde o inicio na
década de 80 para o tratamento de sementes de amendoim, entre outras culturas,
contra varios fitopatégenos (WELLER, 1988).

Isolados de B. subtilis produzem um grande espectro de metabdlitos
antifangicos, como, por exemplo, lipopeptideos das familias da surfactina, iturina e
fengicina (ONGENA et al., 2005).

Pesquisas recentes revelam que B. subtilis € capaz de produzir substancias
volateis com atividade antifingica. Porém, uma parcela dessas substancias volateis
produzidas por esta bactéria ainda sdo desconhecidas (KAl et al., 2007). Dados
obtidos por Chen et al. (2008) mostram que 14 compostos volateis de B. subtilis,
identificados através da cromatografia gasosa de espectro de massa (CG-MS),
apresentam aparente fonte de compostos bioativos. A natureza antifingica de
alguns dos compostos, tais como 2-etil-hexanol, 2,4-bis (2-metilpropil) fenol, 4-
hidroxibenzaldeido e 2-nonanona, foi também demonstrada em outros
patossistemas (ALMENAR et al., 2007; WANG et al., 2004).

Mesmo com a crescente procura por alternativas para o controle de
fitopatdgenos, ainda ha muitas barreiras para que o produto final chegue ao
consumidor, devido a problemas burocraticos e legislativos. No entanto, € notorio o
aumento na procura de empresas com interesse de produzir e comercializar
produtos a base de microrganismos com potencial de biocontrole (LANNA FILHO et
al., 2010).



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Localizagao e caracteristicas gerais do experimento

Os ensaios experimentais com as mudas de espécies florestais foram
realizados no Viveiro Florestal “Juarez Martins Hoppe” pertencente ao Departamento
de Ciéncias Florestais (DCF) do Centro de Ciéncias Rurais (CCR) da Universidade
Federal de Santa Maria (UFSM), localizado nas coordenadas 29°42’ de latitude sul e
53°42’ de longitude oeste e com altitude de 95m.

Os experimentos com avaliacdo da patogenicidade em mudas de espécies
florestais foram conduzidos de outubro de 2012 a fevereiro de 2013, em casa de
vegetacdo, com quatro irrigacfes diarias com duracdo de 15 min, realizadas por
aspersores fixos com lamina d’agua de 5 mm. Durante os periodos de dias
chuvosos, a irrigacao foi desligada, a fim de evitar 0 excesso de 4gua nas mudas.

O clima da regido caracteriza-se como subtropical umido, do tipo “Cfa”,
segundo a classificacdo de Kdppen, com temperatura média do més mais frio entre -
3 e 18 °C, e do més mais quente superior a 22 °C e precipitacdo média anual de
1.769 mm (MORENO, 1961).

Os experimentos laboratoriais foram realizados no Laboratério de
Fitopatologia “Elocy Minussi” pertencente ao Departamento de Defesa Fitossanitéria
(DFS) do CCR da UFSM.

3.2 Preparacéao dos isolados de Ceratocystis fimbriata

Foram utilizados cinco isolados (PM08, PM29, PP08, PC03 e PBO01) de
Ceratocystis fimbriata pertencentes a micoteca do Laboratério de Fitopatologia
“Elocy Minussi” da UFSM, onde permaneceram armazenados sob refrigeracdo em
eppendorffs contendo solucdo salina. Os isolados foram obtidos de amostras de solo

e material vegetal de plantas de kiwi (cultivares Monty, EImwood e Hayward) que
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apresentavam sintomas tipicos da doenca, em quarto pomares localizados na regiao
de Farroupilha - RS (Tabela 1) no més de julho de 2010 (PIVETA, 2013).

Tabela 1l - Coordenadas geograficas dos locais de coleta dos isolados de
Ceratocystis fimbriata na regido de Farroupilha-RS.

Pomar/Sigla Isolados Coordenadas
Pomar Miguel (PM) PMO08 e PM29 S 29°14°.242” W 51° 23'.187”
Pomar Bohn (PB) PBO1 S 29° 09°.022” W 51° 24’.805”
Pomar Colussi (PC) PCO3 S 29°09°.505” W 51° 22°.783”
Pomar Pasa (PP) PP08 $29°11°.751” W 51° 24°.118”

Posteriormente, estes isolados de Ceratocystis foram identificados como
componentes do complexo fimbriata dentro de quatro regifes do clado América
Latina (Figura 1) (PIVETA, 2013). Os mesmos foram cultivados em placas de Petri
contendo meio Batata-Dextrose-Agar (BDA) (200g de batata, 20g de dextrose, 17 g

de agar e um litro de agua destilada) a 25°C, fotoperiodo de 12 h, durante dez dias.
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Figura 1 - Arvore baseada nas seauencias ITS-rDNA de isolados de Ceratocystis sp.

pelo método Inferéncia Bayesiana. Com valores das probabilidades a
posteriori (pp). Com os valores de Bootstrap e Ceratocystis albofundus

como outgroup. A identificacdo dos isolados e do hospedeiro/local (entre
parénteses) esta indicada a frente do nome da espécie. As barras
indicam a fragéo de substituicdo por sitios (PIVETA, 2013).
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3.3 Teste de patogenicidade em mudas de espécies florestais

Para o teste de patogenicidade com isolados de Ceratocystis fimbriata foram
utiizadas mudas de acacia-negra (Acacia mearnsii), araucaria (Araucaria
angustifolia), cerejeira (Eugenia involucrata), inga (Inga marginata) e araca (Psidium
cattleianum).

As mudas de espécies florestais com idade aproximada de seis meses,
medindo entre 0,5 e 1,0 m de altura, foram adquiridas em um viveiro comercial em
Farroupilha, na Serra Gaucha. As mudas de acacia-negra, cerejeira e inga foram
transplantadas para sacos plasticos maiores de 1,5, 2,0 e 2,0 L, respectivamente,
contendo substrato comercial.

Os cinco isolados de C. fimbriata selecionados foram transferidos para placas
de Petri (90mm) contendo meio de cultura BDA e mantidas em incubadora com
fotoperiodo de 12 horas a 25°C durante 10 dias. ApOGs esse periodo, foram
adicionados 10 mL de agua destilada esterilizada as placas e, apos raspagem da
superficie da colénia com alca de Drigalski, a suspencdo de esporos (conidios,
ascoésporos e aleuroconidios) foi filtrada em camada dupla de gaze. A concentracao
da suspencao de inéculo foi determinada sob microscépio de luz com o auxilio de
um hemacitdémetro. A suspenséo foi calibrada para 2,5 X 10° esporos mL™ (LAIA et
al., 2000).

A inoculacdo das plantas foi realizada por meio de uma incisao longitudinal
superficial no caule de, aproximadamente, 5 cm acima da area do coleto das
plantas. A abertura do corte foi realizada com auxilio de um estilete e em seguida,
foram depositados, aproximadamente, 0,5 mL da suspensdo de esporos com o
auxilio de uma seringa milimetrada. O ferimento foi coberto com filme plastico de
PVC para evitar o secamento e a entrada de outros microrganismos. Para as plantas
controle foi empregada agua destilada esterilizada no lugar da suspensdo de
inoculo. Apos a inoculagéo, as plantas foram mantidas em casa de vegetacédo por 30
dias (acécia-negra) e 120 dias (espécies nativas) quando procedeu-se a avaliacdo
(adaptado OLIVEIRA, 2010). Para cada espécie florestal foram utilizadas quatro

repeticdes contendo trés mudas cada.
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3.3.1 Avaliagdo da severidade

Conforme descrito por Oliveira (2010) a avaliacdo da severidade ocorreu
medindo-se a altura das plantas e o comprimento das lesdes (sintoma tipico de
escurecimento do lenho causados pelo patdgeno colonizando o sistema vascular da
planta). Com esses dados, foi calculada a agressividade dos isolados (percentagem

de tecido doente), dado pela equacéao:

S=CL x HP' x 100,

Onde:

CL = comprimento da leséo e

HP = altura da planta.

3.3.2 Reisolamento de Ceratocystis fimbriata

Para o reisolamento dos isolados de C. fimbriata a partir das mudas
inoculadas, foram utilizados fragmentos do caule dos hospedeiros, através do
método de sanduiche de cenoura, de acordo com Laia et al. (2000). Para isso, foram
realizadas quatro repeticbes de cinco sanduiches de cenoura com pedacos de

tecido infectados e incubados em camara umida a 25°C por 10 dias.

3.3.3 Obtencéo das culturas mono-ascosporicas

De cada cultura reisolada de C. fimbriata, crescida em BDA e com 10 dias de
idade, foi retirada, com auxilio de uma agulha flambada e resfriada, uma massa de
ascosporos de um Unico peritécio e transferida para outra placa contendo meio Agar-

Agua (AA) (20g de agar e um litro de agua destilada) acrescido de antibi6tico
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(estreptomicina), na concentracéo de 100 pL. mL™. Apés a transferéncia, com auxilio
de uma alca de Drigalski esterilizada, a massa de ascosporos foi espalhada em uma
placa de Petri. Posteriormente, as placas foram incubadas a 25 °C no escuro por 24
horas. Apds esse periodo, os ascosporos germinados (formacdo de cadeias de
endoconidios) foram visualizados, perpendicularmente a placa, sob microscépio
estereoscopico. Apdés a visualizacdo dos esporos germinados, a cadeia de
endoconidios foi extraida com uma agulha flambada e resfriada. Os conidios
aderidos a agulha flambada e resfriada foram transferidos para o centro de outra
placa de Petri contendo meio BDA, suplementado com antibidtico (estreptomicina).
As placas foram colocadas novamente para incubar nas mesmas condi¢des por 15
dias (ALFENAS et al., 2007).

3.4 Pareamento de culturas entre Ceratocystis fimbriata e Trichoderma spp.

A acdo antagonista do fungo Trichoderma spp. sobre os cinco isolados
patogénicos (PM08, PM29, PP08, PC03 e PB01) de C. fimbriata foi avaliada através
do teste de confrontacdo direta. Para cada ensaio, efetuaram-se quatro repeticoes,
sendo cada repeticdo constituida por uma placa de Petri.

Foram testados os isolados de Trichoderma CP21 (Trichoderma asperellum),
SP13 (Trichoderma koningiopsi) (SILVA, 2013), disponibilizados pela micoteca do
Laboratério de Fitopatologia “Elocy Minussi” da UFSM, mais um produto comercial,
Agrotrich Plus® (AG) a base de Trichoderma spp..

Para tanto, um disco de 7 mm de didmetro com meio de cultura BDA
contendo micélio com 10 dias de idade, foi transferido, para uma placa de Petri
(90mm de diametro) a uma distancia de 0,5 cm da extremidade, também contendo
BDA. As placas foram incubadas durante sete dias a 25°C (x 2°C) com fotoperiodo
de 12 horas. ApOs esse periodo, foi acrescentado mais um disco de 7 mm de
diametro, desta vez, contendo micélio de Trichoderma spp. na extremidade oposta
ao disco de BDA contendo C. fimbriata na placa de Petri (adaptado ETHUR, 2006).
As placas foram incubadas em camara de crescimento a 25°C (x 2°C), com
fotoperiodo de 12h, por sete dias. Como testemunha, o patdégeno foi cultivado

separadamente.
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Durante o periodo de incubacéo, as placas foram avaliadas mensurando-se,
diariamente, o crescimento micelial dos isolados do patégeno com o auxilio de um
paquimetro digital. O calculo da porcentagem de inibicdo do crescimento micelial foi
determinado aplicando a férmula: % inibicdo = [(crtest — crtrat) /crtest] x 100, onde:
crtest = crescimento radial da testemunha; crtrat = crescimento radial do tratamento
(MENTEN et al., 1976).

Para a avaliacdo do potencial de biocontrole de Trichoderma spp. sobre C.
fimbriata foram adotadas duas escalas de notas. Uma delas, seguindo a escala de
Bell et al. (1982) que baseia-se na observagao visual, atribuindo notas de 1 a 5
(Tabela 2), e outra seguindo a escala de Rodrigues (2010), onde as placas séao

sobrepostas em um croqui, que atribui notas variando de 1 a 7, conforme Tabela 3.

Tabela 2 - Escalas utilizadas no teste de pareamento de culturas

Notas Escala de avaliagéo proposta por Bell et al. (1982)

1 Antagonista cresce e ocupa toda placa.

2 Antagonista cresce e ocupa uma parte do patégeno (2/3 da placa).

3 Antagonista e patégeno crescem até a metade da placa (nenhum domina o
outro).

4 Patogeno cresce e ocupa uma parte do antagonista (2/3 da placa).

5 Patogeno cresce e ocupa toda a placa.

Notas Escala de avaliagéo proposta por Rodrigues (2010)

1 Antagonista cresce por toda a placa de Petri e sobre o disco o patégeno.

2 Antagonista cresce por toda a placa de Petri, porém ndo sobrepfe-se sobre

o disco do patdgeno.

Antagonista cresce sobre 3/4 da placa.

Antagonista cresce sobre 2/3 da placa.

Antagonista e patdégeno crescem até a metade da placa.

Patdgeno cresce sobre 2/3 da placa.

~N o o~ W

Patogeno cresce por toda a placa de Petri.
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No momento da avaliagdo, quando as notas foram atribuidas, para uma
melhor uniformidade, foi utilizado um gabarito sob o fundo das placas, sendo

possivel visualizar as notas conforme o crescimento das col6nias (Figuras 2 e 3).

~

Figura 2 - Gabarito com a escala utilizada para atribuicdo das notas no teste de
pareamento de culturas. Fonte: Rodrigues (2010).

TRIC| | |ear

113 2/3
112

Figura 3 - Representacédo da escala de notas proposta por Bell et al. (1982),
adaptado Montalvéao (2012).
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3.5 Pareamento de culturas entre Ceratocystis fimbriata e Bacillus subtilis

A acdo antagonista da bactéria Bacillus subtilis sobre isolados patogénicos de
C. fimbriata também foi avaliada através do teste de confrontacdo direta. Para o
teste de pareamento de culturas foi utilizado o produto comercial Rizolyptus®a base
de B. subtilis e os mesmos isolados de C. fimbriata utilizados no teste de
patogenicidade em mudas de espécies florestais. Para cada ensaio, efetuaram-se
quatro repeticdes, sendo cada repeticao constituida por uma placa de Petri.

Para os ensaios, um disco de meio de cultura BDA de 7 mm de diametro
contendo micélio de C. fimbriata foi transferido para o centro das placas de Petri
(90mm de diametro), contendo meio de cultura BDA. Em seguida, as placas foram
incubadas a 25°C com fotoperiodo de 12 h por sete dias. ApOs esse periodo, quatro
discos de meio de cultura BDA contendo células bacterianas de B. subtilis, crescidas
por 48 h a 25°C, foram dispostas equidistantes entre si e do centro da placa de Petri.
As placas foram mantidas em incubadora nas mesmas condi¢des por mais sete dias,
a ocorréncia de antagonismo foi avaliada apés esse periodo, comparando com as
placas controle (somente com patdégeno) (adaptado SOTTERO et al., 2006). A
mensuragao do crescimento micelial dos isolados de C. fimbriata e o percentual de
inibicdo do crescimento micelial dos mesmos, segue a metodologia descrita no item
3.4.

3.6 Teste in vivo de Ceratocystis fimbriata x Bacillus subtilis em mudas de

acacia-negra

A partir dos resultados obtidos nos testes dos itens 3.3 e 3.5, fez-se a
composicdo dos tratamentos (Tabela 3), da espécie florestal (acacia-negra) e dos
isolados de C. fimbriata para o teste de biocontrole in vivo utilizando Bacillus subtilis

na forma comercial Rizolyptus® (RZ).
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Tabela 3 - Composicao dos tratamentos do teste de biocontrole com B. subtilis em
mudas de Acacia mearnsii, na forma comercial Rizolyptus®, sobre os
isolados PM29 e PP08 de C. fimbriata.

Tratamentos Codigos Composicao dos tratamentos
T1 RZxPP08 _ o _ ]
Rizolyptus™ inoculado sete dias antes do patogeno
T2 RZxPM29
T3 PPO8 . ]
Mudas inoculadas apenas com o patégeno.
T4 PM29
T5 PPO8XRZ _ o, _ ) )
Rizolyptus™ inoculado sete dias apos o patdgeno.
T6 PM29xRZ
T7 RZ Mudas inoculadas apenas com Rizolyptus®.
Mudas controle, empregado apenas agua destilada e
T8 TEST

esterilizada.

Para o teste in vivo de C. fimbriata e B. subtilis foram utilizadas mudas de
acacia-negra com, aproximadamente, 10 meses de idade adquiridas do mesmo
viveiro descrito no item 3.3. As mudas foram transferidas para sacos de 1,5 L,
preenchidos com substrato comercial e mantidas em casa de vegetagao, como
descrito no item 3.1.

Com o auxilio de um estilete, foi feita uma pequena incisdo longitudinal, de
aproximadamente 5 cm acima da area do coleto das mudas de acéacia-negra. Em
seguida, com o auxilio de uma seringa milimetrada, foi depositado 1mL do produto
comercial Rizolyptus® a base de B. subtilis. O ferimento foi coberto com filme
plastico de PVC para evitar o secamento.

Apos sete dias, foram inoculadas as suspensdes de esporos dos isolados
PM29 e PP08 de C. fimbriata conforme descrito no item 3.3, a 1 cm no sentido
longitudinal da area de inoculagdo do produto comercial Rizolyptus® (T1 e T2).
Foram inoculadas mudas contendo apenas suspensao de esporos dos isolados (T3
e T4) e apenas com Rizolyptus® (T7). As plantas controle foram inoculadas apenas
com agua destilada e esterilizada (T8).

Passados sete dias da inoculagdo do patégeno, as mudas foram inoculadas
com Rizolyptus® (T5 e T6), conforme descrito anteriormente (BROOKS et al., 1994).

As plantas foram mantidas em casa de vegetacdo por 30 dias. A avaliagcdo do
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potencial antagonista de B. subtilis através do percentual de severidade dos
isolados, o reisolamento do patégeno e a obten¢do das culturas mono-ascospaoricas

segue as metodologias descritas nos itens 3.3.1, 3.3.2 e 3.3.3, respectivamente.

3.7 Andlise estatistica

Os testes de patogenicidade em mudas de espécies florestais, pareamento de
culturas e biocontrole in vivo foram realizados em delineamento inteiramente
casualizado. Nos testes de pareamento de culturas foram utilizadas quatro
repeticdes por tratamento. Os testes de patogenicidade e in vivo foram realizados
com quatro repeticbes onde, cada repeticdo foi composta por trés mudas.

Para andlise da variancia (ANOVA), os dados que ndo seguiram a distribuicao
normal, quando submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk e
homogeneidade de variancia pelo teste de Bartlett foram transformados segundo
funcdo arcoseno (x/100)°°. Os resultados em unidades decimais ndo sofreram
transformacdes. Para comparacdo de médias foi utilizado teste de agrupamento
Tukey a 5% de significancia, com o auxilio do software estatistico SISVAR 5.3
(FERREIRA, 2009).



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Testes de patogenicidade de isolados de Ceratocystis fimbriata em

espécies florestais

No teste de patogenicidade de isolados de Ceratocystis fimbriata em mudas
de aracd, araucaria, cerejeira e inga (espécies nativas), ndo foram observadas
manifestacfes de sintomas de murcha e/ou secamento das plantas (Figura 4). Nas
quatro espécies testadas as médias de severidade (%) (Tabela 4), ndo diferiram
estatisticamente quando foram comparados os isolados e as testemunhas
inoculadas apenas com agua destilada e esterilizada.

A variacao nos percentuais de severidade (entre 3,88 e 5,30%) apresentado
pelas espécies testadas, € equivalente a lesdo causada em resposta ao ferimento
provocado durante as inoculacdes e o comprimento das plantas, o que explica os
valores do percentual de severidade menores dos isolados PBO01 (araucaria,
cerejeira), PC03 (araucéria, cerejeira e inga) quando comparados aos valores das
testemunhas. Ocorreram cicatrizacdes nas lesdes de plantas de cerejeira inoculadas
com os isolados PM08 e PB01. Constatou-se que os isolados de C. fimbriata obtidos
de kiwi ndo foram patogénicos as espécies nativas testadas. Segundo Firmino
(2011), plantas assintomaticas podem estar relacionadas com a idade e as
condi¢cbes de crescimento, 0 que nao se aplica neste trabalho, visto que o tempo de
exposicao das mudas com o patdégeno seria, em tese, suficiente para que o fungo
colonizasse os tecidos e a planta manifestasse os sintomas do atague, o que nao foi
evidenciado, pois, durante o periodo de duragdo do experimento (120 dias), as

mudas néo exibiram qualquer sinal de anomalia ou sintoma da doenca.
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Tabela 4 - Médias de severidade (%) de isolados de Ceratocystis fimbriata obtidos
de kiwi em mudas de araca, araucaria, cerejeira e inga. Santa Maria, RS,

2014.
Espécies Isolados de Ceratocystis fimbriata
nativas TEST PBO1 PCO03 PMO08 PPO8 PM29 C.V. (%)
Aracé 3,88™ 4,42 4,31 4,37 4,11 4,08 18,59
Araucéaria 5,22 4,66 4,67 5,90 5,67 5,28 7,27
Cerejeira 5,29 4,67 5,20 4,68 5,29 5,30 12,78
Ingé 4,20 4,43 3,77 4,37 4,96 4,81 11,29

ns: efeito ndo significativo pelo teste de agrupamento Tukey (ps 0,05); C.V. (%): Coeficiente de
variacao.

Os valores nédo significativos dos percentuais de severidade podem estar
relacionada com o processo de cicatrizacdo dos cortes e a resisténcia ao ataque de
patégenos podendo variar de acordo com a fisiologia de cada planta. Conforme
Pascholati et al. (1995), fatores estruturais podem atuar como fonte de resisténcia e
devem ser considerados na auséncia da manifestacdo de sintomas. Segundo os
autores, a cicatrizagcdo dos cortes durante a conducao do teste de patogenicidade
pode estar relacionada ao aumento da lignificacdo das paredes celulares e a
formacdo de tiloses. Ainda segundo os mesmos autores, a lignificacdo das paredes
celulares representa um aumento no sistema de defesa das plantas. Através das
modificacbes quimicas da parece celular, a lignificacdo pode interferir no
crescimento dos agentes patogénicos aumentando a resisténcia ao ataque de
enzimas degradadoras, interferindo no processo de difusdo das toxinas do patégeno
em direcdo ao hospedeiro e de nutrientes em dire¢do ao patégeno.

Dickinson (2000) destaca que as tiloses resultantes do processo
desencadeado pela hiperplasia do protoplasma das células parenquimaticas
proximas ao xilema que crescem em direcdo ao elemento de vaso através das
pontuacdes, podem levar a obstrucdo parcial ou total. Consequentemente, essa
obstrucao dificultard o transporte de agua, podendo conter o avanco do patdgeno
através da translocacado. A colonizacdo do tecido vascular por C. fimbriata pode ser
prejudicada pela formacdo das tiloses e a obstrucdo dos vasos, dificultando a

translocacao para outras partes da planta.
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Para Daniel et al. (1995); Lo et al. (1996) e Sanier et al. (1992), uma das
razbes para que determinadas espécies sejam resistentes ao ataque de certos
patdgenos pode estar relacionada com a resisténcia provida de fatores bioquimicos.
Segundo estes autores, as fitoalexinas sdo compostos secundarios de baixo peso
molecular formados nas células vegetais em resposta ao estresse fisico, quimico ou
biolégico como o ataque microbiano. Estes compostos atuam como uma barreira
protetora, sendo capazes de impedir ou reduzir o ataque de patdégenos, expressando
uma importante fonte de resisténcia. Estes compostos fendlicos, quando presentes,
inibem a germinacao conidial dificultando a infec¢do. As fitoalexinas agem na ruptura
da membrana plasmética dos fungos, resultando na granulacdo citoplasmética, na
desorganizacao do conteudo celular e na inibicdo das enzimas fangicas refletindo na
reducdo ou inibicdo do crescimento micelial. Neste trabalho, ndo foi possivel
constatar se o insucesso na colonizagado dos tecidos das mudas de espécies nativas
pelos isolados de C. fimbriata estaria relacionado a fatores estruturais e/ou
bioquimicos, sendo necessarios mais estudos para elucidar as caracteristicas
envolvidas na colonizacdo e manifestacado de sintomas decorrentes do ataque de C.

fimbriata.

Figura4 - Teste de patogenicidade em mudas de Araucaria angustifolia. (A):
Testemunha inoculada apenas com agua destilada e esterilizada; (B):
Muda inoculada com isolado PM29 de C. fimbriata. (C): Cortes de A e B,
exibindo as lesdes. (T) testemunha e (C.f.) C. fimbriata.
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Em mudas de acacia-negra, os isolados de C. fimbriata apresentaram
diferentes niveis de severidade (Figura 5). Os percentuais de severidade foram
significativos para os isolados PM29, PP08, PMO08 e PCO03, diferindo
estatisticamente da testemunha inoculada com agua destilada e esterilizada, que
nao apresentou sintomas de seca ou murcha. Santos (2004) obteve o primeiro relato
de murcha-de-ceratocystis em plantios comerciais de acacia-negra no RS. Segundo
o autor, quando inoculados em mudas sadias, os isolados obtidos dos plantios
comerciais sintomaticos produziram 0s mesmos sintomas observados a campo.
Neste estudo, pode-se inferir que isolados PC03, PM08, PP08 e PM29 de C.
fimbriata foram patogénicos a acacia-negra, colocando em evidéncia plantios
comerciais livres do patdgeno na regido Serra Gaucha. Por se tratar de um patégeno
de solo, o uso de implementos agricolas e ferramentas entre os agricultores pode
acarretar a disseminacdo de C. fimbriata. Além disso, as mudas de acéacia-negra
utilizadas neste trabalho foram adquiridas em um viveiro comercial que abastece as
propriedades da regido. O isolado PM29 provocou a morte de todas as mudas em
28 dias, porém néo diferindo estatisticamente do isolado PP08 que obteve média de
94,03% de severidade, estes isolados foram responsaveis pelo maior nimero de
plantas com sintomas de murcha e morte (Figura 6).

Os isolados PC03 e PMO08 seguiram a mesma tendéncia, apresentaram
meédias superiores a 50% de severidade, ndo diferiram estatisticamente entre si e

dos isolados PP08 e PB01, contudo, diferindo da testemunha.
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Figura5- Médias de severidade (%) de murcha-de-ceratocystis em mudas de
Acacia mearnsii inoculadas com isolados de C. fimbriata obtidos de kiwi.
(*) Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste
Tukey (p=< 0,05).

O isolado PB0O1 exibiu o menor percentual de severidade (44,15%), nao
diferindo estatisticamente da testemunha e dos isolados PC03 e PMO08 de C.
fimbriata. Neste caso, vale ressaltar que estes valores correspondem a avaliacédo
decorridos 30 dias apés a inoculagédo. Certamente, este percentual aumentaria se as
mudas continuassem em contato com o patdgeno, visto que este isolado, em
relacdo aos demais, necessitou de mais tempo para expressar 0s sintomas e causar
a morte das plantas. Avigorando os resultados deste estudo, Piveta (2013), testando
os isolados PCO03, PB01, PP08 e PM08 em variedades de kiwi e clones de eucalipto,
obteve médias de severidade significativas quando esses isolados foram
comparados com as médias das testemunhas. Segundo a autora, os isolados PBO01,
PCO03 e PP08 exibiram altos percentuais de severidade para as variedades de Kiwi
Mont e Hayward. O clone 37423 (Eucalyptus urophylla x E. globulus) mostrou-se
altamente suscetivel quando inoculado com os isolados, PC03, PB01 e PP08. O
clone 35878 (E. urophylla x E. grandis) também foi altamente suscetivel quando
inoculado com os isolados PCO03 e suscetivel quando inoculado com o isolado PBO1.
Contudo, o clone 32864 (E. grandis) e a espécie de E.dunnii mostraram-se
resistentes aos mesmos isolados, resultando em uma importante fonte de

resisténcia.
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Figura 6 - Teste de patogenicidade de C. fimbriata em mudas de Acacia mearnsii.
(A): Planta morta inoculada com o isolado PB0O1. Ao lado testemunha
inoculada apenas com agua destilada e esterilizada (B): Testemunha e
planta morta inoculada com o isolado PC03.

As médias dos comprimentos de lesGes causadas pelos isolados de C.
fimbriata (Figura 7 e 8), seguem a mesma tendéncia dos percentuais de severidade.
O isolado PM29 n&o diferiu estatisticamente dos isolados PP08, PM08 e PCO03,
entretanto, diferiu do isolado PBO1 e da testemunha inoculada apenas com agua
destilada e esterilizada, exibindo a maior média de comprimento de lesdo de
50,01cm. Os isolados PC03, PM08 e PP08 diferiram da testemunha com médias de
comprimento de lesdo de 29,38, 32,29 e 40,42 cm respectivamente, porém, nao
diferiram entre si. O isolado PB0O1 apresentou a menor média de comprimento de
lesdo 21,07 cm ndo diferindo estatisticamente da testemunha e dos isolados PCO03,
PMO08, PPO8.



Figura 7 -

Figura 8 -
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Médias do comprimento de lesdo (cm) de murcha-de-ceratocystis em
mudas de Acacia mearnsii inoculadas com isolados de Ceratocystis
fimbriata obtidos de kiwi . (*) Médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem entre si pelo teste Tukey (p< 0,05).

Teste de patogenicidade de C. fimbriata em mudas de Acacia mearnsii.
(A): Caule com lesao causada pelo ataque do isolado PMO08; (B): Caule
sem sintomas da testemunha; (C): “Iscas de cenoura” utilizadas no
reisolamento do fungo; (D): Col6nia mono-ascospdérica do isolado PM08
em meio BDA.
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Os sintomas do ataque de isolados de C. fimbriata obtidos de kiwi em mudas
de acéacia-negra foram observados inicialmente com o fechamento dos foliolos das
plantas. Em seguida, o amarelecimento dos mesmos, evoluindo para murcha do
apice das mudas, secamento e queda dos foliolos e consequentemente, a morte da
planta.

Os primeiros sintomas de murcha foram observados 15 dias apo6s as
inocula¢des das mudas com o isolado PP08, dois dias apds o isolado PM29 também
manifestou sinais de murcha nas plantas. Decorridos 21 dias ap0s as inoculagdes,
todos os isolados causaram morte em pelo menos duas mudas de acacia-negra
inoculadas, seguindo em ordem decrescente os isolados PM29, PP08, PM08, PC03,
PB01 com 7, 6, 4, 4 e 2 plantas mortas, respectivamente. Segundo Firmino (2011),
isolados obtidos de cacau quando inoculadas no hospedeiro de origem mostram-se
altamente agressivos, expressando sintomas de murcha em 15 dias apds a
inoculacdo. Neste mesmo estudo, a autora constatou que, no teste de
patogenicidade cruzada com mudas de cacau e isolados obtidos de Annnona X
atemoya (atemoia), Mangifera indica (manga) e Tectona grandis (teca) foi verificado
sintomas de escurecimento do xilema, acarretando na morte das plantas em
aproximadamente 30 dias apds as inoculacdes. Contudo, isolados proveniente de
Eucalyptus spp. ndo foram capazes de manifestar sintomas de murcha em plantas
de Theobroma cacao (cacau).

Quando analisados o tempo do surgimento dos sintomas até a evolucdo da
morte das plantas no presente trabalho, os isolados PM29 e PP08 desencadearam a
murcha das mudas em 48 horas, seguidos dos isolados PC03 e PM08, 96 horas e 0
isolado PBO1 com 144 horas. Estes valores foram observados, desde o
aparecimento dos primeiros sintomas (fechamento dos foliolos) até a murcha total
das mudas de acacia-negra. Ribeiro et al. (1988) observaram que todas as mudas
de acéacia-negra inoculadas com C. fimbriata, manifestaram sintomas de murcha 14
dias apo6s a inoculagdo. Em outro estudo de patogenicidade cruzada entre mudas de
acacia negra e mangueira, os autores observaram que ambos isolados foram
patogénicos aos hospedeiros exibindo sintomas da doenca apds duas semanas das
inoculagdes, corroborando com os resultados obtidos neste estudo.

Aléem da variabilidade patogénica dos isolados de C. fimbriata, o rapido
aparecimento dos sintomas nas mudas pode também, estar relacionado com as

condicbes ambientais favoraveis, como temperatura e umidade presentes na época
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das inoculacdes. Constatou-se que estes isolados de C. fimbriata sé&o
potencialmente capazes de colonizar tecidos de hospedeiros diferentes aos de
origem, caracterizando variabilidade patogénica entre os isolados obtidos de kiwi na
regido de Farroupilha na Serra Gaucha. Valdetaro (2012), testando dois isolados de
C. fimbriata obtidos de seringueira, nos estados da Bahia e Acre e quando
inoculados em Crotalaria juncea (crotalaria), Hevea brasiliensis (seringueira),
Actinidia deliciosa (kiwi), Eucalyptus spp., Acacia mearnsii (acacia-negra) e
Mangifera indica (manga), exibiram diferentes niveis de agressividade em relacdo a
acacia-negra. Os percentuais de severidade dos isolados RB17 e A50 obtidos foram
9,11 e 5,33%, respectivamente. Quando observados os percentuais de severidade
dos mesmos isolados inoculados em kiwi, os valores aumentam para 21,51 e
21,26%, respectivamente. Segundo a autora, os resultados ndo evidenciam a
especializacdo por hospedeiro dos isolados RB17 e A50 testados. Conforme
Harrington et al. (2011), os isolados identificados no Brasil ndo possuem
especializacdo com relacdo a hospedeiros, porém, quando relacionados a niveis de
agressividade variam em proporcdo as espécies. Ao analisar os resultados do
presente estudo pode-se afirmar que os isolados PB01, PC03, PM08 e PP08 de C.
fimbriata obtidos de kiwi possuem diferentes niveis de agressividade e ndo possuem
especificidade a hospedeiros, visto que foram capazes de expressar sintomas em
acacia-negra e eucalipto (PIVETA, 2013).

Oliveira (2010) constatou que isolados obtidos de eucalipto em plantios
comercias em trés estados no Brasil (SP, MG e BA) possuem variabilidade
patogénica, pois, exibiram diferentes valores de severidade em 10 diferentes clones
de eucalipto. Resultados semelhantes foram observados por Zauza et al. (2004),
demonstrando que clones de eucalipto possuem diferentes faixas de resisténcia a C.
fimbriata. Neste mesmo estudo, os autores verificaram que o0s dois isolados
possuem niveis de severidade parecidos nos clones inoculados.

Em seus estudos, Johnson et al. (2005) verificaram em testes de inoculagao
cruzada, que isolados de C. fimbriata foram capazes de expressar sintomas em
géneros diferentes das utilizadas para obtencdo dos isolados. Assim, isolados de
Quercus spp. causaram sintomas de descoloramento de xilema em plantas de
Prunus spp.. Quando inoculadas com isolados obtidos de Prunus spp., plantas de

Carya spp. e Populus spp. também apresentaram sintomas da doenca.
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4.2 Pareamento de culturas entre Ceratocystis fimbriata e Trichoderma spp.

No teste de confrontacdo direta, os isolados de Trichoderma spp. e 0
composto Agrotrich Plus® mostraram-se eficientes no biocontrole de C. fimbriata,
guando avaliados pela escala de notas propostas por Bell et al. (1982) e Rodrigues
(2010) (Tabela 5) apresentando notas inferiores a 2 (Figura 9). Porém, a reducéo do
crescimento micelial dos isolados de C. fimbriata n&o foi significativa quando
comparados os isolados de Trichoderma spp. e o composto Agrotich Plus®. Segundo
Santos et al. (2012), isolados de Trichoderma spp. foram eficientes na inibicdo do
crescimento micelial in vitro de Thielaviopsis paradoxa, anaformo ao ascomiceto C.
paradoxa. Estes autores, concluiram que, seguindo a escala de Bell et al. (1982),
sete dos 10 isolados de Trichoderma spp. testados obtiveram nota 1. Se
compararmos as médias das notas obtidas pelo composto Agrotrich Plus® quando
avaliado pela escala de Bell et al. (1982) com as obtidas por Santos et al. (2012),
podemos consolidar o potencial de inibicho do crescimento micelial in vitro do
género Trichoderma frente ao género Ceratocystis. Entretanto, os resultados devem
ser interpretados com cautela, pois as condicbes in vitro podem, as vezes,
superestimar os valores, favorecendo o aumento no potencial de biocontrole.

Trichoderma spp. na forma comercial Agrotrich Plus® (AG), exibiu os melhores
resultados obtendo a nota maxima em eficiéncia (nota 1) nas duas escalas
avaliativas sobre todos os isolados de C. fimbriata. O isolado CP21 (T. asperellum)
apresentou medias de notas satisfatorias 1,10 e 1,15 nas escalas de Bell et al.
(1982) e Rodrigues (2010), respectivamente. O isolado SP13 (T. koningiopsi),
apresentou o menor desempenho entre os demais testados, com médias de notas
de 1,20 e 1,50 nas escalas anteriormente citadas, respectivamente. Entretanto,
mostrou-se capaz de controlar o crescimento micelial do patdgeno de forma
satisfatdria. Ethur (2006), em seus estudos, selecionou trés isolados de Trichoderma
spp. da rizosfera do tomateiro, com potencial antagbnico frente a isolados de
Fusarium solani. Segundo a autora, isolados de Trichoderma spp. que apresentarem
notas inferiores a 2,0 quando avaliados pela escala de Bell et al. (1982), podem ser
considerados muito eficientes no controle in vitro. No caso em tela, as notas dos
isolados de Trichoderma spp. e do composto Agrotich Plus®, variaram entre 1 e 1,75,

portanto, muito eficientes no controle in vitro de C. fimbriata. Milanesi (2009) também
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obteve resultados significativos do antagonismo de isolados de Trichoderma spp.
sobre Fusarium, corroborando para o potencial antagbnico e promissor de

Trichoderma spp..

Tabela 5 - Médias das notas do teste de confrontacédo direta obtidas pelos isolados
de Trichoderma spp. contra isolados de Ceratocystis fimbriata utilizando
a escala de Bell et al. (1982) e Rodrigues (2010). Santa Maria, RS. 2014.

C.f. PCO3 PBO1 PMO8 PM29 PP0O8

T B R B R B R B R B R

AG 1,00™ 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
CP21 1,25 1,25 1,25 1,25 1,00 1,00 1,00 1,25 1,00 1,00
SP13 1,25 1,50 1,50 1,75 1,00 1,25 1,25 1,75 1,00 1,25

C.V(%) 15,82 16,55 16,55 14,86 0,00 11,56 11,56 18,73 0,00 11,56

Onde: C. f: isolados de C. fimbriata; Tr: isolados de Trichoderma spp.; AG : Agrotrich Plus®; CP-21:
T. asperellum; SP-13: T. koningiopsi; B: médias obtidas pela escala de Bell et al., 1982; R: médias
obtidas pela escala de Rodrigues (2010); ns: efeito ndo significativo pelo teste Tukey  (p< 0,05);
C.V.: Coeficiente de variacao.



52

Figura 9 - Pareamento de culturas de Trichoderma spp. sobre o isolado PC03 de
C. fimbriata. (A): Agrotrich Plus® (AG) x PCO03; (B): T.asperellum (CP21)
x PCO3; (C): T. koningiopsi (SP13) x PCO03; (D): Testemunha apenas
com PCO3.

Neste trabalho, foi possivel evidenciar que as escalas de notas utilizadas néo
foram eficientes para discriminar através de notas os melhores isolados
antagonistas. Verificou-se que fungos de crescimento lento in vitro como C.
fimbriata, necessitam em média de 21 dias para preencher toda superficie da placa
de Petri e dessa maneira, ndo devem ser avaliados por metodologias que atribuem
notas. O género Trichoderma, geralmente, € capaz de colonizar toda superficie da
placa de Petri em média de quatro dias, sob pena de superestimar os resultados do
teste de confrontacdo direta. Conforme Lazarotto et al. (2012) para a selecao de
antagonistas em potencial, devem ser consideradas as diferencas de espécies do
patbgenos e mesmo variacdes interespecificas dos mesmos. Neste estudo, foi
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observada uma variacéo intraespecifica no crescimento micelial dos isolados de C.
fimbriata, refletindo na acéo de biocontrole de Trichoderma spp.

Figueirédo et al. (2010), analisando o controle biolégico de Trichoderma spp
sobre Sclerotinia sclerotiorum, verificaram que entre 0s nove isolados de
Trichoderma spp. avaliados para o potencial de biocontrole de S. sclerotiorum,
apenas trés apresentaram acdo satisfatoria obtendo nota 1 em antagonismo, na
escala de Bell et al. (1982). Os demais isolados de Trichoderma spp. apresentaram
potencial antagbnico leve, sendo atribuida a nota 2 nesta mesma escala.

Resultados semelhantes foram obtidos por Santos (2008), avaliando a
inibicdo da esporulacdo de Fusarium oxysporum, onde todos os isolados de
Trichoderma spp. provocaram forte inibicdo do crescimento micelial do fitopatégeno.
Seis isolados apresentaram excelente acdo antagbnica, pois foram capazes de
esporular sobre toda superficie do meio e inibiram o crescimento micelial do
fitopatdgeno, obtendo, nota 1 de acordo com a escala de classificacdo de Bell et al.
(1982). Outros quatro isolados colonizaram pelo menos 2/3 da superficie do meio,
obtendo nota 2.

Maciel et al., (2012), constataram efeito significado dos produtos Trichodel® e
Agrotrich Plus®, & base de Trichoderma spp., frente a isolados de Cylindrocladium
candelabrum, onde o antagonista ocupou, no minimo, 2/3 da placa de Petri.

Para Silva (2013), a escala proposta por Rodrigues (2010) obteve um
coeficiente de variacdo menor quando comparado com a escala proposta por Bell et
al. (1982), sendo assim, mais precisa para avaliacdo de testes de confrontacao
direta. Segundo a autora, a escala proposta por Rodrigues (2010) € mais objetiva,
permitindo que varios avaliadores encontrem médias semelhantes, sendo mais
vantajosa frente a escala proposta por Bell et al. (1982). Neste estudo, ao contrario
de Silva (2013), a escala de Bell et al. (1982) apresentou menor coeficiente de
variacdo (meédia de 8,63%), sendo mais precisa, quando comparada a escala
proposta por Rodrigues (2010) (média de 10,60%).

Entretanto, constatou-se que a medida diaria do crescimento micelial do
patdogeno durante a confrontacdo direta (Tabela 6), possibilitou a verificacdo de
diferencas significativas no crescimento micelial dos isolados de C. fimbriata
pareados quando comparados com a testemunha (Tabela 6). A interacao
antagonista x patégeno foi significativa, o que pode ser atribuido a agressividade de
crescimento in vitro do patdgeno, expressa por cada isolado. Segundo Silva (2013),
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0 isolado CP21 (T. asperellum) mostrou-se promissor no controle de Sclerotinia
sclerotiorum, preconizando a interacdo de mais de um mecanismo de acdo no
controle de patégenos como, por exemplo, liberacdo de metabdlitos ou parasitismo.
O crescimento micelial dos isolados de C. fimbriata foi permitido até 72 horas apés o
inicio da confrontacdo direta, o que pode estar relacionado com a competicdo de
nutrientes e espaco sobre a colonizagdo do meio de cultura.

O isolado PC03 mostrou-se mais agressivo apresentando médias que variam
de 41,66 a 45,70 mm enquanto que, para o isolado PM29, as médias de crescimento
foram de 27,79 a 29,74 mm, mostrando-se menos agressivo em relacdo aos demais
isolados. Lazarotto et al. (2012) em seu estudo, constataram diferenca significativas
mensurando o crescimento micelial de Fusarium spp. quando confrontados com
isolados de Trichoderma spp. e Agrotich Plus®.

Em relacdo aos percentuais de inibicdo do crescimento micelial do
antagonista sobre o patégeno (Tabela 6), o menor valor no percentual foi constatado
sobre o isolado PC03 em média 48,79%, seguido dos isolados PP08, PM08 PBO01 e
PM29 com valores médios de 48,50, 48,96, 51,52 e 51,64% respectivamente. Neste
estudo, foi possivel observar que os isolados de C. fimbriata com menor velocidade
de crescimento micelial apresentaram o0s maiores percentuais de inibicdo. T.
asperellum (CP21) mostrou-se mais eficiente quando comparado com os demais
antagonistas (em média de 51,31%) corroborando com os resultados relatados por
Silva (2013). O isolado PM29 gue exibiu maior nimero de plantas mortas no teste de
patogenicidade foi 0 menos agressivo in vitro. Mahalingam et al. (2011), analisaram
o percentual de inibicdo do crescimento micelial de isolados de T. koeningii, T. viride,
T.hirsuta, T. harzianum e T. glaucum sobre Ceratocystis paradoxa obtendo
percentuais de inibicdo de 75,00, 73,80, 72,3, 56,9 e 53,8%, respectivamente.
Rhaman et al. (2009), testando o percentual de inibi¢cdo in vitro de trés isolados de T.
harzianum, um isolado de T. virens e um isolado de T. pseudokoningii sobre um
isolado de C. paradoxa, obtiveram resultados expressivos do percentual de inibicao
com valores variando de 40,47 a 80,82%. Vale ressaltar que os percentuais de
inibicdo do crescimento micelial de C. fimbriata, do presente trabalho, assemelham-
se aos dos autores anteriormente citados, enfatizando o potencial de biocontrole in

vitro de Trichoderma spp. sobre Ceratocystis spp.
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Tabela 6 - Crescimento e percentagem de inibicdo do crescimento micelial (CM) in
vitro de Ceratocystis fimbriata no teste de confrontacdo direta com
isolados de Trichoderma spp.. Santa Maria, RS, 2014.

Trichoderma spp.

Variaveis C. fimbriata AG CP21 SP13 TEST CV (%)
PCO03 4253 aB* 45,70aC 41,66aB 84,55 bB 7,88
PBO1 40,43aB 36,26 aB 41,21aB 81,06 bB 5,71
CM PMO8 28,05aA 28,49aA 30,12aA 56,59 bA 11,06
(mm) PM29 29,74aA 27,79 aA 27,88aA 58,87 bA 8,20
PP08 30,13aA 30,77 aAB 30,35aA 59,06 bA 4,63
C.V (%) 7,80
PCO3 49,70 45,95 50,73 0,00
PBO1 50,12 55,27 49,16 0,00
% de inibicao PMO08 50,43 49,66 46,78 0,00
PM29 49,48 52,79 52,64 0,00
PPO8 48,98 47,90 48,61 0,00

Onde: CM: Crescimento Micelial de C. fimbriata; AG: Agrotrich Plus® CP21: T. asperellum; SP13: T.
koningiopsi; (*) Médias seguidas pela mesma letra mailscula na vertical e mindscula na horizontal
nao diferem entre si pelo teste Tukey (p<0,05); C.V.: Coeficiente de variagéo.

Segundo Silva et al. (2008), isolados de T. stromaticum, T. viride, T. virens
foram eficientes no controle in vitro quando pareados com isolado de Phytophthora

citrophthora com percentuais de inibicdo de 52,21, 42,81 e 30,35% respectivamente.

4.3 Pareamento de culturas de Bacillus subtilis sobre Ceratocystis fimbriata

No teste de confronto direto entre isolados de C. fimbriata e do composto
Rizolyptus® a base de Bacillus subtilis (Figura 10), as médias do crescimento micelial
foram significativas, diferindo estatisticamente das meédias do pareamento de

culturas das testemunhas, que continham apenas o patdgeno.
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Bacillus subtilis na forma comercial Rizolyptus®, mostrou-se eficiente no
biocontrole in vitro apresentando zonas de inibicdo antes mesmo do contato direto
com o patogeno (Figura 11), o que pode ser atribuido ao efeito de antibiose, que
pode ser caracterizada pela sintese de metabdlitos volateis liberados pelas
bactérias, além da competicdo por nutrientes e espaco, consequentemente,
interferindo no crescimento dos isolados de C. fimbriata. Segundo Kim et al. (2008),
o efeito inibitério de bactérias como B. subtilis, pode ser atribuido a producdo de
enzimas hidroliticas, capazes de degradar a parece celular e ciclos de lipopeptideos
(LDP), interferindo diretamente no crescimento micelial de fungos fitopatogénicos.
Em seus estudos, Seema e Devaki (2012) relatam que cepas de B. subtilis
antagonizaram em 50% o crescimento micelial de Rhizoctonia solani, cinco dias
apos o inicio do pareamento das culturas. Segundo estes autores, a acao de
antibiéticos, como, Inturin A e Sufarctina podem ter influenciado no crescimento
micelial e na coloracao da col6nia do patégeno.

Lee et al. (2008), confrontando 41 colbnias de B. subtilis, isoladas da
rizosfera de diferentes locais, sobre isolados de Phytophthora capsici, constataram
que 12 colbnias, entre elas, R15, R22, R30, R32 e R33, exibiram uma inibicdo
maxima do patégeno com zonas de inibicdo de 11,5, 11, 11, 5, 12 e 12 mm,
respectivamente. As mesmas colonias mostraram-se eficientes no biocontrole de P.
citrophthora, P. citricola e Colletotrichum coccodes. Segundo os autores, 0 género
Bacillus, ja consolidado como promotor de crescimento de espécies vegetais, exerce

também, um importante papel no controle de fitopatdgenos de solo.
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Figura 10 - Médias do crescimento micelial (mm) dos isolados PP08, PM29, PMO08,
PCO03 e PBO1 de C. fimbriata obtidos de kiwi quando pareados com
Bacillus subtilis na forma comercial Rizolyptus®. (*) Médias seguidas
pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey (p< 0,05).

Figura 11 - Pareamento de cultura de B. subtilis na forma comercial Rizolyptus®
sobre o isolado PCO3 de C. fimbriata. (A): Rizolyptus® x PCO3; (B):
Testemunha contendo apenas o isolado PCO03.

Quando observadas as médias dos percentuais de inibicdo do crescimento
micelial dos isolados de C. fimbriata (Figura 12), o composto Rhizolyptus® mostrou-
se mais eficiente no controle do isolado PP08, seguido dos isolados PC03, PM08 e
PM29 com 32,2, 29,77, 28,58 e 26,33% de inibicdo, respectivamente. O isolado
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PBO1 obteve o menor percentual de inibicdo in vitro de 12,14%. Neste isolado, a
bactéria permitiu o crescimento até 120 horas apos o inicio do pareamento das
culturas, ao contrario dos demais isolados de C. fimbriata, onde a interrupcdo do
crescimento micelial pela bactéria foi observada 96 horas apds o inicio da
confrontacao direta. Segundo Melo et al. (1995), os isolados OG e 5G de B. subtilis
inibiram significantemente o crescimento micelial in vitro de Fusarium solani. Os
percentuais de inibicdo foram de 53,37 (5G) e 71,750% (OG). Corroborando com 0s
resultados obtidos pelos autores anteriormente citados, Shiomi et al. (2008)
obtiveram com o mesmo isolado OG de B. subtilis, percentuais satisfatérios de
inibicdo sobre Fusarium moniliforme, Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii e
Exserohilum turcicum com valores de 53,84, 48,97, 42,68 e 46,68%,
respectivamente. Entretanto, os valores de percentual de inibicdo expressos neste
trabalho sdo inferiores a 35%, o0 que pode estar relacionado com a fisiologia dos
isolados de C. fimbriata, que possuem um crescimento micelial mais lento que os

patdgenos anteriormente citados.

PPO8 32,2
PM29
PMO08 28,58 - i
i Bacillus subtilis
PCO03 29,77 m Testemunha
PBO1
0 10 20 30 40

Inibicdo do crescimento micelial (%)

Figura 12 - Percentuais de inibicdo do crescimento micelial dos isolados PPOS8,
PM29, PM08, PCO03, e PB0O1 de C. fimbriata obtidos de kiwi pareados
com Bacillus subtilis na forma comercial Rizolyptus®.

Remuska et al. (2007), confirmaram o potencial de biocontrole do género

Bacillus. Em seus estudos, os autores constataram que Sclerotinia sclerotiorum foi
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impedido de formar esclerddios, importante estrutura de resisténcia, quando
pareadas com Bacillus thuringiensis. A bactéria inibiu em 37,44% o crescimento
micelial do patdégeno. A presenca do halo de inibicdo também foi observada pelas
autoras.

Conforme Kupper et al. (2003), isolados de B. subtilis foram eficientes no
controle in vitro de Colletotrichum acutatum. Segundo estes autores, bactérias
antagbnicas, como B. subtilis agem de modo geral, por antibiose, competicdo e
parasitismo. A acdo por antibiose em sua grande maioria, possui ampla variedade
de inibicdo. A producdo de substancias toxicas pode ser considerada, a forma mais
eficiente, entre mecanismos envolvidos no controle dos fitopatégenos.

Marroni e Germani (2011), concluiram que B. subtilis antagonizou em 9% o
crescimento micelial de Macrophomina phaseolinaem, quando pareadas in vitro.
Com base em seus estudos, os autores, observaram que cepas isoladas de plantas
selvagens exibiram maior potencial antagonista do que cepas isoladas de plantas

cultivadas.

4.4 Teste in vivo de Ceratocystis fimbriata e Bacillus subtilis em mudas de

acacia-negra

Ao contrario do controle in vitro, as cepas de B. subtilis ndo foram eficientes
no controle in vivo de C. fimbriata (Figura 13). Todas as mudas inoculadas com os
isolados PM29 e PP08 apresentaram sintoma de murcha e posteriormente morte.
Bell et al. (1982) ressalta que os testes de biocontrole in vitro servem como prévia
para selecdo massal de possiveis candidatos a antagonistas. Os autores ressaltam
gue nem todos os biocontroladores in vitro conseguem exibir 0 mecanismo
antagonista in vivo. Os resultados obtidos no presente trabalho corroboram com as
afirmacdes dos autores anteriormente citados, pois as cepas de B. subtilis exibiram
potencial promissor in vitro, porém, ndo consolidaram-se como antagonistas in vivo.

Os percentuais de severidade das mudas inoculadas apenas com Rizolyptus®
(RZ) e das testemunhas (TEST), inoculadas apenas com agua destilada e

esterilizada nao diferiram estatisticamente (Figura 14). Nao ha evidéncias de que as
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cepas de B. subtilis influenciaram na cicatrizacédo dos ferimentos, sendo necessarios
mais estudos para elucidar a interacao acacia-negra x B. subtilis.

As mudas inoculadas com B. subtilis na forma comercial Rizolyptus® sete dias
antes (RZxPM29 e RZxPP08) ou sete dias apos ao patdégeno (PM29xRZ e
PP0O8xRZ) apresentaram as mesmas caracteristicas das plantas inoculadas apenas
com os isolados de C. fimbriata (PM29 e PP08). Os primeiros sintomas de murcha
foram observados 15 dias apds a inoculacdo do fungo. Os sintomas continuaram
evoluindo gradativamente, independe da presenca das cepas inoculadas antes e
depois do patdgeno. Decorridos 28 dias do experimento todas as plantas inoculadas
com C. fimbriata estavam mortas, atingindo 100% nos valores de severidade.

Paz (2009) em seus estudos observou resultados significativamente negativos
no controle de B. subtilis sobre Botrytis cinerea em eucalipto, 0s tratamentos
contendo a bactéria resultaram na reduc&o no numero de folhas quando comparada
com a testemunha. Moreira (2013) obteve resultados insatisfatérios no controle in
vivo Bacillus sp. sobre Colletotrichum acutatum em macieira (Malus domestica).
Segundo a autora, B. subtilis na forma comercial Serenade® expressou bons
resultados no controle in vitro, porém ndo exibiu a mesma performance nos
experimentos a campo. Cabe ressaltar que o género Bacillus habita naturalmente o
solo, neste trabalho e nos citados anteriormente o biocontrole foi testado em
condicbes ambientais diferentes (caule e folhas) o que pode naturalmente ter
interferido nos mecanismos de acgéao.

Silva et al. (2012) também relataram resultados insatisfatérios de B. subtilis no
controle in vivo de Sclerotinia sclerotiorum em alface. Stockwell et al. (1998)
destacam que nem sempre resultados satisfatorios in vitro refletem eficacia a campo.
Para estes autores, bons resultados in vitro devem servir como parametros para
determinar a viabilidade no controle em condi¢des reais de infeccdo. Neste trabalho,
0 insucesso no controle efetivo in vivo demonstra a necessidade de mais estudos,
principalmente sobre metodologias de inoculacao e concentragéao do bioprotetor.

Devido a complexidade envolvida no controle de patdégenos causadores de
murcha vascular, como C. fimbriata, a alternativa mais promissora para elucidar este
patossistema € o controle genético, através de programas de melhoramento e o

desenvolvimento de variedades resistentes.
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Figura 13 - Médias de severidade (%) no biocontrole de B. subtilis na forma
comercial Rizolyptus® sobre os isolados PM29 e PP08 de C. fimbriata
obtidos de kiwi em mudas de Acacia mearnsii. Onde, RZ: mudas
inoculadas apenas com Rizolyptus®; TEST: mudas inoculadas apenas
com &gua destilada e esterlllzada RZxPM29 e RZxPP08: mudas
inoculadas com Rizolyptus® sete dias antes a inoculacdo do fungo;
PM29xRZ e PP08xRZ: mudas inoculadas com Rizolyptus® sete dias
apos a inoculagao do fungo. (*) Médias seguidas pela mesma letra, nao

diferem entre si pelo teste de Tukey (p< 0,05).

Figura 14 - Teste de blocontrole de B. subtllls na forma comercial Rlzolyptus sobre
o isolado PP08 de C. fimbriata em mudas de Acacia mearnsii. (A): muda
inoculada apenas com Rizolyptus®; (B): Testemunha inoculada apenas
com &gua destilada e esterilizada; (C): muda inoculada com Rizolyptus®
sete dias antes do isolado PPO08; (D): muda inoculada apenas com o
isolado PP08; (E): muda inoculada com Rizolyptus® sete dias apds o
isolado PPO08.



5 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos no presente trabalho, pode se chegar as
seguintes conclusoes:

- Os isolados PC03, PM08, PP08 e PM29 de C. fimbriata obtidos de kiwi s&o
patogénicos a Acacia mearnsii.

- Os mesmos isolados de C. fimbriata ndo sédo patogénicos a Psidium
cattleianum, Araucaria angustifolia, Eugenia involucrata e Inga marginata.

- Trichoderma spp. e Bacillus subtilis foram eficientes no biocontrole in vitro
sobre os mesmo isolados de C. fimbriata.

- Bacillus subtilis na forma comercial Rizolyptus®, ndo foi capaz de controlar a
murcha-de-ceratocystis em mudas de acacia-negra inoculadas com os isolados de

C. fimbriata.
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ANEXOS

Anexo 1 - Descrigdo dos meios de cultura utilizados no trabalho.

Meio de cultura Batata-Dextrose-Agar (BDA)

- 200 g de batatas descascadas e fatiadas;
- 20 g de dextrose;

- 15 g de agar;

- 1 L de agua destilada,;

- 0,05 mg de estreptomicina/100 mL de meio de cultura.

DHINGRA, O. D.; SINCLAIR, J. B. Basic Plant Pathology Methods. 2. ed. Boca
Raton: CRC Press, 1995. 434 p.

Meio de cultura Agar-agua (AA)

- 17 g de Agar;
- 1 L de agua destilada.

DHINGRA, O. D.; SINCLAIR, J. B. Basic Plant Pathology Methods.2. ed. Boca
Raton: CRC Press, 1995. 434 p.
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Anexo 2 - Descricao dos produtos comerciais utilizados no trabalho.

AGROTRICH PLUS® é um produto biolégico & base do fungo Trichoderma spp. na

quantidade de 108 UFCs g de produto e farinha de arroz gsp 1,0 kg, na forma de
pdé seco soluvel altamente concentrado para o tratamento de sementes ou
pulverizacdo. E eficaz para prevencdo de varios fungos e doencas de solo como
Fusarium, Rhizoctonia, Sclerotinia, Verticilium, Roselinea, Phytophthora, Pythium,
Phomopsis. Pode ser aplicado via substrato (2g kgde substrato), via adubo (2 kg
ha™* misturado ao adubo) e via solo (2 g m™? incorporados superficialmente) sendo
recomendado para as culturas de soja, trigo, feijao, café, batata, tomate, pimentédo e

demais hortalicas. Informacdes obtidas no rétulo do produto.

RIZOLYPTUS® é um inoculante biolégico indicado para otimizar o enraizamento de
estacas de eucalipto, tem como principio ativo 108 células viaveis/mL da rizobactéria
promotora do crescimento Bacillus subtilis (UFV — 3918. Registro no Mapa n°® SP-
00581 10010-7). Pode ser aplicado, misturado com a &gua utilizada para o
umedecimento do substrato (1 litro de Rizolyptus® 50 I* de substrato). Informacées

obtidas no rotulo do produto.

CAROLINA SOIL® é um substrato organico para plantas, indicado para a fase inicial
de producdo de mudas. Composicdo: turfa de Sphagno, vermiculita expandida,
calcario dolomitico, gesso agricola e fertilizante NPK. Com pH igual a 5,0 e

densidade de 101 Kg m™. Informacdes obtidas no rétulo do produto.



