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Resumo

O Eucalyptus benthamii é uma das principais espécies de eucalipto plantadas na regido Sul do Brasil, por
sua resisténcia a geadas e por seu uso na producéo florestal de madeira para fins energéticos. Na produgéo
de mudas, uma das principais doengas ocorrentes em viveiros ¢ o mofo-cinzento, causado pelo fungo
Botrytis cinerea. Uma das alternativas para o controle dessa doenca é o controle bioldgico com fungos
endofiticos, os quais podem competir com os patogenos foliares de mudas de eucalipto. O objetivo deste
trabalho foi isolar os fungos endofiticos provenientes de mudas de E. benthamii, identifica-los e seleciona-
los para o controle de B. cinerea. Eles foram isolados do interior de tecidos vegetais desinfectados,
identificados de acordo com critérios macro e micromorfolégicos e classificados a partir de testes de
controle bioldgico in vitro. Os resultados evidenciaram o potencial antagonista dos fungos Aspergillus sp.,
Penicillium sp. e Trichoderma sp. Nenhum desses fungos causou lesdes em mudas de E. benthamii.
Palavras-chave: Mofo-cinzento; eucalipto; viveiro.

Abstract

In vitro selection of endophytes for biological control of Botrytis cinerea in Eucalyptus benthamii.
Eucalyptus benthamii is one of the main eucalypt species planted in Southern Brazil, due to its resistance to
frost and its use in the production of forest wood for energy purposes. During the production of seedlings,
the main disease occurring in forest nurseries is gray-mold caused by the fungus Botrytis cinerea. One
alternative for control this disease is biological control with fungal endophytes, which can compete with the
foliar pathogens of eucalypt seedlings. The objective of this study was to isolate endophytic fungi from
seedlings of Eucalyptus benthamii, identify and select them for B. cinerea control. These were isolated from
the interior of disinfected plant tissues, identified according to macro and micromorphological criteria, and
based on tests of biological control in vitro. The results revealed the potential antagonist of Aspergillus sp.,
Penicillium sp. and Trichoderma sp. No fungi caused lesions in E. benthamii seedlings.

Keywords: Gray-mold; eucalypt; nursery.

INTRODUCAO

Eucalyptus benthamii Maiden et Cambage é natural da Austrélia, encontrado em areas limitadas
ao oeste de Sydney, em planicies com solos férteis ao longo do rio Nepean e seus afluentes. Essa
exigéncia silvicultural tornou a espécie vulnerdvel durante a expansdo da fronteira agricola, colocando-a
em condicdo de espécie ameagada de extingdo no seu pais de origem. Levantamentos recentes mostram a
ocorréncia de uma pequena populacdo e de alguns individuos isolados ao longo do Rio Nepean, entre as
localidades de Wallacia e Camden, e de uma populagido maior, localizada entre 33°49 latitude sul e
150°22 longitude oeste, em Kedumba Creek (HIGA; PEREIRA, 2003).

No Brasil, a espécie foi introduzida via semente pela Embrapa Florestas na década de 80, sendo
que as mudas foram plantadas no ano de 1988, originando uma &rea de producao de sementes (KRATZ et
al., 2011). Na regido Sul do pais, o clima é um fator limitante para a producdo florestal, fazendo-se
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necessario o cultivo de espécies que apresentem maior tolerancia ao frio. Em virtude da rapidez de
crescimento, da boa forma do fuste, rusticidade e resisténcia as geadas, o Eucalyptus benthamii destaca-se
entre as espécies do género. A crescente demanda por mudas estimula estudos mais detalhados sobre
quais aspectos podem contribuir para o desenvolvimento de E. benthamii em condi¢bes de viveiro
(SCHULTZ, 2011).

De acordo com Auer e Santos (2011), durante a produgdo de mudas de eucalipto em viveiros
florestais, podem ocorrer ataques de patdgenos, principalmente de fungos, causando doencas importantes
que reduzem a producdo, além de causarem significativos impactos econémicos, de acordo com a espécie
atacada e da época do ano.

As mudas de eucalipto estdo sujeitas a mais de uma dezena de doencas fungicas. Entre as
principais doengas que ocorrem em viveiros de eucalipto na regido Sul do Brasil, pode-se destacar o
mofo-cinzento, causado pelo agente etioldgico Botrytis cinerea Pers.: Fr, em fun¢do da elevada umidade,
juvenilidade e proximidade das mudas (BIZI, 2006).

Segundo Alfenas et al. (2009), o B. cinerea (mofo-cinzento) causa morte de mudas em reboleiras
ou distribuidas aleatoriamente nos canteiros. Posteriormente, surge abundante esporulacdo de coloragao
cinza sobre estacas, miniestacas ou microestacas mortas, folhas e brotagdes infectadas.

Essa doenca pode causar um alto percentual de perdas, sendo necessario algum tipo de controle,
normalmente feito por meio de produtos quimicos e por manejo integrado. De acordo com Bizi et al.
(2005), o controle quimico em viveiros florestais utiliza os mesmos produtos recomendados para a area
agricola, no entanto ndo existem fungicidas registrados para a cultura de eucalipto.

Considerando a constante demanda por parte dos viveiristas e produtores por recomendacdes de
controle, aliada a auséncia de produtos quimicos registrados, torna-se interessante um direcionamento das
pesquisas para o controle alternativo dessas doencgas (BIZI, 2006).

Uma das alternativas é o controle bioldgico com microrganismos endofiticos, que sdo agentes
antagonistas capazes de penetrar na planta e se disseminar sistematicamente no hospedeiro sem causar
doenca, mas impedindo o avanco dos patdgenos. (ARAUJO et al., 2002). Para B. cinerea, existem alguns
relatos de estudos com microrganismos para controle bioldégico em condicfes brasileiras, porém nenhum
deles trata dos fungos endofiticos.

Com essa perspectiva, 0 objetivo deste trabalho foi isolar os fungos endofiticos provenientes de
mudas de E. benthamii, identifica-los e seleciona-los conforme seu potencial para controle do patégeno B.
cinerea.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado entre outubro de 2009 e junho de 2010, no Laboratério de Microbiologia,
Patologia e Parasitologia da Universidade Federal do Parana e no Laboratorio de Patologia Florestal da
Embrapa Florestas, respectivamente localizados nas cidades de Curitiba e Colombo, PR.

Material vegetal utilizado

Foram utilizadas 30 mudas sadias de E. benthamii com trés meses de idade, procedentes de
viveiro comercial, formadas com sementes de area de producdo de sementes (APS), localizada no
municipio de Guarapuava, PR. As mudas foram produzidas em tubetes de 50 cm? preenchidos com
substrato comercial a base de vermiculita e casca de pinus. Na casa de vegetacdo, as mudas foram
acondicionadas em bandejas e mantidas com irrigacdo manual, apenas molhando-se o substrato.

Os lotes de mudas sadias foram utilizados para o isolamento dos fungos endofiticos e também
para os testes de inoculagdo com o patégeno Botrytis cinerea.

Isolamento dos fungos endofiticos

Inicialmente, procedeu-se & confeccdo de discos de folhas contendo a nervura central e de
segmentos de hastes das mudas de E. benthamii, cada amostra individual com cerca de 1 cm? de &rea. Ao
se tratar de fungos endofiticos, é necessario realizar uma técnica de desinfeccdo superficial, que foi
realizada utilizando o seguinte protocolo, descrito em Aradjo et al. (2002):
a) lavagem das amostras em &gua corrente para a retirada de residuos de poeira e solo;
b) corte das amostras em fragmentos;
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c) imersdo em solucdo de alcool 70% por 1 minuto;

d) imersdo em solucéo de hipoclorito de sédio 1% por 3-4 minutos;
e) imersdo em solucéo de alcool 70% por 30 segundos;

f) enxague por duas vezes em agua destilada e esterilizada.

Apos esse processo, 3 discos foliares e 3 segmentos de haste de cada muda foram colocados em
placas de Petri contendo meio BDA (dgar-batata dextrosado comercial, 39 g; 1000 mL), com a parte
superior da folha virada para cima. As placas foram incubadas em BOD a 25 °C, no escuro. Com o
surgimento das col6nias, elas foram purificadas para posterior identificagdo. Parte dos isolados foi
transferida individualmente para tubos de ensaio contendo BDA, cultivados por sete dias e recobertos
com 6leo mineral estéril, identificados e mantidos para preservacdo em refrigeracdo a 4 °C no Laboratdrio
de Patologia Florestal da Embrapa Florestas.

Identificagdo taxonémica dos fungos endofiticos

Primeiramente, os isolados foram separados em grupos denominados morfotipos, conforme a
morfologia macroscopica. Apos essa primeira divisdo em morfotipos, foi realizada a técnica de microcultivo
(KERN; BLEVINS, 1999) de uma colénia de cada grupo morfologicamente semelhante. Ldminas de sete e
14 dias obtidas do microcultivo foram utilizadas para a identificacdo dos fungos e sua classificacio,
realizada através de observacdes de corpos de frutificacdo ao microscopio dptico (400x) e da utilizacdo de
literatura especializada (KLICH; PITT, 1988; BARNETT; HUNTER, 1987; LARONE, 1987; HAZEN et
al., 1973; MENEZES; OLIVEIRA, 1993; KERN, 1988; HERRERA; ULLOA, 1990).

Técnica do microcultivo (KERN; BLEVINS, 1999)

Para essa técnica, foram utilizadas placas de Petri esterilizadas, contendo em seu interior uma
lamina e um pedaco de algoddo. Um cubo de aproximadamente 1 cm3 de meio de cultura BDA foi
cortado e colocado sobre uma Iamina contida no interior da placa. O fungo é repicado em todos os lados
do cubo, o qual sera posteriormente coberto por uma laminula esterilizada. O algoddo no interior é
umedecido com agua destilada esterilizada e a placa mantida em estufa incubadora por 7 a 14 dias, a
aproximadamente 28 °C. Apds o tempo determinado, a laminula foi retirada e colocada sobre outra
lamina limpa contendo uma gota de lactofenol de Amann, sendo as bordas vedadas com esmalte. As
laminas preparadas foram observadas em microscopio éptico.

Obtencao de indculo de Botrytis cinerea

O isolado utilizado nos experimentos foi obtido a partir de mudas de E. benthamii doentes,
procedentes de viveiro comercial. O patogeno foi isolado pelo método direto, ou seja, sob a lupa e com o
auxilio de um estilete, foram recolhidos micélio e conidios do patégeno, que posteriormente foram
transferidos para placas de Petri com meio BDA. Foram preparados trés isolados monospdricos,
multiplicados também em meio BDA, e mantidos em cdmara BOD a temperatura de 25 °C (ALFENAS et
al., 2009), até produzirem conidios para a inoculacdo. Esse isolado foi selecionado e utilizado nos
experimentos por apresentar um bom crescimento e esporulacéo in vitro.

Pareamento de culturas

Nessa etapa, foi utilizada a técnica de cultura pareada (MARIANO, 1993) para avaliacdo do
antagonismo dos isolados endofiticos contra fitopatdgenos, respeitando-se o tempo de crescimento dos
isolados e fitopatogenos avaliados. Para este estudo, foram escolhidos somente os endofiticos
identificados, em ndmero de nove isolados.

Os discos contendo micélio e/ou conidios dos isolados endofiticos e do patdgeno foram obtidos
de colénias crescidas em meio BDA, durante sete dias, incubadas em cadmara BOD, com temperatura de
25 °C. Apos esse periodo, os discos foram retirados da borda das colénias, com didmetro inicial de dez
milimetros. Os discos do enddfito e do patdgeno foram posicionados em extremidades opostas da placa
de Petri contendo meio BDA e novamente incubados em camara BOD por um periodo de 14 dias. Foram
realizadas duas avaliacdes, uma aos sete dias e a outra no final do periodo, equivalente ao intervalo de
tempo em que o micélio do patégeno atingiu o crescimento maximo na presenca dos fungos antagonicos.
Apo6s o periodo de incubacdo, a analise foi realizada por meio da medicdo dos didmetros médios das
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culturas. Neste ensaio, utilizou-se um delineamento inteiramente casualizado com cinco repeticGes, sendo
que cada placa de Petri constituiu-se em uma unidade experimental. Os testes estatisticos foram
realizados pelo Programa Assistat 7.6 (SILVA; AZEVEDO, 2009).

Para determinar a porcentagem de inibicdo do crescimento do patégeno, mediu-se o didmetro das
coldnias, subtraindo-se o diametro do disco de micélio inicial (QUIROGA et al., 2001) e calculada de
acordo com Edginton et al. (1971), pela formula:

- Porcentagem de inibicéo (P1%) = (Dc — Dt/ Dc) x 100
em que Dc ¢é o diametro médio da coldnia do patdgeno das placas testemunhas (sem antagonista) e Dt é o
didmetro médio da col6nia do patogenos frente ao antagonista (isolado endofitico).

Testes de patogenicidade dos fungos endofiticos

Os fungos endofiticos selecionados nos testes de antagonismo foram testados quanto a sua
patogenicidade ao E. benthamii. Para esse teste, empregou-se metodologia similar aos estudos de
patogenicidade em llex e Eucalyptus feitos por Lau e Grigoletti Junior (1997). Foram utilizadas dez mudas
de E. benthamii por tratamento, sadias, vigorosas e uniformes em altura e ndmero de folhas, que foram
distribuidas em caixas plasticas (40 x 60 x 35 cm). Uma camada aproximada de 10 cm de vermiculita
expandida umedecida foi colocada no fundo das caixas, para separa-las, manté-las em posicao vertical e para
facilitar a formacédo da camara Umida. As caixas permaneceram encobertas com tampas, formando a cAmara
Umida, durante o periodo de incubacéo de 14 dias, em casa de vegetacdo, sem controle de temperatura.

A inoculacdo dos fungos endofiticos F3 (Aspergillus sp.), F6 (Trichoderma sp.) e F29
(Penicillium sp.), selecionados nos testes de antagonismo, foi feita através de pulverizacdo com uma
suspensdo de esporos, obtida por meio da lavagem com agua ultrapurificada de col6nias cultivadas em
placas de Petri com meio BDA, durante vinte dias, com temperatura de 25 °C, em condicbes de
laboratério. A concentracio de esporos da suspensdo do isolado F3 foi de 5,5 x 10* conidios/mL, de
2,4 x 10* conidios/mL para o isolado F29 e de 2,7 x 10* conidios/mL para o isolado F6.

A avaliacdo da patogenicidade foi feita dez dias apds a inoculacdo dos fungos endofiticos,
verificando-se a presenca de sintomas. O reisolamento foi feito em meio BDA, para a confirmacdo da
patogenicidade do endéfito testado.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Isolamento dos fungos endofiticos

Foram isolados 62 fungos endofiticos, agrupados em 11 morfotipos, dos quais foram identificados
somente nove isolados: Alternaria sp., Amblyosporium sp., Aspergillus sp., Penicilium sp., Rhizoctonia sp. e
Trichoderma sp., presentes em discos foliares, e Pestalotiopsis sp. € Phoma sp., presentes em segmentos de
hastes. O restante dos fungos néo foi identificado, por falta de estruturas reprodutivas. Destaque dado para o
fungo Helminthosporium sp., que foi identificado nos dois tipos de amostras (Tabela 1). A maioria dos
isolados foi obtida de discos de folhas (35), e o restante dos segmentos de hastes (27).

Tabela 1. Rela¢do de fungos endofiticos isolados de folhas e hastes de mudas de Eucalyptus benthamii.
Table 1. List of endophytic fungi isolated from leaves and stems of Eucalyptus benthamii.

Antagonista Fungo NuUmero de isolados Frequéncia (%) Origem
F-13 Alternaria sp. 16 25,83 Disco foliar
F-30 Amblyosporium sp. 01 1,61 Disco foliar
F-3 Aspergillus sp. 02 3,22 Disco foliar

. . Segmento de haste/
H-9 Helminthosporium sp. 35 56,45 gDisco foliar
F-29 Penicillium sp. 04 6,45 Disco foliar
H-18 Pestalotiopsis sp. 01 1,61 Segmento de haste
H-22 Phoma sp. 01 1,61 Segmento de haste
F-14 Rhizoctonia sp. 01 1,61 Disco foliar
F-6 Trichoderma sp. 01 1,61 Disco foliar

Teste de antagonismo
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Os testes realizados através do método in vitro revelaram o potencial antagonista de alguns
fungos endofiticos contra B. cinerea, constatado através da sobreposi¢do das coldnias de Aspergillus sp.,
Penicillium sp. e Trichoderma sp., que reduziram o crescimento micelial do patdgeno (Tabela 2).
Contudo, o pareamento de alguns endofiticos apresentou resultados negativos, ou seja, estimulou o
crescimento da col6nia de B. cinerea (Tabela 2). Esse resultado contraditorio pode ser explicado por
sinergia decorrente da producéo de substancias estimuladoras entre fungos (AZEVEDO, 1998).

Especificamente contra o mofo-cinzento, Sanfuentes e Ferreira (1996) testaram Gliocladium
roseum (Clonostachys rosea), Penicillium sp., Trichoderma harzianum, T. viride e dois isolados de
Trichoderma sp. para a supresséo de B. cinerea em mudas de eucalipto. O melhor resultado foi obtido no
tratamento com G. roseum.

Mercader et al. (2006) isolou 71 fungos endofiticos de Eucalyptus globulus e os testou em
ensaios de biocontrole in vitro contra Botrytis cinérea. Entre eles, Clonostachys sp., Penicillium sp. e 4
isolados de Trichoderma sp. apresentaram bons resultados na supressdo das col6nias de B. cinerea,
confirmando a sua eficacia como agentes de biocontrole do fungo causador do mofo-cinzento.

As atividades antagonistas para reduzir a colonizacdo e esporulacdo do patdgeno nessas
condicBes demonstram que esses fungos possuem uma rapida germinacdo e iniciam a atividade
antagonica de forma oportuna (SUTTON; PENG, 1993).

Apesar de obter bons resultados da atividade antagdnica in vitro, isso ndo corresponde a garantia
da reducéo de doencgas no campo (BETTIOL, 1991). No entanto, Kupper et al. (2003) relata que diversas
vezes a eficacia dos antagonistas in vitro ou em casa de vegetagdo pode ser insuficiente para estabelecer o
limiar de populagdo exigida para um biocontrole no campo, mas pode servir como indicativo da
viabilidade no controle de fitopatdgenos sob condicGes naturais de infeccéo.

Tabela 2. Inibicdo do crescimento micelial de Botrytis cinerea apés teste de pareamento em meio BDA
com nove endofiticos isolados de folhas e hastes de E. benthamii.

Table 2. Inhibition of Botrytis cinerea mycelial growth after pairings test on PDA with nine endophytic
isolated from leaves and stems of E. benthamii.

Fungos testados Diametro médio das coldnias do fitopatégeno (mm)  Percentual de inibig&o (%)
Trichoderma sp. 26,2 a* 16,5
Penicillium sp. 26,6 ab 6,36
Aspergillus sp. 30b 4,45
Alternaria sp. 324c 0,8917
Pestalotiopsis sp. 37,6¢c 0,8917
Testemunha 3l4c 0
Rhizoctonia sp. 42 c -33,7
Helminthosporium sp. 43,4¢c -38,2
Amblyosporium sp. 51c -62,4
Phoma sp. 54,2 ¢ -72,6

Meédias seguidas por letras distintas diferem entre si, pelo teste de Duncan, ao nivel de 5% de significancia. Percentual de inibicdo
negativo significa que houve estimulo ao crescimento do patégeno. CV: 11,1%.

Testes de patogenicidade

As inoculagdes com os endofiticos Aspergillus sp., Penicillium sp. e Trichoderma sp. realizadas
em mudas de E. benthamii ndo produziram lesdes foliares apds o periodo de incubacdo. Desse modo,
verificou-se que esses fungos ndo sdo patogénicos em folhas de E. benthamii e podem ser utilizados para
testes de antagonismo em viveiros florestais. Segundo Azevedo (1998), é dificil estabelecer um limite
definido entre microrganismos endofiticos e patogénicos, sendo que algumas vezes certos endofiticos que
ndo causam sintomas aparentes em determinado hospedeiro podem agir como patégenos em outros. A
partir disso, os testes de patogenicidade visaram evidenciar qual seriam os efeitos na muda ap6s a
inoculagdo dos fungos endofiticos selecionados nos testes de antagonismo.

A partir dos testes de antagonismo e da auséncia de patogenicidade dos endofiticos testados,
pdde-se evidenciar o potencial de controle para uma préxima etapa, que englobaria os testes in vivo e sua
comparacao com um fungicida.
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CONCLUSOES

Os fungos endofiticos inibiram o crescimento in vitro de Botrytis cinerea e ndo causaram lesdes
foliares em Eucalyptus benthamii, podendo ser testados para o controle do mofo-cinzento em mudas
dessa espécie. Destes, podem ser indicados como potenciais controladores os fungos Aspergillus sp.,
Penicillium sp. e Trichoderma sp.
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