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RESUMO

Dicyma pulvinata é um micoparasita encontrado em diferentes areas geograficas do
Brasil e em outros paises, porém ainda pouco estudado. Esse fungo apresenta potencial para
biocontrole do mal-das-folhas da seringueira, doenca causada por Microcyclus ulei, que
vem limitando a producdo de latex e a implantacdo de novos seringais, especialmente nas
regides Umidas do Brasil e da América Latina. O presente trabalho teve por objetivo a
realizacdo de estudos sobre D. pulvinata, buscando o desenvolvimento de uma tecnologia
de uso massal desse agente de biocontrole. Para tanto, avaliou-se o efeito de diferentes
substratos, dos métodos de producéo, regimes de luz, temperatura e das fontes nutricionais
no crescimento e esporulagdo do antagonista, bem como, métodos de secagem e
armazenamento dos esporos produzidos. Estudou-se, ainda, a compatibilidade do fungo
com agrotoxicos e o efeito da adicdo de adjuvantes ao inoculo. Quatro linhagens do
micoparasita foram avaliadas sob condi¢fes de campo. Finalmente, instabilidade genética
de duas linhagens de D. pulvinata mantidas em cole¢do, apos repicagens sucessivas, foi
determinada através das técnicas moleculares RAPD e RFLP.

O método mais eficiente para produgdo de D. pulvinata em larga escala foi o de
cultivo em sacos de polipropileno, utilizando arroz parboilizado como substrato. As fontes
de carbono glicose e sacarose foram responsaveis pelo maior crescimento das coldnias,
enguanto a sacarose e 0 amido elevaram a esporulagédo do fungo. Em arroz parboilizado néo
houve diferenca entre testemunha e as fontes de carbono. Sulfato de amonio destacou-se
entre as fontes de nitrogénio testadas. Fotoperiodos de 0 e 6 horas de luz promoveram
maior crescimento micelial do fungo e luz continua favoreceu a esporulagdo das linhagens

avaliadas. Com relacdo a temperatura, observou-se que o fungo cresce, esporula e germina
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entre 19 e 25 °C. Nos experimentos de secagem, trés dias em dessecador foi o periodo mais
adequado. Na germinagao, com seis horas de incubacgéo a 25 °C obtiveram-se mais de 90 %
de esporos germinados. Com relagdo ao armazenamento, o periodo de esporos viaveis apos
estocagem revelou ser curto, mostrando a necessidade de se desenvolver preparagdes
formuladas. Resultados obtidos com o Biodac mostraram que esse material podera se
constituir em alternativa como suporte para cultivo e veiculagdo do hiperparasita.

A acdo do D. pulvinata em campo foi comprovada, destacando-se as linhagens CEN
62 e CEN 93 com controle semelhante ao fungicida. O agente de controle demonstrou
incompatibilidade com os agrotoxicos avaliados, exceto com Malathion. Quanto ao efeito
da adicdo de adjuvantes as suspensdes de esporos do antagonista, ndo houve inibicdo do
crescimento e esporulacgdo, indicando que qualquer um desses produtos poderia ser usado
como componente de um formulado a base de esporos de D. pulvinata.

No que se refere aos estudos relativos a estabilidade desenvolvidos com duas
linhagens de D. pulvinata, verificou-se que este fungo, quando mantido em meio de cultivo
e apos cultivos sucessivos, apresenta alteragdes morfoldgicas de coldnias, caracterizadas
por formacdo de setores. Alteracdes genéticas também foram evidenciadas pelos diferentes
padrdes de bandas obtidos nas analises de RAPD e RFLP.

Neste trabalho foram estabelecidas as condic@es ideais de produgdo e armazenagem,
a eficiéncia em campo e a estabilidade genética de linhagens de D. pulvinata, que
certamente ira contribuir para o estabelecimento de uma tecnologia de uso do D. pulvinata

como agente de biocontrole para o mal-das-folhas da seringueira.
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ABSTRACT

Dicyma pulvinata is a mycoparasite found in different geographic areas of Brazil
and in other countries; however, it is still little studied. This fungus shows potential for the
biocontrol of South American Leaf Blight of the rubber tree, Hevea brasiliensis, caused by
Microcyclus ulei. This disease severely limits latex production and restricts the
development of new plantations in the humid regions of Brazil and Latin America. The
objective of the present work was to study D. pulvinata, to develop technology for mass-
production of this biocontrol agent. In this way, the effect of different substrates,
production methods, regimes of light, temperature and nutritional sources in the growth and
sporulation of the antagonist was evaluated, as well as methods of drying and storage of the
produced spores. The compatibility of the fungus with agrotoxins as well as the effect of
the addition of adjuvant to inoculum was also studied. Four strains of the mycoparasite
were evaluated under field conditions. Finally, genetic instability of two strains of D.
pulvinata from our collection was determined after successive replications using the
molecular techniques, RAPD and RFLP.

The method found to be most efficient for large-scale production of D. pulvinata
was culture in polypropylene bags, using parboiled rice as substrate. The carbon sources
glucose and sucrose allowed the fastest growth of the colonies, while sucrose and starch
improved the sporulation of the fungus. In parboiled rice, additional carbon sources
produced no difference from the control while ammonium sulphate was the most
favourable among the tested nitrogen sources. Photoperiods of 0 and 6 hours of light
promoted greater mycelial growth of fungus and continuous light favoured sporulation. In

relation to temperature, it was observed that the fungus grows and germinates between 19
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and 25 °C. In spore drying experiments, three days in a desiccator was the optimum period.
In the germination tests, with six hours of incubation at 25 °C, 90 % of spores germinated.
In storage, spores after harvest were found to be to be short-lived, indicating the necessity
of developing formulated preparations. Results obtained with Biodac showed that this
material is a viable alternative as support for culture and propagation of the hyperparasite.

The action of D. pulvinata in the field was proven, where strains CEN 62 and CEN
93 had similar control levels to the usual fungicide. The control agent, however,
demonstrated incompatibility with the evaluated agrotoxins, except with Malathion. The
addition of adjuvants to the suspensions of spores of the antagonist did not inhibit growth
and sporulation, indicating that any one of these products could be used as a component in
the formulations of spores of D. pulvinata.

Studies on the stability of two strains of D. pulvinata, showed that this fungus
readily presents alterations of colonial morphology, characterized by the formation of
sectors. Strains producing sectors were shown to possess genetic alterations as evidenced
by variations in bands obtained in RAPD and RFLP analyses.

In this work, methods of production and storage have been optimised, the efficiency in field
and the genetic stability of D. pulvinata strains demonstrated. These data may then
contribute to the establishment of the use of D. pulvinata as an agent of biocontrol for leaf
blight of rubber.
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CAPITULO 1

Revisdo Bibliografica

INTRODUCAO

A seringueira (Hevea spp.) € a principal fonte de borracha natural produzida no
mundo. Apesar de ter como centro de origem a regido amazodnica, os primeiros plantios
comerciais ocorreram no sudeste asiatico através de sementes oriundas da regido norte do
Brasil (Furtado & Trindade, 2005). A heveicultura ¢ uma atividade agricola importante,
pois esta relacionada com a conservagao do ambiente € com a fixagdo do homem no campo
(Bettiol, 2003).

A produgdo de borracha natural no mundo atingiu cerca de 8.620.000 toneladas em
2004, sendo que apenas Tailandia e Indonésia sdo responsdveis por mais de 50 % desse
total. Malésia, India, China e Vietna também sdo grandes produtores. O Brasil neste mesmo
ano produziu cerca de 98.000 toneladas, superando por exemplo o Sri Lanka (Agrianual,
2006), mas este numero ¢ considerado baixo frente aos grandes paises produtores. A maior
parte da borracha consumida no pais hoje ¢ importada.

No Brasil, existem condi¢des edafo-climaticas favoraveis ao desenvolvimento da
heveicultura e ha milhdes de hectares para o plantio, mas o insucesso nas areas tradicionais
de cultivo deve-se, especialmente, a presenga do Microcyclus ulei (P. Henn.) v. Arx, agente
causador do mal-das-folhas da seringueira (Mattos et al., 2003).

A maioria das pesquisas com seringueira buscam o controle do mal-das-folhas. Esta

¢ a mais séria enfermidade que vitima os seringais nas areas sempre umidas do Hemisfério



Ocidental (Viégas & Carvalho, 2000). O patogeno representa grande ameaga por sua rapida
disseminagdo, alta capacidade de causar danos severos e seu dificil controle (Gaparotto et
al., 1997).

Atualmente, sdo conhecidos diversos microrganismos com grande potencial para o
controle bioldgico de doengas foliares. Porém, a deficiéncia de conhecimentos relacionados
a biologia, genética, epidemiologia ou variabilidade, notadamente quanto a viruléncia e
agressividade dos isolados entre populagdes, tem levado a resultados muitas vezes
insatisfatorios em termos praticos (Mello et al., 2005).

O controle biologico apresenta uma série de vantagens, como o controle mais
duradouro, possibilidade de associagdo com outros métodos de controle, possibilidade de
utilizagdo das mesmas maquinas usadas rotineiramente para a aplicacdo de defensivos
quimicos, a ndo poluicdo do ambiente e o baixo risco de intoxicacdo para homens e
animais.

O fungo Dicyma pulvinata (Berk & M.A. Curtis) Arx [syn. Hansfordia pulvinata
(Berk & Curtis)], tem sido considerado um candidato potencial como agente de biocontrole
para o mal-das-folhas. Diversos isolados desse fungo foram encontrados, tanto em seringais
nativos como nos cultivados, parasitando M. ulei. A regido de Sao José do Rio Claro,
Estado do Mato Grosso j& possui praticas na exploragdo dessa técnica (Delmadi, 2002).
Entretanto, para melhor desempenho desse antagonista ¢ indispensavel a realizacdo de
estudos mais aprofundados sobre alternativas de producdo e formulacdo, eficiéncia em
campo e genética desse fungo.

A revisdo bibliogréfica a seguir compreende informagdes a respeito da seringueira,

do mal-das-folhas e do controle bioldgico, relevantes ao trabalho desenvolvido.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. A Seringueira

A seringueira (género Hevea) pertence a familia Euphorbiaceae, compreendendo
espécies lenhosas e arboreas, que podem atingir até cerca de 50 metros. A primeira
descricao de uma espécie deste género que possui a Regido Amazonica brasileira como
habitat natural, data de 1749 (Gongalves et al., 1983). Sua classificacdo atual congrega 11
espécies, sendo que destas, 10 sdo reconhecidas nessa regido (Gasparotto et al., 1997).

As espécies pertencentes ao género sao: H. brasiliensis (Willd ex. A. Juss) Muell.
Agr., H. guianensis Aub., H. benthamiana Muell. Arg., H. nitida Mart. ex. Muell. Arg., H.
pauciflora (Spr. ex. Bth) Muell. Arg., H. rigidifolia (Spr. ex. Bth) Muell. Arg., H.
comporum Ducke, H. spruceana (Bth.) Muell. Arg., H. microphylla Ule, H. camargoana
Pires e H. paludosa Ule. Jhrb. (Gongalves et al., 1983).

De acordo com Webster & Paardekooper (1989), a seringueira ¢ uma dicotiledonea,
mondica, com flores unissexuais, folhas trifoliadas e longos peciolos. O fruto ¢ uma capsula
trilocular que geralmente possui trés sementes (exceto as espécies H. spreceana e H.
microphylla) e o sistema radicular corresponde a 15% do peso seco total da seringueira
adulta.

Na maioria das espécies o caule ¢ ereto, cilindrico e sempre ramificado no alto da
copa. Em cada brotacdo, as primeiras folhas s3o maiores e mais distantes entre si e o foliolo
central, maior em relacdo aos laterais (Gomes & Albuquerque, 2000). A semente possui de
45 a 50% de o6leo viscoso de cor amarela, que pode ser aplicado na fabricagdo de tintas e

vernizes (Gongalves et al. 1983).



Todas as espécies do género produzem latex, com maior ou menor intensidade, em
funcdo das diferengas inter e intra-especificas (Webster & Paardekooper, 1989; Gomes &
Albuquerque, 2000).

Em regides com temperatura média anual igual ou superior a 20 °C, a seringueira
cresce e produz bem, especialmente em latitudes elevadas, como as das areas continentais
do Brasil e China. No entanto, essa planta apresenta condi¢des excepcionais de tolerancia e
adaptacdo a seca (Ortolani, 1985).

A seringueira possui uma baixa exigéncia edafica (Pereira, 1992). A maioria dos
solos explorados com seringueira nos estados onde se produz borracha natural é de baixa
fertilidade quimica natural, embora a cultura demonstre melhor producdo e
desenvolvimento se utilizados fertilizantes. Além de conter quantidades suficientes de
nutrientes para a planta e um suprimento de 4gua no solo e atmosfera, os solos considerados
aptos para o cultivo da seringueira necessitam ter propriedades que possibilitem a fixacdo e
o desenvolvimento de um sistema radicular vigoroso (Vieira & Gama, 2000).

Cerca de 70% do latex ¢ constituido de agua, portanto a pluviosidade torna-se
importante tanto no crescimento da planta como na producao do latex (Pereira, 1992). Em
condicdes climaticas de baixa pluviosidade ou elevada deficiéncia hidrica, a demanda de
agua da planta ¢ atendida em solos profundos (Ortolani, 1985).

Em plantas de Hevea ocorre um periodo de senescéncia e queda das folhas. Nesse
periodo, a planta utiliza suas reservas organicas e minerais para reconstituir sua folhagem,
conseqiientemente diminuindo a producdo de latex (Mathias Filho & Carmo, 1985). Essa ¢é
a fase mais importante para a fitopatologia, sendo relevante o conhecimento do habito

fenologico, a maneira e o refolhamento dos seringais. Quando os foliolos apresentam de 12



a 15 dias de idade, demonstrando colora¢do antocianica intensa, ocorre a grande maioria
dos ataques das doencas foliares (Gasparotto et al., 1997).

Segundo Hallé¢ et al. (1978), ha quatro fases no ciclo de ontogenia foliar
relacionadas com o nivel de atividade do meristema apical e com as fases de
desenvolvimento foliar da seringueira:

Estadio A - dura em média nove dias. A gema apical, anteriormente em repouso, entra em
atividade de divisao celular e formagdo dos primordios foliares e das gemas auxiliares.
Estadio B - dura em média dez dias. Essa ¢ a fase do alongamento e possui dois substadios:
B1 — foliolos na posic¢ao vertical com apice voltado para cima, fortemente carregado com
antocianina.

B2 — 4pices dos foliolos voltados para baixo e coloragdo antocianica menos intensa.

Estaddio C — dura aproximadamente oito dias. Os foliolos apresentam-se pendentes, flacidos
e de cor verde.

Estadio D — dura cerca de 13 dias. Essa ¢ a fase de dorméncia da gema apical com folhas
totalmente amadurecidas.

A espécie H. brasiliensis, destaca-se como a espécie de maior interesse comercial e
a mais recentemente domesticada entre as plantas produtoras de latex. Compreende
caracteristicas importantes, como a alta capacidade produtiva de uma borracha que contém
propriedades como elasticidade, resisténcia ao desgaste, plasticidade, impermeabilidade
para liquidos e gases e isolamento térmico (Gongalves et al., 1983).

Em meados do século XVII surgiu o primeiro estudo de carater cientifico sobre a
borracha de Hevea, feito pelo naturalista franc€s Charles Marie de la Condamine.
Anteriormente a esta data, esta planta era apreciada somente como curiosidade, sem

perspectivas de uso pratico. Em 1839 descobriu-se o processo de vulcanizagao, sendo esse



um marco na evolucao do setor, abrindo horizontes para sua aplicacio e transformando a
borracha em matéria-prima de maior relevancia, indispensavel na tecnologia moderna
(Dutra et al., 1988).

Em 1908, no municipio de Una (BA) ocorreu a primeira iniciativa de cultivo da
seringueira no Brasil, com o plantio de 200 mudas de seringueiras vindas da Ilha de Java
(Gongalves et al., 1983). Atualmente, a seringueira tem sido cultivada de Norte a Sul do
pais, incluindo todos os estados das Regides Centro-Oeste e Sudeste. Na Regido Norte,
existem seringais de cultivo principalmente no Para e Rondonia, embora ainda predomine a
exploragdo de seringais nativos. No Nordeste, a cultura é explorada em Pernambuco e
Bahia (Gasparotto et al., 1997).

A producdo de borracha brasileira vem sofrendo aumento, passando de 89.202
toneladas em 1996 para 156.318 toneladas em 2003. A Regido Sudeste ¢ a que possui 0s
indices mais elevados de produ¢do. Somente no Estado de Sao Paulo foram produzidos em
2003 (81.915 toneladas) mais de 50% do total do pais. Os outros estados que mais
contribuem com a heveicultura sdo Mato Grosso (25.187 toneladas), Bahia (22.259
toneladas) e Espirito Santo (7.624 toneladas). Em relagdo a borracha colhida em 2003, a
regido Sudeste novamente destaca-se com 41.242 hectares, seguida da Regido Nordeste, da
Centro-Oeste, Norte e, por fim, da Regido Sul, com 296 hectares de area colhida
(Agrianual, 2006).

A produgdo de latex ¢ de fundamental importancia, pois seu emprego como matéria
prima ¢ imprescindivel na fabrica¢do de objetos cirtrgicos, impermeabilizacdo de tecidos,
na industria automobilistica, especialmente na fabricacdo de pneumaticos, como isolante

térmico, entre outros (Gongalves et al., 1983). Embora a borracha sintética obtida a partir



do petroleo possuir quase a mesma composicdo quimica da borracha natural, suas
propriedades fisicas restringem seu uso a alguns manufaturados (Tanzini, 2002).

Segundo Tanzini (2002), além do destaque devido a producdo do latex, os seringais
sdo importantes na conservacao do solo e melhoria do ambiente, além de gerar empregos e
riquezas, visto que a seringueira permanece produtiva por longos periodos, permitindo a
utilizagdo das areas degradadas ou imprestaveis para culturas anuais.

Na Asia, tém-se buscado algumas alternativas para aumentar a renda dos
heveicultores. A alternativa complementar mais importante tem sido a explora¢ao da
madeira, extraida quando o periodo produtivo das arvores encerra (com cerca de 25 a 30
anos). Na Malasia, aproximadamente 70% da madeira utilizada vem das seringueiras,
existindo a possibilidade de extracdo de 130 a 180 toneladas/ha de madeira em um seringal
no final do seu ciclo produtivo. Também pode-se produzir sementes, ja que a extracao de
6leos de seringueira vem apresentando grande potencial industrial (Tanzini, 2002).

No Brasil, apenas em 1990 pode-se verificar que a producdo de borracha em
seringais de cultivo (54%) superaria a de seringais nativos (Homma, 2003). A demanda por
borracha no pais ainda supera em muito a oferta, pois s6 em 2004 foram consumidas
282.000 toneladas de borracha, enquanto a produgdo ficou em torno de 98.000. Devido a
este fato, grande parte da borracha consumida no pais ¢ importada. Os maiores
fornecedores Tailandia, Indonésia ¢ Malasia com 78.235, 61.623 e 48.306 toneladas
respectivamente, em 2004. Outros paises como Vietnd e Cingapura também contribuem,
em menor escala, com as exportagdes de borracha para o Brasil (Agrianual, 2006).

Diversas doengas atacam a cultura da seringueira, sendo a maioria delas causadas
por fungos. O mal-das-folhas ¢ reconhecido por muitos fitopatologistas como a

enfermidade mais grave (Furtado & Trindade, 2005).



2. Mal-das-folhas

O mal-das-folhas da seringueira, também conhecido como queima-das-folhas ou
mal-sul-americano das folhas ou, ainda, South American leaf blight (SALB) para paises de
lingua inglesa, é causada pelo fungo Microcyclus ulei (P. Henn.) v. Arx. E considerada a
mais séria doenga da seringueira e o principal problema para o estabelecimento de seringais
de cultivo nas Américas Central e do Sul, limitando a implantagdo de novos
empreendimentos. At¢é o momento a doenca restringe-se ao Continente Americano
representando forte ameaga para o Oriente, onde existem os maiores plantios de seringueira
do mundo (Gasparotto et al., 1984; Moraes, 1989; Gasparotto et al., 1990; Gasparotto et
al., 1997).

A doenga encontra-se distribuida em todas as areas onde as espécies de Hevea sdo
nativas, desde a latitude de 18 ° N, em El Palmar, no México até a latitude de 24 ° S no
Estado de Sao Paulo (Gasparotto et al., 1990). O mal-das-folhas ja causou sérios prejuizos
nos seringais do Brasil, Guiana, Suriname, Peru, Trinidad, Colombia, México, Venezuela,
Honduras, Nicaragua, Haiti, Guiana Francesa, Bolivia, entre outros. No Brasil, o mal-das-
folhas ocorre em todos os estados onde a seringueira ¢ cultivada, causando danos relevantes
na Regido Norte, no Sudeste da Bahia e em alguns municipios do estado do Mato Grosso e
do Espirito Santo. (Gasparotto et al., 1997).

As tentativas de implantagdo de seringais comerciais no Brasil iniciaram-se em
1928 pela Companhia Ford em Fordlandia - PA, e, posteriormente, em Belterra - PA.
Porém, em razdo do mal-das-folhas fracassaram-se intimeros plantios, incluindo os do
Programa Nacional de Incentivo & Producdo de Borracha Natural na Regido Amazonica

(PROBOR), tendo sido implantados os PROBOR 1, II e III (Dean, 1989; Moraes, 1989;



Gasparotto et al., 1990). Até 1988 havia cerca de 166 mil hectares de seringueiras em
plantios comerciais no Brasil, sendo que 38 mil de um total de 95 mil que se encontravam
na regido amazodnica foram perdidos em conseqiiéncia da doenca (Furtado & Trindade,
2005).

De acordo com Tavares (2001), na Tailandia, Malasia e Indonésia, onde as
condi¢des ambientais e climaticas sdo propicias ao desenvolvimento do patdogeno, constata-
se a auséncia do M. ulei, apesar da utilizagao de clones altamente suscetiveis. Este sucesso
¢ devido a adogao de politicas de protecdo e incentivo a cultura de Hevea spp.

Os sintomas do mal-das-folhas podem ser observados no limbo, no peciolo ¢ nos
ramos novos e quando o clone ¢ altamente suscetivel também em frutos verdes. A
expressao dos sintomas da doenca ¢ dependente da idade dos foliolos e da susceptibilidade
dos clones (Gasparotto et al., 1990; Gasparotto et al., 1997).

Em viveiros e jardins clonais, a alta incidéncia desta doenca provoca atraso no
crescimento, redu¢do do numero de plantas em condi¢des a serem enxertadas e diminuicao
no aproveitamento de borbulhas para enxertia em épocas apropriadas. Em seringais adultos,
o mal-das-folhas debilita as plantas, podendo ocasionar a morte, além de facilitar a
incidéncia de outras doengas, que também podem gerar a mortalidade das plantas
(Gasparotto et al., 1990).

Em foliolos jovens com até 10 dias de idade, sdo observadas inicialmente lesdes
claras, como manchas de dleo, que evoluem para cor escuras. Na fase abaxial, ocorre a
esporulacdo conidial com tonalidade verde-oliva. Foliolos com elevado niimero de lesdes
caem precocemente. E possivel observar o secamento dos terminais de hastes e galhos e,
conseqiientemente morte descendente das plantas, devido aos desfolhamentos sucessivos

provocados por infecgdes e reinfeccdes dos foliolos jovens. Os foliolos maduros ndo sao



infectados pelo patogeno. Quando as infec¢des sdo leves, os foliolos permanecem nas
plantas, desenvolvendo o sintoma de lixa que ¢ resultante da produgdo de estromas negros.
No interior dos estromas, originam-se os pseudotécios, que contém os ascosporos, sendo
estes a fonte de indculo primério e as estruturas responsaveis pela sobrevivéncia do
patogeno. Em condigdes favoraveis, os ascosporos germinam, penetrando e colonizando os
foliolos. Cerca de cinco a seis dias apds a infec¢do, quando ha 6timas condigdes para o
fungo, os foliolos apresentam-se recobertos de conidios, que constituem o indculo
secundario (Gasparotto et al., 1997; Tavares, 2001).

A disseminagdo dos conidios de M. ulei ocorre através dos ventos ¢ da agua de
chuva, sendo o primeiro, o maior responsavel pela disseminagdo. Além dos fatores
ambientais favordveis a disseminacdo do patdogeno, existem outros que devem ser
considerados. Por exemplo, at¢ 12 a 15 dias de idade as folhas de seringueira sdo
suscetiveis (dependendo do vigor e do clone da planta). Outro fator importante ¢ que a
partir do terceiro ou quarto ano a seringueira perde todas as folhas e reenfolha anualmente.
Estas sdo caracteristicas fundamentais para a aplicagdo de técnicas adequadas para controle
do mal-das-folhas (Gasparotto et al., 1990).

Diversos aspectos sdo relevantes no que diz respeito a ocorréncia e severidade da
doenga. A temperatura e o molhamento foliar implicam significativamente na infec¢ao do
M. ulei em foliolos de seringueira, variando o indice da doenga com o grau de viruléncia
dos isolados. A combinagido de 24 °C com 16 horas de molhamento foliar ¢ a melhor para
que ocorra infecgdo, em muitos isolados (Gasparotto et al., 1989). Sdo consideradas
condicdes propicias para germinacgdo de esporos e infec¢do do hospedeiro: a umidade do ar
acima de 95%, durante 10 horas consecutivas ¢ uma temperatura média diaria entre 24 ° ¢

26 °C (Camargo et al., 1967). Assim, sob condi¢des em que ocorrem periodos prolongados
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de orvalho, neblinas ou chuvas leves, as lesdes aumentam e as plantas podem perder
totalmente a folhagem (Gasparotto et al., 1990).

A incidéncia ou severidade do mal-das-folhas pode ser aumentada em seringais
estabelecidos em regides onde as temperaturas noturnas sido baixas (16 a 18 °C) e as
diurnas, altas (aproximadamente 24 °C). Sob baixas temperaturas, o tempo requerido para a
germinagdo dos conidios e para causar infecgdo ¢ maior. Porém existem ragas ecoldgicas de
M. ulei adaptadas a regides que possuem o clima adverso para seu desenvolvimento. Estas
sdo0 menos exigentes quanto ao periodo de molhamento, como ¢é o caso de um isolado
procedente de Viana no Espirito Santo que mostra ser agressivo a 16 °C (Gasparotto et al.,

1994).

3. O Patdgeno

O fungo M. ulei, anteriormente conhecido como Dothidella ulei P. Henn, pertence a
classe Loculoascomycetes, Divisdo Ascomycota (Furtado & Trindade, 2005). Possui ciclo
bioldgico completo na seringueira (Brignani Neto et al., 1991), apresentando ao todo trés
estruturas reprodutivas durante o seu ciclo de vida: conidios, picnididsporos e ascdsporos
(Gasparotto et al., 1984).

Os principais responsaveis pela doenga sdo os conidios. Estes sdo produzidos em
conidi6foros erupentes, que explodem langando-os ao vento e facilitando a disseminagao da
doenca. Nesta fase anamorfica ou assexuada o fungo ¢ denominado Fusicladium
macrosporum Kuyper. Os conididéforos sdo simples eretos ou geniculados, ligeiramente

esverdeados. Os conidios sdo hialinos a marrom claro, uni ou bicelulares (Zambolim et al.,
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1985; Gasparotto et al., 1984; Gasparotto et al., 1997; Rodrigues, 2002). Os conidios,
quando bicelulares, possuem aspecto retorcido caracteristico, sendo as células proximais
mais largas e truncadas (Furtado & Trindade, 2005).

Outra fase assexuada ¢ a picnidial. Segundo Gasparotto et al. (1997), esta fase
apresenta-se em picnidios dentro de estromas. Os conidioforos podem ser simples ou
ramificados e os picnidios ostiolados. Os picnididsporos sdo de forma cilindra a fusoide. Os
picnidios sdo descritos como Aposphaeria ulei (P. Henn.), porém ainda ndo se t€m
informagoes sobre as fungdes destas estruturas na patogenicidade (Zambolim et al., 1985).

Na fase teleomorfica, sdo produzidos os ascosporos, em pseudotécios dentro do
estroma, pela forma perfeita do fungo (Microcyclus ulei). Os ascos sdo bitunicados e
contém oito ascosporos, hialinos (Zambolim et al., 1985; Gasparotto et al., 1984;
Gasparotto et al., 1997; Rodrigues, 2002). Brignani Neto et al. (1991), descrevem esta fase
como a mais demorada, desenvolvendo nos foliolos maduros, os quais permanecem na
planta e desempenham papel fundamental na sobrevivéncia do patégeno de um ano para o
outro.

O ciclo de vida do M. ulei pode ser estimado entre quatro a cinco meses. Inicia-se
com as infec¢des dos foliolos novos, surgindo os sintomas ap6s cerca de 4 a 10 dias. Sao
necessarios aproximadamente dois meses para a total formagdo do estroma e, finalmente,
dois meses para a formagdo dos ascos, amadurecimento e liberacdo dos ascdsporos
(Gasparotto et al., 1997; Furtado & Trindade, 2005).

M. ulei apresenta elevada variabilidade morfoldgica e fisiologica (Junqueira et al.,
1984). Em todas as regides onde se pratica a heveicultura, observa-se a fase sexuada o ano

todo, o que eleva a possibilidade de recombinagdo génica e de mutagdes ocasionais. No
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Brasil sdo conhecidas 22 racas do patdgeno, cinco destas presentes na regido do Vale do
Ribeira (Furtado & Trindade, 2005).

Junqueira et al. (1987), verificaram que isolados de M. ulei que diferem em
viruléncia, também diferem quanto aos padrdes isoenzimaticos e, portanto, esta diferenca
pode estar relacionada a especificidade de hospedeiros e a capacidade de esporulacio.

As fases do ciclo de ontogenia foliar estdo diretamente relacionadas com o ciclo do
patdgeno, pois correspondem as fases de desenvolvimento do M. ulei, suscetibilidade e
resisténcia dos foliolos a infeccdo. A utilizacdo de cortes histoldgicos ¢ uma técnica
eficiente para a caracterizacdo anatdmica foliar permitindo distinguir também diferentes
fases do ciclo do fungo e suas possiveis alteracdes no hospedeiro (Sambugaro, 2003).

O M. ulei possui uma elevada capacidade de mutacdo, sofrendo adaptagdes as
diferentes condigdes climaticas, o que podera tornar-se um grave problema para o controle
da doenca, principalmente em areas consideradas de escape (Gasparotto & Junqueira,

1994).

4. Controle

Segundo Tavares (2001), no Brasil intimeras estratégias de ac¢do podem ser
utilizadas como parte do controle ao mal-das-folhas, tais como: a sele¢cdo de clones
resistentes, cultivo de seringueiras em areas consideradas de escape, a utilizagdo de
produtos quimicos, a enxertia-de-copa e o controle bioldgico.

Uma importante medida de controle sdo as “areas de escape”, ou seja, plantio em

locais desfavoraveis ao desenvolvimento do patégeno. Utilizando o método do balanco
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hidrico, que leva em conta os valores mensais de precipitacio pluvial e de
evapotranspiracao de cada regido, a Se¢do de Climatologia do Instituto Agrondmico de
Campinas desenvolveu um zoneamento climatico para a cultura revelando areas com
estagdo seca bem definida, que coincidem com o periodo de trocas de folhas das plantas,
sem riscos de epidemias, o que viabiliza areas potenciais ao cultivo da seringueira,
mostrando novas fronteiras heveiculas (Furtado & Trindade, 2005).

As regides Sudeste, Sul e Centro-Oeste sdo consideradas como areas de escape,
sendo nesta ultima especialmente o ecossistema Cerrado. Varias vantagens, como o baixo
preco da terra, a localizagdo proxima ao mercado consumidor, a disponibilidade de mao-de-
obra, a recuperagdo de areas degradadas pelo intenso cultivo de pastagens, as possibilidades
de consodrcio com culturas anuais e principalmente o clima favoravel a cultura e impréprio
ao mal-das-folhas, tornam este ecossistema uma das principais areas para expansdo da
seringueira (Mello et al., 2005).

A auséncia do mal-das-folhas numa plantacdo ndo ¢ suficiente para enquadra-la
como area de escape. O clima, a viruléncia ao patdégeno, a susceptibilidade e densidade do
hospedeiro, a disponibilidade do in6culo, a localiza¢do topografica do plantio e o periodo
de troca das folhas do clone, influenciam na ocorréncia da doenga (Gasparotto et al., 1997).

No Brasil, a Companhia Ford realizou os primeiros cruzamentos e sele¢des para a
resisténcia do mal-das-folhas. Quando as planta¢des foram vendidas ao governo brasileiro
em 1945, prosseguiram-se esses esfor¢os entre os governos brasileiro e americano
(Gongalves et al., 1983). O uso de clones resistentes e produtivos representa uma medida
consideravel de controle ao mal-das-folhas. Entretanto, a maior parte dos trabalhos
efetuados ndo levaram em conta a resisténcia do germoplasma e a variabilidade fisiologica

do patogeno. Diversos clones obtidos mostram-se suscetiveis ao M. ulei, pois podem
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apresentar um comportamento diferente de uma localidade para outra (Gasparotto et al.,
1997). Além disso, a grande diversidade em viruléncia do M. ulei mostra sua elevada
capacidade de adaptagdo e a dificuldade para se obter, no futuro, clones com resisténcia
duravel (Mattos et al., 2003), inviabilizando este método de controle.

O uso de fungicidas tem sua eficiéncia comprovada para o controle do mal-das-
folhas por varios autores (Santos & Pereira, 1985; Brignani Neto et al., 1991) e existem
varios produtos comerciais disponiveis. Entretanto, o custo elevado dos fungicidas torna-os
inacessivel aos pequenos e médios produtores (Junqueira et al., 1985). Além disso, o uso
indiscriminado desses produtos pode originar uma série de problemas, como o surgimento
de linhagens resistentes, o que diminui a eficacia do tratamento (Azevedo, 1991).

O processo de enxertia-de-copa iniciou-se em 1916. Nesta técnica, enxerta-se um
clone de copa altamente resistente sobre o tronco de um clone muito produtivo, com o
intuito de promover a combinagdo entre resisténcia e produtividade. Geralmente a enxertia
garante a estabilidade e a potencialidade no individuo propagado, mas sdo muitos os efeitos
que os porta-enxertos desempenham sobre a parte aérea de varias plantas multiplicadas por
enxertia, como a alterag@o no vigor dos clones e na producgdo de latex (Pereira, 1992).

Segundo Bettiol (2003), nas regides umidas (Amazonia, litoral sul da Bahia e Sao
Paulo) o controle quimico ¢ economicamente inviavel e a resisténcia e enxertia-de-copa sdo
métodos de controle que ainda estdo em estudo. Deste modo, ndo existe uma forma
convencional adequada para o controle. Técnicas alternativas como o controle bioldgico,
desenvolvidas e testadas pelas pesquisas, deverdo ser utilizadas para o controle do mal-das-

folhas.
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5. Controle Bioldgico

O mal-das-folhas tem limitado a exploragdo da cultura da seringueira na América do
Sul e representa uma séria ameaga aos seringais asiaticos. Existem alternativas adequadas
de controle tanto a longo, quanto a curto prazo, que se colocadas em pratica corretamente,
podem minimizar os prejuizos causados pela doenga (Bergamim-Filho, 1982; Gasparotto et
al., 1990).

Em sistemas agropecuarios e agroflorestais, o uso do controle bioldgico como
alternativa de controle de inumeras doencas tem se tornado cada vez mais uma pratica
constante e de sucesso. Sua utilizagdo vem promovendo a redugdo de aplicagdes de
agrotoxicos, amenizando o problema de desenvolvimento de resisténcia de fungos a
fungicidas e dos custos de producdo, elevando a produtividade e preservando o meio
ambiente. O biocontrole deve ser considerado como uma alternativa dentro de um
programa geral de controle, apresentando uma maior eficiéncia como ferramenta associada
a outros métodos. De acordo com Ghini (1991), a integracdo de métodos de controle de
doencas de plantas permite a solucdo de problemas fitossanitarios em condig¢des
economicamente viaveis, com menos riscos de fracasso ¢ de contaminagao.

“Controle bioldgico ou biocontrole ¢ a redugdo da soma de indculo ou das
atividades determinantes da doenga provocada por um patoégeno, realizada por ou através
de um ou mais organismos que ndo o homem” (Bettiol, 1991).

Os componentes do controle bioldgico sdo patdgeno, hospedeiro e antagonistas,
interagindo num sistema bioldgico onde todos sofrem isolada ou conjuntamente influéncias
do ambiente (Bettiol, 1991). Alguns dos mecanismos do controle biologico de patdgenos de
plantas sdo: competicao, inducdo da defesa da planta e parasitismo (Driesch & Bellows Jr.,

1996).
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Inicialmente o controle biologico foi aplicado para controlar insetos, dcaros e ervas
daninhas. Com o passar do tempo, seu emprego se tornou mais amplo e outros
invertebrados, patdégenos de plantas e mesmo alguns vertebrados, sdo considerados alvo
(Parra et al., 2002).

Em 1932, o fungo Trichoderma lignorum (Tode) Harz [syn. Trichoderma viride
(Pers)] foi observado parasitando fungos fitopatogénicos. Esse foi o primeiro relato do uso
de fungos como agente de biocontrole de fungos patogénicos, induzindo um progresso em
torno de pesquisas do uso de micoparasitas para esta finalidade (Adans, 1990).

O fungo Dicyma pulvinata (Berk & M.A. Curtis) Arx [syn. Hansfordia pulvinata
(Berk & M.A. Curtis)] foi citado em trabalhos de Junqueira et al. (1989a), Junqueira &
Gasparotto (1991), Gasparotto et al. (1997), Rodrigues (2002), Delmadi (2002), Tavares et
al. (2004) e considerado promissor para o uso em programas de controle bioldgico do mal-
das-folhas da seringueira.

Essa espécie de micoparasita ja foi identificada em diferentes areas geograficas do
Brasil como no Acre, Amazonas, Bahia, Mato Grosso, Para e Rondonia em levantamento
de sua ocorréncia em areas de cultivo da seringueira (Mello et al., 2003) ¢ Sao Paulo,
parasitando lesdes em jardim clonal de seringais do litoral Norte (Furtado & Trindade,
2005). Em outros paises, foi verificada sua presen¢a na India (Ananda & Sridhar, 2004).
Isolados provenientes da Franga e Espanha foram utilizados em trabalhos de Tavares
(2001), bem como isolados procedentes dos EUA por Mitchell et al. (1987). No Japao D.
pulvinata foi relatado por Watanabe et al. (2003).

D. pulvinata é capaz de colonizar as lesdes estromaticas causadas por M. ulei,

destruindo tanto a fase ascégena como a conidial do patégeno e provocando a redugdo do
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desfolhamento das plantas e da taxa de indculo para reinfec¢des (Junqueira & Gasparotto,
1991).

Bettiol (2003), destaca que técnicas alternativas de controle do mal-das-folhas
utilizando o controle biologico podera ser a tinica forma capaz de controlar esta doenga. As
técnicas sugeridas utilizam o controle integrado, ou seja, a associacdo do controle bioldgico
utilizando o fungo D. pulvinata com outros métodos de controle, como o controle cultural
(enxertia-de-copa ou cultivos em consércio com espécies florestais, frutiferas ou
palmiteiras) ou com a resisténcia genética através de cultivos policlonais geneticamente
heterogéneos.

Em trabalho realizado por Junqueira et al. (1991), verificou-se que a pré-inoculagao
de D. pulvinata em clones de Hevea spp. posteriormente inoculados com isolados
virulentos de M. ulei, causou pequenas lesdes nas folhas da planta, confirmando que o
micoparasita penetra nas folhas e ativa uma resposta de hipersensibilidade. A pré-
inoculacdo ndo reduziu o numero de lesdes produzidas por area foliar, mas diminuiu
drasticamente a producdo de esporos por lesdo e o tamanho das lesdes em comparacio ao
controle.

Estudos morfologicos e moleculares tém sido realizados para a identificagdo e
caracterizagdo correta de isolados de D. pulvinata, entendendo assim, a relagdo patogeno ¢
hospedeiro e explorando melhor o seu potencial. Os conidiéforos apresentam coloracao
marrom escuro, apresentando ramificacdes primdrias na por¢do superior do corpo. As
células conidiogéncias sdo poliblasticas, simpodiais e denticuladas. Os conidios
demonstram ser esféricos, asseptados com uma cicatriz basal, de coloragdo marrom
olivacio e solitario. Colonias de D. pulvinata variam de branco a cinza esverdeado

aproximando-se do preto (Tavares et al., 2004).
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De acordo com Junqueira et al. (1989b) e Junqueira & Gasparotto (1991), D.
pulvinata também ¢ capaz de controlar outra doenga da seringueira, denominada complexo-
da-crosta-negra, causada por Phyllachora uberi (P. Henn) e Rosenscheldiella hevea (Jun &
Bez), mesmo em clones altamente suscetiveis. A pulverizacdo do micoparasita sobre os
estromas desses patdgenos em seringal adulto mostrou sua grande capacidade para
colonizar e destruir os estromas desses fitopatogenos. D. pulvinata causa a reducdo do
inéculo primario destes patdogenos nos seringais, conseqiientemente causando a diminui¢ao
da incidéncia da doenca (Junqueira & Bezerra, 1986).

D. pulvinata foi relatado como agente potencial de controle biologico de doengas de
outras culturas. Ressalta-se seu uso para controle da mancha-tardia-foliar causada por
Cercosporidium personatum (Berk. & M.A. Curtis.) Deighton [syn. Phaeoisariopsis
personata (Berk. & M.A. Curtis.) v. Arx) em amendoin (Arachis hypogaea L.) que
representa grande interesse econdmico nos tropicos semi-aridos da Asia e da Africa
(Mitchell et al., 1986; kishore et al., 2005). Varios isolados de Cercosporidium resistentes a
fungicidas tém sido relatados. Portanto, o uso de D. pulvinata apresenta-se como uma
alternativa aos métodos convencionais de controle (Taber et al., 1981). Segundo Mitchell et
al. (1987), conidioforos ¢ conidios de C. personatum colonizados por D. pulvinata
mostram-se totalmente destruidos, além disso, os conidios que escapam do parasitismo
ficam presos ao micélio do micoparasita e ndo conseguem se dispersar para iniciar novas
infecgoes.

O potencial de D. pulvinata foi observado, também, para uma doenga do tomate
(Lycopersicon esculentum Mill.), onde as lesoes de Cladosporium fulvum Cooke [syn.
Fulvia fulva (Cooke) Ciferri] apresentavam-se recobertas pelas estruturas do micoparasita,

que emite apressorios de penetragdo (Tirilly, 1991; Peresse & Picard, 1980).
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Provavelmente, a eficiéncia do biocontrole estd correlacionada com o potencial
antagonico e a secre¢do de enzimas pelo parasita. Queiroz et al. (2002), desenvolveram um
estudo visando a analise de enzimas micoliticas secretadas por D. pulvinata, revelando a
presenca de atividades enzimaticas relacionadas ao micoparasitismo.

Existem na literatura inimeros relatos sobre a secrecdo de antibidticos por
diferentes micoparasitas. O metabdlito fungistatico deoxyphomeone (C;sH»003) foi isolado
de culturas de D. pulvinata em regides apicais de contato com C. fulvum, promovendo neste
uma disfuncdo celular e por conseqiiéncia a inibi¢do em seu crescimento (Tirilly et al.,
1991). Este seria outro mecanismo de agao antagonista.

Uma grande vantagem do controle biologico € que ele permite o uso de misturas de
diferentes agentes de biocontrole o que possibilita solucionar véarios problemas
simultaneamente. D. pulvinata admite a mistura com Sporothrix insectorum (Hoog & C. H.
Evans) e Hirsutella verticillioides (Charles) controlando o mal-das-folhas, a mosca-de-
renda e 4caro em seringais respectivamente. Estd pratica ja estd sendo adotada por
produtores de Sao José¢ do Rio Claro, MT (Bettiol, 2003). Sua eficiéncia também ja foi
testada em mistura com Cylindrosporium concentricum (Grev.) para controle da crosta-
negra da seringueira (Junqueira & Gasparotto, 1991).

O trabalho desenvolvido teve como objetivo avaliar as condi¢des apropriadas de
producdo e armazenamento de D. pulvinata, bem como a eficiéncia de linhagens deste
fungo no controle bioldgico de M. ulei sob condi¢des de campo ¢ o efeito de agrotoxicos e
adjuvantes no crescimento e esporulagdo do mesmo. Finalmente, devido as implica¢des da
estabilidade no uso de D. pulvinata, analisar variagdes de linhagens deste fungo durante

repicagens sucessivas utilizando técnicas moleculares (RAPD e RFLP).
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CAPITULO 2

Estudos sobre as condi¢Ges de producdo e armazenamento de Dicyma

pulvinata

INTRODUCAO

Os estudos de fungos utilizados no controle bioldgico tém avangado bastante,
demonstrando que a quantidade e a qualidade do propagulo produzido podem ser
dependentes de diferentes fatores, tais como: isolado do fungo utilizado, substrato e meio
de cultura selecionados para o cultivo, nutrientes e propor¢do dos mesmos na produgao,
dentre outros (Leite et al., 2003). A produgdo de inoculo viavel a baixo custo é um
importante requisito para o desenvolvimento de programas de controle biologico.

A produgdo em escala industrial de fungos agentes de controle bioldgico representa
uma etapa critica e limitante no desenvolvimento do controle microbiano de doencas de
plantas. A pesquisa de novas metodologias para os sistemas de produgdo € muito
importante, tornando o biocontrole economicamente vidvel e possivel de utilizagdo em
grandes areas. Assim, o conhecimento do efeito de certos fatores ambientais que poderao
favorecer ou prejudicar a reproducao e a patogenicidade, tais como, temperatura, regime de
iluminacdo e composi¢des de meios de cultura, ¢ indispensavel para a obtengao de um
melhor desempenho dos microrganismos que serdo utilizados como agente de biocontrole
(Allen et al., 1983; Olufolaji, 1984).

Existem diferentes argumentos sobre o regime de luz no cultivo de fungos. Para

alguns autores, a luminosidade ¢ requerida para a formacao de varios tipos de estruturas
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reprodutivas e estd diretamente ligada a composi¢do do meio de cultura através de reagdes
enzimaticas (Barbosa et al., 2002). Outros autores propdem que a luz ndo tem efeito direto
no desenvolvimento da maioria dos fungos, embora alguns sejam afetados pela
luminosidade, de acordo com o tipo de substrato utilizado (Gurgel et al., 2002).

A dificuldade de acesso facil a nutrientes ¢ uma caracteristica comum de habitats
naturais de diversos microrganismos, especialmente os que vivem no solo e em superficies
de plantas. Os nutrientes tém uma influéncia direta no crescimento e morfogénese de
fungos, além disso, também influenciam indiretamente na atividade antagonistica dos
microrganismos (Celar, 2003).

A baixa capacidade para crescer ou esporular em meios de cultura ou substratos
artificiais de baixo custo tem representado um dos principais fatores que vem limitando o
uso de Dicyma pulvinata (Berk & M.A. Curtis) Arx [syn. Hansfordia pulvinata (Berk &
Curtis)] para controle bioldgico de fungos estromaticos (Junqueira & Gasparotto, 1991).

Um produto bioldgico deve ser formulado ou preparado visando o seu
armazenamento, de preferéncia em temperatura ambiente e ter um periodo longo de vida de
prateleira (Leite et al., 2003) fatores que levam a necessidade de ensaios relacionados a
secagem € armazenamento.

Um fator limitante na comercializagdo de produtos bioldgicos vem sendo a falta de
formulagdes adequadas e a escassez no desenvolvimento de técnicas de produgdo em larga
escala. Biodac, nome comercial de um complexo de celulose, constituido de fibra de papel
(47-53 %), kaolin (28-34 %), carbonato de calcio (14-20 %) e didxido de titdnio (ndo mais
que 1 %), vem sendo utilizado como carreador de microrganismos no solo. Possui grande
capacidade de absorcdo de liquidos tanto hidrofilicos como hidrofébicos. Essa propriedade

¢ importante na distribuicdo dos microrganismos nos granulos de Biodac e na absor¢do do
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substrato, o que provavelmente favorece o crescimento de bactérias ¢ fungos (Ilyna et al.,
2000). Esse produto tem sido testado em formulagdes com agentes de controle bioldgico no
desenvolvimento de sistemas vidveis e eficientes para a aplicagdo apropriada de
microrganismos (Lewis et al., 1998).

Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito de substratos, dos métodos de
producdo, regimes de luz, temperatura e das fontes nutricionais no crescimento e
esporulagdo de D. pulvinata. Além disso, o trabalho também visa o estudo da secagem,

germinagdo e armazenamento de esporos deste fungo.
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MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Fitopatologia do Nucleo
Tematico de Controle Biologico (NTCB) da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia,
utilizando as linhagens de D. pulvinata, CEN 58 (CG 679), CEN 62 (CG 683), CEN 91
(CG 772) e CEN 93 (CG 774) procedentes de Ouro Preto (RO), Belém (PA), Itubera (BA)
e Ponte de Lacerda (MT), respectivamente. Estas linhagens s3o pertencentes a Colecao de
Fungos para Controle Bioldgico de Plantas Daninhas e Fitopatégenos da Unidade, sendo
que os numeros entre parénteses referem-se aos antigos codigos de acessos da colegdo. A
recuperagdo das colonias, mantidas em meio BDA (Batata 200g.1'1; Dextrose, 20g.l'1; Agar,
20g.I"") em tubos inclinados e sob refrigeragio, ocorreu no mesmo meio, a 25 °C.

Salvos os casos especificados, em todos os ensaios as colonias foram incubadas a
25°C, sob fotoperiodo de 12 horas. O fotoperiodo foi simulado por meio de quatro
lampadas fluorescentes de 20 W, luz do dia, instaladas na porta da BOD (Nova Técnica,
modelo NT 708 — AT), onde foram mantidas as culturas em placas de Petri. Quando o
cultivo ocorreu em substratos solidos, a ilumina¢do na sala de incubagdo foi obtida por
meio de lampadas fluorescentes de 22 W instaladas ao longo de prateleiras distantes 30 cm
entre si, fornecendo uma luminosidade média de 1.063 lux. O ambiente escuro foi atingido
por luminosidade méxima de 10 lux. Para producdo de micélio em meio liquido, a
incubacdo ocorreu em agitador orbital (Lab-line incubator-shaker modelo NT 711), a 150
rpm e 25 °C, por sete dias. Os experimentos foram conduzidos em delineamento
inteiramente ao acaso e os resultados, submetidos a andlise de variancia, seguida de

comparac¢do das médias, pelo teste de Tukey a 0,05.
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1) Selecdo de substrato solido para esporulacdo de Dicyma pulvinata

Com o intuito de selecionar um substrato solido que promovesse uma maior
producdo de esporos de D. pulvinata foram avaliados: arroz parboilizado, arroz comum,
milho, quirela de milho, trigo e palha de arroz.

Para o substrato a base de palha de arroz, 8 g da mesma foram umedecidas com 15
ml de caldo resultante do cozimento de batata (200 g.1I'"). Em relagdo aos outros substratos,
25 g de cada foram pesados ¢ umedecidos com 15 ml de agua destilada. Estes valores
foram estabelecidos com base em testes realizados anteriormente ao experimento para
ajustar as melhores quantidades de agua e de caldo de batata. Os substratos foram
colocados em frascos do tipo erlenmeyer de 250 ml de capacidade, fechados com tampao
de algodao e autoclavados a 120 °C, durante 20 minutos.

Para a preparacdo do indculo, o fungo foi cultivado em placas de Petri contendo
meio BDA. Apods 10 dias de crescimento, discos de colonia (9 mm de didmetro) foram
transferidos para os erlenmeyers (4 discos/frasco) e homogeneizados ao substrato por
agitacdo manual. Apds 17 dias de incubacio, realizaram-se as avaliagdes, a partir de uma
suspensdo de esporos obtida pela adicdo de 100 ml de Tween 80 a 0,05 % em cada frasco.
Desta suspensdo homogeneizada, tomaram-se aliquotas para observacao sob lente de 40 X,
com o auxilio de cdmara de Neubauer. O experimento foi conduzido em arranjo fatorial,

com seis substratos e quatro linhagens.

2) Comparacao de métodos de producédo de esporos de Dicyma pulvinata

Com a finalidade de avaliar diferentes sistemas de produ¢do do fungo em termos de

rendimento de esporos, foi montado um ensaio como a seguir:
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1) Método de produgdo em bandejas - As bandejas, retangulares de aluminio com 30
cm de largura, 44 cm de comprimento e 4,5 cm de altura recobertas por sacos
plasticos autoclavavéis, cujas aberturas foram dobradas e grampeadas, receberam
500 g de arroz parboilizado.

2) Método de producao em sacos de polipropileno - Sacos medindo 28 cm de largura e
42 cm de comprimento, fechados com auxilio de grampeador, receberam 200 g de
arroz parboilizado.

3) Método de produgdo em erlenmeyers — Os frascos erlenmeyers de 2000 ml de
capacidade, vedados com tampdo de algoddo, receberam 250 g de arroz
parboilizado.

O arroz foi previamente umedecido com 60 % (P/V) de 4gua destilada, deixado
secar por aproximadamente 30 minutos para a absor¢do da dgua e, entdo, esterilizado em
autoclave a 120 °C durante 20 minutos.

Em cémara de fluxo laminar, procedeu-se a inoculagdo dos substratos com micélio
das quatro linhagens citadas anteriormente. O in6culo foi produzido em meio liquido SDY
(peptona 10g.I""; dextrose 40g.1"; extrato de levedura 10g.I""). Para tanto, cinco discos de
micélio (9mm de didmetro) oriundos de culturas com 10 dias de idade, desenvolvidas em
meio BDA, foram transferidos para o meio SDY, incubando-se a 150 rpm e 25 °C, durante
7 dias. Foram inoculados 10 % (P/V) de micélio para cada um dos métodos.

Ap6s 17 dias de incubagdo, amostras de 5 g de arroz colonizado foram retiradas ao
acaso, de cada recipiente. Preparou-se uma suspensao, adicionando-se 30 ml de Tween 80 a
0,05 % a qual foi submetida a agitacdo para liberagdo dos conidios e homogeneizag¢ao da
amostra. Foram utilizadas trés aliquotas de cada amostra, para contagem em camara de

Neubauer.
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3) Influéncia do fotoperiodo no crescimento e esporulacdo de Dicyma pulvinata

Para verificar o efeito do regime de luz na produgdo do fungo, dois experimentos
foram conduzidos com quatro fotoperiodos (0, 6, 12 e 24 horas de iluminagdo) para as
quatro linhagens do fungo, utilizando duas formas de cultivo: em meio BDA e em arroz
parboilizado.

No primeiro experimento, discos de 9 mm de diametro retirados de colonias com 10
dias de idade, incubadas a 25 °C em fotoperiodo de 12 horas, foram depositados no centro
de placas de Petri contendo o meio BDA, com o micélio voltado para baixo.

No segundo experimento, utilizaram-se frascos erlenmeyers de 250 ml de
capacidade contendo 25 g de arroz parboilizado. Este substrato, previamente umedecido
com agua destilada (60 % P/V) e autoclavados a 120 °C durante 20 minutos, foi inoculado
com quatro discos de 9 mm de diametro por frasco, retirados das mesmas culturas. As
placas e frascos, apds inoculagdo, foram incubados a 25 °C, nos referidos fotoperiodos.

Foram realizadas quatro repeti¢des por tratamento, em sistema fatorial, para cada
experimento. Para avalia¢do do crescimento micelial, foram tomadas medidas do didmetro
das colonias desenvolvidas em meio BDA, aos 4, 8, 12 e 16 dias de incubagdo. As medidas
dos didmetros foram tomadas em duas linhas perpendiculares, passando pelo centro da
placa, com auxilio de uma régua milimetrada. A esporulagdo, tanto em BDA como no arroz
parboilizado, foi avaliada aos 17 dias ap6s inoculagdo com adi¢cdo de Tween 80 a 0,05%.
Em BDA adicionou-se 10 ml, e procedeu-se raspagem das colonias com a al¢a de Drigalski
e em arroz acrescentou-se 100 ml e as amostras foram submetidas a homogeneizagao para
liberar dos conidios. Foram retiradas aliquotas para contagem de esporos em camara de

Neubauer.
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4) Crescimento, esporulacdo e germinacdo de Dicyma pulvinata sob diferentes
temperaturas

Este ensaio teve como objetivo determinar a temperatura mais adequada para
crescimento, esporulagdo e germinagdo de D. pulvinata, em meio BDA ¢ em arroz
parboilizado. Utilizaram-se os mesmos processos de inoculagao e avaliagdo descritos para o
experimento anterior, & excecdo do periodo adotado para determinacdo do crescimento
micelial que foi de 16 dias ap6s a inoculag@o. O fungo foi incubado a 19, 22, 25, 28 ¢ 31°C,
nas incubadoras anteriormente especificadas, mantendo-se o regime de 12 horas de luz/ 12
escuro.

Na avaliacdo da germinagdo, aos 17 dias de crescimento, foram preparadas as
suspensdes, plaqueadas em meio 4gar-dgua e incubadas por 16 horas, nas mesmas
temperaturas referidas anteriormente. Foram realizadas quatro repeti¢des por tratamento. A
germinacdo foi avaliada pela contagem de 100 conidios de cada uma das repetigdes,
visualizados em campo microscopico aleatoriamente escolhidos. Consideraram-se

germinados, os conidios com tubo germinativo maior ou igual o seu diametro.

5) Uso de fontes de carbono para a esporulacédo de Dicyma pulvinata

Foi avaliado o efeito de diferentes fontes de carbono na esporulacdo das linhagens
de D. pulvinata, tanto em meio de cultura Batata-Agar (BA - 200 g.1" de batata, 20 g.I"" de
agar), em placas de Petri, como adicionadas ao arroz parboilizado. As fontes utilizadas
foram: glicose, galactose, sacarose, maltose e amido.

Discos de 9 mm de diametro retirados de colonias com 10 dias de idade foram
utilizados como inoculo. Esses discos foram colocados no centro de placas de Petri

(1/placa), contendo 25 ml dos meios preparados a partir de BA, os quais foram
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suplementados com as fontes de carbono (20 g.I'"). Como testemunha, foi usado o meio
sem adi¢do de nenhum dos suplementos. Determinou-se o crescimento micelial por meio
das medidas de diametro de colonias tomadas aos 16 dias de cultivo.

No experimento com arroz parboilizado, cada erlenmeyer de 125 ml de capacidade,
contendo 12,5 g de arroz recebeu uma suspensdo preparada com 7,5 ml de dgua destilada
acrescida das fontes de carbono, especifica para cada tratamento, na proporgio de 20 g.1".
A testemunha consistiu de arroz parboilizado umedecido somente com 7,5 ml de agua
destilada. Estes frascos foram esterilizados em autoclave durante 20 minutos a 120 °C. Para
a inoculagao, foram usados dois discos de cultura para cada frasco.

A esporulacdo foi avaliada em ambos experimentos, aos 17 dias de cultivo. Adotou-

se o modulo fatorial (linhagens x fontes de carbono) para as analises estatisticas.

6) Efeito de fontes de nitrogénio na esporulacdo de Dicyma pulvinata, em arroz
parboilizado

Para verificar o efeito de fontes de nitrogénio na esporulacdo de D. pulvinata
utilizou-se os seguintes tratamentos: nitrato de so6dio (NaNOs), nitrato de amonio
(NH4NO3), sulfato de amonio (NHy4),SOy, cloreto de amodnio (NH4Cl) e fosfato de amonio
(NH4)HPO4 na concentracdo de 20 g.l'1

Os procedimentos para preparo do substrato, inoculacdo e incubagdo foram os
mesmos descritos no experimento anterior. Avaliou-se o numero de esporos.g’ de
substrato, aos 17 dias de cultivo. Da mesma forma que no experimento anterior, adotou-se

o modelo fatorial (linhagens x fontes de nitrogénio) para as analises estatisticas.
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7) Efeito da secagem na germinacéo de Dicyma pulvinata

O fungo foi cultivado em erlenmeyers de 2000 ml de capacidade, contendo 250
gramas de arroz parboilizado, previamente umedecidos com 150 ml de agua destilada e
autoclavados a 120 °C durante 20 minutos. Como inoculo, utilizaram-se 25 ml de micélio
produzido em meio liquido SDY como descrito anteriormente.

Para avaliar se a secagem do fungo interferia em sua viabilidade, apds 17 dias de
crescimento, retiraram-se 13 amostras de 10 gramas cada, do fungo mais arroz
parboilizado, para cada uma das linhagens. Destas, seis amostras foram colocadas em
estufa a 100 °C durante 72 horas para a determinacdo do teor de agua e as outras setes
foram colocadas em dessecador (contendo solu¢do de NaOH que mantinha a umidade
interna em 4 %). Destas ultimas, seis foram pesadas diariamente até atingirem peso
constante, verificando a porcentagem de dgua retirada. Da amostra restante, tomou-se uma
aliquota, da qual foi preparada a suspensao a ser plaqueada em meio agar-agua, para avaliar

a porcentagem de esporos germinados, diariamente, durante o processo de secagem.

8) Germinacéo de conidios de Dicyma pulvinata

Este ensaio foi conduzido com o intuito de analisar o periodo necessario para a
obtencao de mais de 90 % de esporos germinados e se existe diferenga deste periodo entre
as linhagens.

O fungo foi produzido em erlenmeyers de 125 ml de capacidade contendo 12,5
gramas de arroz parboilizado, umedecidos com 60 % P/V de agua destilada e autoclavados
a 120 °C por 20 minutos. A inoculacdo em cada frasco foi realizada com dois discos (9 mm

de diametro) de cultura com 10 dias de idade, desenvolvida em meio BDA.
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Ap6s 17 dias de cultivo, preparou-se a suspensdo fingica na concentracio de 10°
esporos.ml”, a qual foi plaqueada em meio 4gar-dgua e incubada a 25 °C. A avaliagio
procedeu-se de hora em hora. A germinagao foi interrompida pela adi¢ao de formaldeido
3,5 %. Em seguida, cobriu-se a amostra com uma laminula, para visualiza¢do sob lente de
aumento (40 x). Foram examinados 100 conidios de cada uma das repeti¢des, em cada
hora, tomados aleatoriamente, no campo microscépico. Consideraram-se germinados os

conidios com tubos germinativos maior, ou igual, a sua menor dimensao.

9) Armazenamento de Dicyma pulvinata

Cada uma das linhagens de D. pulvinata foi produzida em frascos erlenmeyers com
2000 ml de capacidade, contendo 250 g de arroz parboilizado umedecidos com 60 % P/V
de agua destilada. Os frascos foram vedados com tampdo de algoddao e autoclavados
durante 20 minutos a temperatura de 120 °C.

Utilizaram-se, como inoculo, 25 ml de micélio produzidos em meio SDY sob
agitacdo. Apos inoculagdo, os frascos foram incubados em BOD a 25 °C e fotoperiodo de
12 horas durante 17 dias, ap6s o que realizaram trés experimentos para testar a viabilidade
do fungo armazenado:

9.1) Armazenamento de D. pulvinata fresco, em temperatura de 4 °C

Amostras de arroz parboilizado colonizados por D. pulvinata (aproximadamente 5
gramas) foram armazenadas imediatamente apos coleta em tubos “falcon” de 50 ml de
capacidade a 4 °C. Avaliou-se a germinagdo, inicialmente, apds 17 dias e, posteriormente, a

cada 7 dias, até o 28 ° dia de armazenamento.
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9.2) Armazenamento de D. pulvinata apos secagem em dessecador

Amostras de cerca de 10 gramas de arroz parboilizado + fungo, foram depositadas
em placas de Petri e colocadas em dessecador, cuja umidade interna foi mantida em 4 %,
por meio de solugdo de NaOH. Apos 72 horas, as amostras foram empacotadas em sacos
metalicos e armazenadas sob duas temperaturas (4 e 25 °C). As avaliagdes procederam-se
imediatamente apds a retirada do dessecador e aos 30, 60 e 90 dias de armazenamento.

9.3) Armazenamento de D. pulvinata em suspensao

Este ensaio foi realizado com intuito de verificar se € possivel preparar uma
suspensdo de D. pulvinata e guarda-la, mantendo a viabilidade dos esporos. De amostras de
5 gramas de fungo mais arroz, preparou-se uma suspensao com 30 ml de Tween 80 a 0,05
%. Essas amostras foram colocadas em tubos “falcon” de 50 ml de capacidade e guardadas
a temperatura de 4 °C. As avaliagdes foram realizadas por meio de teste de germinagdo em
agar-agua antes do fungo ser estocado e aos 5, 10 e 30 dias de armazenamento.

Para determinar a germinagdo nos experimentos 9.1 e 9.2 retirava-se, das amostras
armazenadas, uma pequena aliquota, das quais se prepararam suspensoes de
aproximadamente 10° esporos.ml” para plaqueamento em meio agar-agua. No experimento
9.3 as proprias suspensdes foram plaqueadas. As incubagdes transcorreram por 16 horas,
sendo a germinacdo avaliada pela contagem de 100 conidios de cada repeti¢do visualizados
aleatoriamente ao microscopio. Consideraram-se germinados, os conidios com tubos

germinativos maior, ou igual, & sua menor dimensao.

10) Uso de Biodac em substrato para o cultivo de Dicyma pulvinata
Este ensaio foi realizado com o objetivo de testar o produto constituido de granulos

absorventes composto de um complexo de celulose resultantes de residuos de papel
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industrial, comercialmente conhecido como Biodac, no suporte para o crescimento das 4
linhagens de D. pulvinata utilizadas nos experimentos anteriores.

Frascos erlenmeyer de 125 ml de capacidade, contendo 25 g de Biodac puro foram
autoclavados a 120 °C por uma hora e adicionados aos meios:

1) 12,5 ml do meio SDY (peptona 10g.1"'; dextrose 40g.1"; extrato de levedura 10g.1™")
previamente autoclavados por 20 minutos a 120 °C.

2) 12,5 ml do meio FMC (fermento de padaria 10g.'; melago de cana 15g.1")

autoclavados duas vezes a 120 °C por 1 hora, conforme Pomella’.

Os meios constituiram dois diferentes tratamentos. Ap6s a mistura de Biodac nos
diferentes meios, seguiu-se nova autoclavagem de 1 hora, seguida de inoculagdo com 2,5
ml de micélio. Esse inoculo a base de micélio foi produzido no meio SDY sob agita¢do a
150 rpm. Os frascos, ap6s inoculagdo, foram incubados nas mesmas condi¢des descritas
para os ensaios anteriores.

Apo6s 17 dias de inoculagdo, o substrato contendo o fungo foi misturado a 100 ml de
Tween 80 a 0,05 % e, a partir dessa suspensao, preparam-se 3 dilui¢des seriadas. Da ltima,
retirou-se uma aliquota de 0,03 ml para plaqueamento em meio BDA, procedendo-se as
avaliagcdes, em termos de unidades formadoras de colonias por grama de substrato (UFC.g"
1)‘ O restante do material foi armazenado em geladeira durante 21 dias e, entdo, novamente
avaliado quanto a viabilidade.

Para constatar a esporulagdo apds crescimento em Biodac, as coldnias
desenvolvidas em BDA permaneceram incubadas a 25 °C até completar 17 dias. Foram

preparadas amostras colocando-se 20 ml de Tween 80 a 0,05% nas placas, da qual

“POMELLA, A. (CEPLAC — Comissdo Executiva do Plano da Lavoura Cacaueira, Ilhéus -BA) Informagio
pessoal, 2005.
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procedeu-se a raspagem das colonias e homogeneizacao dos esporos com al¢a de Drigalski

para contagem da quantidade de esporos.ml” em cada placa.

RESULTADOS E DISCUSSAO

1) Selecdo de substrato solido para esporulacdo de Dicyma pulvinata

De modo geral, todos os substratos propiciaram o cultivo do fungo, independente da
linhagem utilizada. Entretanto, a producdo de esporos foi superior quando em arroz
parboilizado. A linhagem CEN 93 foi a que apresentou os maiores valores de produgdo de
esporos por grama de substrato. Observou-se menor esporulagdo quando a palha de arroz

foi utilizada como substrato, embora acrescida de caldo de batata (Tabela 1).

Tabela 1. Substratos solidos para esporulagdo de linhagens de Dicyma pulvinata.

Linhagens
Substratos CEN 58 CEN 62 CEN 91 CEN 93
Arroz parboilizado 5,153 Ab* 4,795 Ab 3,598 Ac 7,774 Aa
Arroz comum 3,844 Bb 3,091 Be 2,593 Be 6,1128 Ba
Milho 3,112 BCb 2,583 BCb 2,509 Bb 5,081 Ca
Quirela de milho 2,394 CDb 2,034 Cb 2,048 Bb 3,1373 Da
Trigo 2,212 DEb 1,868 Cb 1,816 Bb 2,915 Da
Palha 1,507 Ea 0,993 Da 0,8927 Ca 1,301 Ea

Cv=12,31

*Esporulagio média (x 10° esporos.g” de substrato). Médias seguidas de mesma letra nio diferem entre si
pelo teste de Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade. Dados transformados por SQRT (x + 0,5). Letras
maiusculas comparam as médias no sentido vertical e letras mintsculas comparam as médias no sentido

horizontal.
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Os fungos antagonistas devem ser facilmente cultivados em meios disponiveis € nao
ser exigentes em seus requerimentos nutricionais, possibilitando que grandes quantidades
de in6culo possam ser preparados (Wood & Tveit, 1955). Com a finalidade de se obter a
produgdo de conidios de fungos em larga escala, tem se utilizado produtos vegetais de
baixo custo, especialmente grao de arroz (Leite et al., 2003). Na produg@o de hifomicetos,
um dos meios mais empregados, principalmente em paises em desenvolvimento, tem sido o
arroz cozido (Jackson, 1997), a exemplo dos fungos entomopatogénicos Beauveria
bassiana, Sporothrix insectorium, Paecilomyces fumosoroseus, Verticillium lecanii ¢
Metarhizium anisopliae (Tanzini, 2002). A eficacia do arroz parboilizado ja foi constatada,
por exemplo, por Borges Neto et al., (2004) para a obtengdo de indculo de Fusarium
graminearum. O presente trabalho mostra que este substrato também pode ser considerado
propicio para o cultivo de D. pulvinata possibilitando seu uso para producdo de indculo em

larga escala.

2) Comparacao de métodos de producédo de esporos de Dicyma pulvinata

Os métodos de produgdo usados para linhagens de D. pulvinata comparados em
termos de esporulacdo ndo diferiram estatisticamente entre si, para a maioria das linhagens.
Entretanto, para a linhagem CEN 93, observou-se que a producdo em erlenmeyers supera

as demais, embora este valor seja aproximado ao dos outros métodos (Tabela 2).
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Tabela 2. Métodos de produgio de esporos para Dicyma pulvinata.

Linhagens
Métodos de
produgao CEN 58 CEN 62 CEN 91 CEN 93

Sacos de 1,861 Aa* 1,205Abc 0,790 Ac 1,306 Bb
polipropileno
Erlenmeyers 1,790 Aa 1,197 Ab 0,840 Ab 1,891 Aa
Bandejas 2,195 Aa 1,464 Ab 0,741 Ac 1,021 Bbc
CV=16,14

*Esporulagdo média (x 10" esporos.g” de arroz parboilizado). Médias seguidas de mesma letra nio diferem
entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade. Dados transformados por SQRT (x + 0,5).
Letras maiusculas compara as médias no sentido vertical e letras mintsculas compara as médias no sentido
horizontal.

Como as médias de producdo de esporos entre os métodos avaliados sdo bastante
semelhantes, o uso de sacos de polipropileno representaria um método mais viavel para o
cultivo de D. pulvinata, devido ao facil manuseio, além de permitir a produg¢do do fungo
em larga escala com o custo menos elevado. Diversos fungos sdo produzidos usando sacos
de polipropileno. Para a producdo de Metarhizium spp. e Beauveria bassiana o uso de

sacos plasticos autoclavavéis ¢ o procedimento mais empregado (Leite et al., 2003).

3) Influéncia do fotoperiodo no crescimento e esporulacéo de Dicyma pulvinata

Nao houve interacdo significativa entre os fatores (fotoperiodo e linhagem), para os
valores de diametro de colonias. Os resultados mostraram que auséncia de luz, assim como
seis horas diarias de luz, foram os regimes que melhor favoreceram o crescimento do
fungo.

Estes dados estao de acordo com Rodrigues (2002) que em avaliagdes da influéncia

da luz no crescimento micelial de D. pulvinata constatou que a auséncia de luz promoveu
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um maior crescimento do fungo. Resultados semelhantes foram observados para outros
fungos como Phomopsis sojae (Almeida, 1982) e Microdochium oryzae (Manandhar, 1998)
onde o escuro continuo promoveu maior crescimento micelial.

Aos 4 e 8 dias de incubacdo, ndo se observou diferenga entre as linhagens quanto ao
crescimento. Porém, aos 12 e aos 16 dias, as linhagens CEN 58 e CEN 91 apresentaram os

maiores valores médios de diametro de colonias (Tabela 3).

Tabela 3. Didametro médio das coldnias de linhagens de Dicyma pulvinata em diferentes
periodos de cultivo (dias).

Linhagens
Dias de cultivo CEN 58 CEN 62 CEN91 CEN 93
4 0,20 Da* 0,20 Da 0,15 Da 0,20 Da
8 1,01 Ca 0,99 Ca 0,93 Ca 0,94 Ca
12 1,86 Ba 1,66 Bbc 1,78 Bab 1,48 Bc
16 2,55 Aa 2,26 Ab 2,51 Aa 2,02 Ac

CV=16,18

*Diametro médio das coldnias (cm). Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
ao nivel de 5 % de probabilidade. Letras maitisculas compara as médias no sentido vertical e letras
minusculas compara as médias no sentido horizontal.

De maneira geral, luz continua proporcionou maior esporulagdo das linhagens. No
experimento realizado em meio de cultura BDA, apenas CEN 93 ndo sofreu influéncia dos
fotoperiodos avaliados, pois 0os mesmos ndo diferiram-se estatisticamente, ja para as outras

linhagens 24 horas diarias de luz propiciaram maior concentracao de esporos (Tabela 4).
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Tabela 4. Esporulagio média de linhagens de Dicyma pulvinata nos
fotoperiodos de 0, 6, 12 e 24 horas de luz aos 17 dias de crescimento em meio

de cultura BDA.
Fotoperiodos Linhagens
(horas de luz) ——=EN 58 CEN 62 CEN 91 CEN 93
0 2.57 Ca* 0.85 Ba 1.17 Ba 032 Aa
6 7.02 Ba 3.57Bab  3.62 Bab 0.45 Ab
12 3,82 BCa 0,77 Ba 1,97 Ba 0,47 Aa
24 17.45 Aa 9,77 Ab 11,67 Ab 0.85 Ac

CV=20,25
*Esporulagdo média (x 10° esporos.ml™). Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre
si pelo teste de Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade. Letras maitisculas compara as médias
no sentido vertical e letras minusculas compara as médias no sentido horizontal.

No que se refere ao experimento em substrato sélido, a esporulacdo foi semelhante
com 12 ou 24 horas de luz, para a linhagem CEN 58. J4 para as linhagens CEN 62 ¢ CEN
91 nao houve diferenga significativa nas luminosidades testadas. Porém constatou-se com
CEN 93 uma elevagdo da produgdo de esporos no regime de 24 horas de luz, enquanto nos

outros regimes de luz (0, 6 e 12 horas), houve similaridade (Tabela 5).

Tabela 5. Esporulagdo média de linhagens de Dicyma pulvinata em diferentes
periodos de luz aos 17 dias de crescimento em arroz parboilizado.

Linhagens

Fotoperiodos

(horas de luz) CEN 58 CEN 62 CEN91 CEN 93
0 3,05 Bb* 5,11 Aab 0,49 Ac 6,38 Ba
6 2,90 Bbc 4,43 Ab 1,49 Ac 7,44 Ba
12 4,21 ABb 3,92 Ab 0,39 Ac 7,13 Ba
24 6,35 Ab 5,82 Ab 1,62 Ac 11,32 Aa

CV= 28,94

*Esporulagio média (x 10 esporos.g” de arroz parboilizado). Médias seguidas de mesma
letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade. Letras
maiusculas compara as médias no sentido vertical e letras minusculas compara as médias no

sentido horizontal.
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Segundo Leite et al. (2003), a conidiogénese de fungos ¢é estimulada pela
luminosidade. Em estudos realizados no Instituto Biologico de Sdao Paulo com Sporothrix
insectorium, verificou-se maior produg¢do de conidios quando o fungo foi exposto a um
regime de luz continua. A luminosidade também aumentou a produgdo de conidios de
Microcyclus ulei (Junqueira et al., 1986).

Em trabalho realizado por Rodrigues (2002) utilizando um tnico isolado de D.
pulvinata e envolvendo comprimentos de onda que compde o espectro de luz visivel, a
esporulacdo deste fungo alcangou maior desempenho em luz branca, auséncia de luz e luz
azul, mas em uma analise da esporulacdo total, a auséncia de luz representou a melhor
condigao.

Loureiro et al. (2002), cita que a produg@o de conidios ¢ aumentada por qualquer
regime de luz, embora para se alcancar o rendimento maximo seja necessario determinar o
tipo de luz mais favoravel em funcdo de cada fungo, para cada isolado e também para cada
meio de cultura utilizado.

Esses dados mostram que os fungos podem agir diferentemente ao estimulo
induzido pelo regime de iluminacdo, justificando assim, a importancia dos resultados
obtidos neste ensaio.

No caso de linhagens para as quais ndo ha influéncia da luz ou da sua auséncia
sobre o crescimento micelial e esporulagdo de D. pulvinata, a isengdo de luz poderia
representar uma reducdo dos custos finais de obten¢do deste agente de controle bioldgico.
Como existe uma diferenca entre o melhor fotoperiodo para a esporulagdo em meio de
cultivo e em substratos solido, ¢ importante levar em considerag¢do o intuito da producao
(producdo em larga escala) e a linhagem que apresentar maior eficiéncia para o controle da

doenga, selecionando desta forma, um fotoperiodo mais adequado para tal finalidade.
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4) Crescimento, esporulacdo e germinacdo de Dicyma pulvinata sob diferentes
temperaturas

Exceto 31 °C, as temperaturas testadas propiciaram o cultivo das linhagens. A 28
°C, observou-se um menor crescimento micelial do fungo. Para a linhagem CEN 58 e CEN
91, a melhor temperatura foi de 25 °C. Ja para as linhagens CEN 62 ¢ CEN 93, as
temperaturas de 19, 22 e 25 °C ndo diferiram-se estatisticamente no crescimento de D.

pulvinata (Figura 1).
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Figura 1. Diametro médio de colonias de Dicyma pulvinata crescidas sob diferentes
temperaturas, aos 16 dias de idade. Médias seguidas de mesma letra (maiuscula na
horizontal e mintscula na vertical) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5
% de probabilidade. CV=5,45.

Observaram-se diferengas quanto a melhor temperatura para esporulagdao de D.
pulvinata tanto em meio de agarizado como em arroz parboilizado. Em meio BDA, as
temperaturas de 19, 22 e 25 °C ndo influenciaram significativamente no desenvolvimento
de CEN 58. Porém, para CEN 62 e CEN 91, a temperatura de 22 °C mostrou ser mais
apropriada para a esporulagdo. Para a linhagem CEN 93, as temperaturas avaliadas tiveram

suas médias estatisticamente semelhantes (Tabela 6).
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Com relagcdo ao cultivo em arroz parboilizado, a linhagem CEN 58 esporulou

melhor quando mantido a temperatura de 19 °C, sendo que nas demais, nao houve diferenca

estatistica quanto ao numero de esporos.g” de substrato. CEN 62 ¢ CEN 91 foram

favorecidos pelas temperaturas de 19 e 22 °C, com maior producdo de esporos. Ja para

CEN 93, as temperaturas de 19, 22 e 25 °C ndo diferiram-se significativamente,

promovendo maior rendimento de esporos (Tabela 7).

Tabela 6. Esporulagdo de linhagens de Dicyma pulvinata em meio de

cultura BDA sob diferentes temperaturas aos 17 dias de crescimento.

Temperaturas Linhagens
CEN 58 CEN 62 CEN91 CEN 93
19 °C 8,2 Ab* 10,45 Bb 15,15 Ba 3,95 Ac
22 °C 9,8 Ac 15,8 Ab 23,9 Aa 4,2 Ad
25°C 7,15 Aba 2,42 Cb 4,77 Cab 1,40 Ab
28 °C 3,47 Ba 0,37 Ca 2,20 Ca 0,75 Aa
CV=12971

*Esporulagio média (x 10° esporos.ml™). Médias seguidas de mesma letra (maitscula na
vertical e mintiscula na horizontal) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5 %
de probabilidade.

Tabela 7. Esporulagdo de linhagens de Dicyma pulvinata em arroz

parboilizado sob diferentes temperaturas aos 17 dias de crescimento.

Temperaturas Linhagens
CEN 58 CEN 62 CEN 91 CEN 93
19 °C 8,40 Aa* 6,06 ABb 9,05 Aa 5,32 Ab
22°C 5,43 Bb 7,34 Ab 9,65 Aa 6,34 Ab
25°C 4,61 Bab 4,03 Bab 2,51 Bb 6,04 Aa
28 °C 3,86 Ba 0,81 Cb 0,29 Cb 0,23 Bb
CV=122,43

*Esporulagdo média (x 10" esporos.g” de substrato). Médias seguidas de mesma letra nio
diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade. Letras maiusculas

compara as médias nas colunas e letras minusculas compara as médias nas linhas.
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Quanto a germinacao dos conidios, em andlise fatorial a interacdo entre temperatura
e linhagem ndo foi significativa, ndo se detectando diferengas para temperaturas de 19, 22 e

25 °C, nem entre as linhagens CEN 62 e CEN 93 que se destacaram dos demais (Figura 2).
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Figura 2. Germinag@o de 4 linhagens de Dicyma pulvinata sob diferentes temperaturas.
Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5 % de
probabilidade. CV=7,72.

Grande parte dos fungos hifomicetos, durante o crescimento e conidiogénese, sao
favorecidos por temperaturas proximas de 25 °C (Leite et al., 2003). Neste experimento, D.
pulvinata apresentou faixa de temperatura favoravel ao seu desenvolvimento de 19 a 25 °C.
Na temperatura de 28 °C, foi observada uma queda no crescimento e esporulacdo. Esses
dados estdo de acordo com um experimento de Mitchell & Taber (1986), obtidos com
isolado americano do fungo proveniente do Texas, onde a produgdo de D. pulvinata em
meio de cultura liquido teve seu ponto maximo de crescimento entre 23 ¢ 25 °C e um
declinio de 22 % no crescimento a 28 °C. Estes mesmos autores verificaram a existéncia de
efeito da temperatura na colonizagdo e esporulacdo de lesdes de Cercosporidium

personatum por D. pulvinata, destacando-se como melhor faixa 23 a 25 °C.
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A determinagdo da temperatura adequada para o crescimento do fungo ¢ um dos
requisitos indispensaveis para otimizar sua produ¢do tanto em pequena como em média e
larga escalas, além de ser util para fazer inferéncias quanto as condi¢des ambientais na
época de aplicagdo do fungo. Ha uma alta diversidade entre as faixas de temperatura ideais
exigidas para a produgdo das espécies de fungo. B. bassiana em trabalho de Luz & Fargues
(1997) teve sua a germinagdo constatada em todas temperaturas testadas (15, 20, 25, 28, 30
e 35 °C). Silva et al. (2003), verificaram que a temperatura 6tima para a germinagdo de
Sphaerotheca pannosa oscilou entre 20 ¢ 25 °C. Abbas et al. (1995), estudando Alternaria
helianthi observou que este cresceu bem entre 18 ¢ 30 °C ¢ que o crescimento ¢ mais rapido
em 28 e 30 °C do que em temperaturas mais baixas. Este autor sugere que baixas
temperaturas possam beneficiar a producdo de conidios por reduzir a quantidade de CO;
produzido por conidios. De acordo com Misaghi et al. (1978), as taxas respiratorias
aumentam com a temperatura ¢ o0 CO, produzido inibe a esporulacio do fungo.

No presente trabalho, as linhagens de D. pulvinata ndo apresentaram crescimento a
temperatura de 31 °C. Entretanto, quando o fungo incubado por 17 dias nessa temperatura,
foi transferido para condigdes de 25 °C, observou-se o seu crescimento micelial e
esporulacdo, tanto em meio BDA como em arroz parboilizado. Os esporos assim obtidos
apresentaram viabilidade. Mitchel et al. (1986), confirmaram que isolados de D. pulvinata
utilizados no controle de C. personatum incubados a 30 °C s6 apresentaram esporulacio
apods 30 dias de incubacdo. Dados similares ja foram constatados por outros fungos como
em Cercospora piaropi, que apesar de ndo apresentar desenvolvimento a 35 °C, quando

transferidos para 25 °C demonstrou crescimento da coldnia (Avila, 2002).
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5) Uso de fontes de carbono para a esporulacéo de Dicyma pulvinata

Observou-se, no tocante ao crescimento micelial, diferencas entre as linhagens
quanto a utilizagdo de fontes de carbono. Porém, todas as linhagens foram favorecidas pela
adicao de glicose e sacarose. Para CEN 58, além destas fontes, maltose também mostrou-se
uma boa fonte de carbono. Para o CEN 93, glicose, sacarose, maltose e galactose nao

diferiram estatisticamente (Tabela 8).

Tabela 8. Diametro médio das colonias de D. pulvinata em diferentes fontes de

carbono.
Fontes de Linhagens
carbono CEN 58 CEN 62 CEN 91 CEN 93
Glicose 3,82 Aa* 3,61 Aab 3,65 ABab 3,43 Ab
Galactose 2,5Db 3,02 CDa 1,95 Ec 3,22 Aa
Sacarose 3,82 Aa 3,76 Aa 390 Aa 3,21 Ab
Maltose 3,85 Aa 3,32 Bb 3,62 Ba 3,37 Ab
Amido 3,40 Ba 3,25 BCab 3,15Cb 2,75 Be
Testemunha 2,53 Cb 2,8 Da 2,51 Db 2,36 Cb
CV=4,03

*Diametro médio das colonias em cm. Médias seguidas de mesma letra (maiuscula nas colunas
e mintsculas na linha) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5 % de
probabilidade.

Observou-se, quanto a avaliacdo da esporulagdo em meio de cultura, interacdo
significativa entre os fatores linhagens e fontes de carbono. Para todas as linhagens a
testemunha foi o tratamento em que se verificou os niveis mais baixos de esporulagdo,
demonstrando que o acréscimo de fontes de carbono ¢ importante para aumentar a
eficiéncia na esporulacdo das linhagens em meio de cultura. Para CEN 58, ndo foram
constatadas diferencas para as diversas fontes utilizadas. Galactose e sacarose

demonstraram ser as melhores fontes deste nutriente para a linhagem CEN 62. Para a
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linhagem CEN 91, destacaram-se como fontes de carbono para a esporulagido do fungo, a
sacarose ¢ o amido. Esta ultima ¢, também, a melhor fonte de carbono para a linhagem

CEN 93 (Tabela 9).

Tabela 9. Esporulagdo de Dicyma pulvinata em meio de cultura suplementado com
diferentes fontes de carbono.

Linhagens
Fontes de
Carbono CEN 58 CEN 62 CEN91 CEN93
Glicose 4,705 Aa* 4,727 Ba 4,752 Ba 3,632 BCa
Galactose 3,240 Ab 7,080 Aa 4,519 Bb 1,870 Dc
Sacarose 4,512 Ab 6,361 Aa 6,903 Aa 2,340 CDc
Maltose 3,755 Aa 4,484 Ba 5,103 Ba 3,855 Ba
Amido 4,061 Ac 3,762 Be 7,276 Aa 5,520 Ab
Testemunha 1,060 Bb 1,055 Cb 2,662 Ca 1,435 Dab
CvV=17,79

*Esporulagio média (x 10* esporos.ml™"). Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade. Dados transformados por SQRT (x + 0,5). Letras maiusculas

compara as médias no sentido vertical e letras mintsculas compara as médias no sentido horizontal.

Assim como neste ensaio, Barbosa et al. (2002) verificaram que existem diferengas
nas necessidades de fontes nutricionais entre isolados de uma mesma espécie fungica.
Glicose ¢ uma molécula prontamente utilizavel. Portanto, muitos autores a consideram
como a melhor fonte de carbono para o crescimento e esporulagdo de varios fungos. No
presente ensaio, este resultado foi confirmado quanto ao crescimento micelial, embora,
dependendo da linhagem, outras fontes tenham apresentado resultados parecidos.

Amido ¢ uma fonte de carbono melhor do que a glicose, por ser um composto que

se hidrolisa lentamente, fornecendo ao meio menor acimulo de acidos do que a glicose
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(Barbosa et al., 2002). Essa fonte destacou-se na esporulagdo das linhagens CEN 91 e CEN
93.

No que se refere a avaliagdo das fontes de carbono acrescidas ao substrato arroz
parboilizado, os tratamentos ndo diferiram estatisticamente para as linhagens utilizadas,
destacando-se CEN 93 entre as demais quanto ao numero de esporos produzidos (Figura 3).
Tal resultado indica que, quando cultivado em arroz parboilizado, ndo ha efeito da adicao
de outras fontes de carbono na produgdo de D. pulvinata. Isto tem um efeito significativo

na diminui¢ao dos custos de producdo.

)
(6]

Esporulagéo (x107 esporos g

CEN CEN CEN CEN Gl G S M A T
58 62 91 93
Linhagens Fontes de Carbono

Fontes de Carbono: Gl = Glicose; G = Galactose; S = Sacarose; M =
Maltose; A = Amido; T = Testemunha

Figura 3. Esporulagdo de Dicyma pulvinata em arroz parboilizado suplementado de fontes de
carbono. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5 %
de probabilidade. CV=24,88.

6) Efeito de fontes de nitrogénio na esporulacdo de Dicyma pulvinata, em arroz

parboilizado

Na esporulagdo de linhagens de Dicyma pulvinata, a adi¢ao de fontes de nitrogénio

ao arroz parboilizado ndo mostrou intera¢do significativa entre as linhagens e as fontes
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utilizadas. Para todas as linhagens, a utilizagdo do sulfato de amonio permitiu um aumento
na esporulacdo do fungo, entretanto ndo diferindo significativamente do cloreto de amonio
e nitrato de sodio. A linhagem que mais se destacou foi CEN 93 produzindo maior
quantidade de esporos (Figura 4).

Diferentes fontes de nitrogénio podem ter resultados semelhantes para a produgio
de esporos dos fungos. Em experimento realizado por Barbosa et al. (2002) um isolado de
Verticillium lecanii teve maior crescimento radial quando se utilizou nitrato de sdédio como
fonte de nitrogénio. Quanto a esporulagdo para este mesmo isolado ao vigésimo dia de
cultivo, nitrato de sddio, fosfato de amonio, cloreto de amonio, sulfato de amodnio e nitrato

de amodnio nao apresentaram diferenca estatistica.

Esporulagdo (x 10’ esporos/ g)

CEN CEN CEN CEN NS NA SA CA FA T
58 62 91 93
Linhagens Fontes de Nitrogénio

Fontes de Nitrogénio: NS= Nitrato de sodio; NA= Nitrato de am6nio; SA=Sulfato
de amonio; CA=Cloreto de amonio; FA= Fosfato de amonio; T= Testemunha.

Figura 4. Esporulagdo de Dicyma pulvinata em arroz parboilizado acrescido de fontes de

nitrogénio. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5
% de probabilidade. CV=30,01.
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7) Efeito da secagem na germinacéo de Dicyma pulvinata

Através do calculo da porcentagem de dgua retirada, em diferentes periodos, apos o
fungo e arroz serem colocados em dessecador, constatou-se que a partir do 6° dia, tanto
para CEN 58 como para CEN 62, nao foram observadas diferengas. Entretanto para a
linhagem CEN 91, a perda de 4dgua foi semelhante a partir do 5° dia em dessecador, € para a

CEN 93, esta manteve-se constante aos 7° € 8° dias. (Tabela 10).

Tabela 10. Porcentagem média de agua retirada de linhagens de Dicyma pulvinata
em substrato arroz parboilizado em diferentes periodos.

Dias em Linhagens
dessecador CEN 58 CEN 62 CEN 91 CEN 93

1 11,09 Fb* 17,81 Ea 16,38 Ea 7,66 G¢
2 18,50 Ec 28,37 Da 25,31 Db 14,59 Fd
3 24,69 Dc 33,13 Ca 29,86 Cb 19,94 Ed
4 30,47 Cb 34,98 BCa 32,64 BCab 25,93 Dc
5 35,07 Ba 35,70 BCa 37,74 ABa 31,00 Cb
6 36,69 ABab 37,80 ABa 35,33 ABab 34,65 Bb
7 37,78 ABab 39,19 Aa 35,89 Ab 37,42 ABab
8 38,22 Aab 39,99 Aa 36,61 Ab 38,27 Aab

CV=5,92

&di ui S do di i u niv ()
*M¢édias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5 % de
probabilidade. Letras maitsculas compara as médias no sentido vertical e letras minusculas
comparam as médias no sentido horizontal.

A germinacdo do fungo que ¢ colocado a 4 % de umidade para secagem nao foi
afetada inicialmente. Comparados com a germinagdo do fungo antes de ser colocado no
dessecador, verificou-se que até o 5 © dia, para as linhagens CEN 58 ¢ CEN 93, a
germinagdo se manteve semelhante. Para CEN 62, a viabilidade do fungo decresceu mais

rapidamente. Porém, com 1 e 2 dias no dessecador, a germinagdo ndo diferiu
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estatisticamente comparado a do fungo fresco. Na linhagem CEN 91, as médias de

germinacao sofreram uma queda no 5 ° dia, mas apenas no 7 ° dia mostraram-se diferentes

(Figura 5).

90 ~
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65 -
60 -
55
50

Esporos germinados (%)

0 1 2 3 4 5 6 7
Dias de secagem

—o—CEN 58 ——CEN 62 —A&— CEN 91 —¢—CEN 93

Figura 5. Porcentagem de esporos germinados para avaliar a viabilidade de linhagens de
Dicyma pulvinata apés secagem em dessecador a 4 %. CV=591.

Quando colocados em estufa por 72 horas, todas as linhagens apresentam

estatisticamente a mesma porcentagem de dgua retirada (Figura 6).
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CEN 58 CEN 62 CEN 91 CEN 93
Linhagens

Figura 6. Porcentagem de agua retirada de Dicyma pulvinata mais substrato apds 72
horas em estufa. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
ao nivel de 5 % de probabilidade. CV=11,64.
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A secagem de estruturas do fungo pode garantir um aumento na sua viabilidade por
um periodo maior. Para a producdo de biofungicidas é importante que a sobrevivéncia e
germinagdo do agente de controle biologico seja alta e que ele possa reter a sua capacidade
antagonistica durante a estocagem. Para D. pulvinata um periodo de secagem em que a
viabilidade do fungo nio seja afetada significativamente depende da linhagem em uso.

Existem diferengcas quanto as estruturas do fungo utilizadas para o controle
bioldgico, considerando a necessidade de estocagem por um periodo mais prolongado. A
forma mais adequada para o uso no controle bioldgico sdo os conidios, por serem mais
resistentes as condigdes adversas do ambiente, podendo ser preservados por um periodo de
até um ano (Abreu et al., 1983). O micélio, apds secagem, pode induzir o fungo a um
estado de baixo metabolismo, permitindo seu armazenamento por alguns ou varios meses
(Leite et al., 2003). A tolerancia a secagem ¢ um fator que pode limitar o sucesso ¢ a
comercializacdo de biopesticidas, a exemplo do que acontece com os bioherbicidas

(Montazeri & Greaves 2002).

8) Germinacéo de conidios de Dicyma pulvinata

Quanto a germinagdo de conidios de D. pulvinata, verificou-se uma diferenga na
velocidade de germinacdo entre as linhagens. Com uma hora de incubagdo, observou-se a
ocorréncia de esporos germinados, e em até 2 horas as linhagens apresentam germinagao
semelhante. A partir de 3 horas, a linhagem CEN 93 destacou-se entre as demais, com uma
germinagdo média acima de 70 %. Com 6, 7 ou 8 horas de incubagdo, constatou-se que a
porcentagem de esporos germinados para as linhagens avaliadas, foi semelhante, todas
acima de 90 %. Portanto ndo houve diferengas estatisticas entre esses periodos de

incubagdo para a germinacao de conidios (Tabela 11).
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Tabela 11. Germinagdo de conidios de linhagens de Dicyma pulvinata em diferentes

periodos de incubacdo.

Linhagens
Periodos de

incubacgéo CEN 58 CEN 62 CENO91 CEN 93
1 hora 1,33 Ea* 1,33 Ea 1,33 Ea 1,66 Da
2 horas 4,66 Ea 4,66 Ea 4,66 Ea 8,33 Da
3 horas 26,33 Dc 28,66 Da 41,66 Db 72,00 Ca
4 horas 47,00 Cbc 41,66 Cc 56,00 Cb 78,66 BCa
5 horas 75,33 Bb 64,66 Bc 82,66 Bab 88,00 ABa
6 horas 90,66 Aa 94,00 Aa 91,66 ABa 96,33 Aa
7 horas 97,66 Aa 97,33 Aa 100,00 Aa 100,00 Aa
8 horas 100,00 Aa 100,00 Aa 100,00 Aa 100,00 Aa

CV=17,96

*Porcentagem média de esporos germinados. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade. Letras maitsculas compara as médias no sentido vertical e letras
minusculas compara as médias no sentido horizontal.

Existem diferencas quanto a germinagdo dos fungos de acordo com o
microambiente usado. Em experimento realizado por Gasparotto et al. (1984), o
fitopatogeno Microcyclus ulei foi incubado em tubos de ensaio e em placas com laminas de
agua de 25 mm e 2,5 mm, respectivamente, usando uma concentragio de 10° esporos.ml™.
Ap0s cinco horas, verificou-se que, nas placas, 61 % dos esporos germinaram, enquanto
nos tubos, poucos esporos germinaram € o0s mesmos ndo desenvolveram tubos
germinativos normais.

No ensaio com D. pulvinata, antagdnico ao M. ulei, a menor germinagdo média do
fungo com cinco horas de incubag¢do foi de 64,66 % para CEN 62, e a maxima, de 88 %

para CEN 93, utilizando a mesma concentracao de esporos do trabalho citado. Conforme os
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dados obtidos, seis horas seria o tempo ideal para que mais de 90 % de esporos em todas as
linhagens houvessem germinado. Esse curto periodo pode ser considerado como uma

vantagem para o agente de controle bioldgico.

9) Armazenamento de Dicyma pulvinata

9.1) Armazenamento de D. pulvinata fresco, em temperatura de 4 °C

Com algumas linhagens, verificou-se decréscimo da viabilidade mais rapidamente,
como foi o caso de CEN 58 e CEN 62, para as quais a porcentagem de esporos viaveis com
sete dias ndo difere estatisticamente das porcentagens obtidas com o fungo antes de ser
armazenado. Para CEN 91 e CEN 93 até 14 e 21 dias, respectivamente, ndo se observou

queda significativa na germinacao dos esporos (Tabela 12).

Tabela 12. Viabilidade de Dicyma pulvinata armazenado fresco a 4 °C em diferentes
periodos de armazenamento.

Linhagens
Periodos de
armazenamento CEN 58 CEN 62 CEN 91 CEN 93
0 81,00 Ab* 84,16 ABab 87,16 Aab 89,50 Aa
7 dias 77,66 Ab 85,66 Aa 86,33 Aa 89,33 Aa
14 dias 70,00 Bc 77,00 BCb 82,16 Aab 84,33 ABa
21 dias 70,00 Bce 76,66 Cb 84,66 Bb 84,00 ABa
28 dias 62,66 Cc 76,66 Cbc 71,83 Ba 80,00 Bab

CV=15,69
*Porcentagem média de esporos germinados. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade. Letras maitsculas compara as médias no sentido vertical e letras

minusculas compara as médias no sentido horizontal.
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9.2) Armazenamento de D. pulvinata apos secagem em dessecador

Verificou-se que a interacdo entre periodo de avaliagdo e linhagem ndo foi
significativa, sendo 30 dias considerado o melhor periodo para manuteng¢ao da viabilidade
em todas as linhagens. Com 60 e 90 dias a viabilidade tornou-se inferior a 50 %, ou seja
inviavel para a estocagem do fungo. Em relagdo a temperatura de armazenamento,
observou-se que, exceto para CEN 93, nas outras linhagens avaliadas tanto 4 °C como 25
°C nao interferiram na sobrevivéncia do fungo. Para CEN 93, 4 °C foi considerado a melhor

temperatura (Tabela 13).

Tabela 13. Armazenamento de Dicyma pulvinata em diferentes temperaturas.

Linhagens
Temperaturas
CEN 58 CEN 62 CEN 91 CEN 93
4°C 42,75 Ab* 49,25 Aa 4991 Aa 53,75 Aa
25°C 47,33 Aa 47,25 Aa 48,52 Aa 46,58 Ba
CV=1243

*Porcentagem média de esporos germinados em todas as avaliagdes do fungo. Médias
seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5 % de
probabilidade. Letras maitsculas compara as médias no sentido vertical e letras minusculas
compara as médias no sentido horizontal.

9.3) Armazenamento de D. pulvinata em suspensao

Observou-se germinacdo decrescente do fungo ao longo dos dias. Porém, verificou-
se que o fungo pode ser mantido em suspensao de Tween 80 a 0,05% por algum tempo. Até
5 dias de armazenamento, ndo houve queda significante na germinagdo para as linhagens
CEN 58 ¢ CEN 93. Para a linhagem CEN 62, a germinagdo, foi semelhantes até o 10° dia.

Com CEN 91, a germinag¢ao diminuiu ja ap6s o a segunda avaliacdo (Tabela 14).
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Tabela 14. Armazenamento de Dicyma pulvinata em suspensdo em
diferentes periodos de armazenamento.

Periodos de Linhagens
armazenamento  CEN 58 CEN 62 CEN 91 CEN93
0 87,33 Aab* 81,00 Ab 88,66 Aab 94,00 Aa
5 dias 87,33 Aa 80,33 Aa 61,00 Bb 88,66 Aa
10 dias 76,66 Ba 75,00 Aa 53,33 BCb 77,00 Ba
30 dias 37,33 Cc 56,66 Ba 52,00 Cab 45,33 Cbc
CV=5,55

*Porcentagem média de esporos germinados. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade. Letras maiusculas compara as
médias no sentido vertical e letras mintisculas compara as médias no sentido horizontal.

O armazenamento de fungos agentes de controle bioldgico ¢ bastante dificil. Por ser
tratar de organismos vivos, sua viabilidade e capacidade infectiva decrescem muito
rapidamente, além de serem muito influenciados pelas condi¢des ambientais. Conidios de
Beauveria bassiana causaram mortalidade na largata do pinheiro, Dendrolimus sp., de
69,7% e 28,3%, respectivamente, logo ap6és a producdo do patdgeno. Entretanto, a
mortalidade caiu para 46,6 % e 17,2 %, ap6s duas semanas de armazenamento a 4 °C (Leite
et al., 2003). Esse mesmo fungo em forma de conidio superficial, conidio submerso ¢
blastosporos, suspensos em agua destilada e armazenados a — 70 °C, perderam 50 % da
viabilidade 30,7; 15,2 e 5,2 semanas, respectivamente (Hegedus et al., 1992).

Neste estudo verificou-se em todas as formas de armazenamento aplicada, que a
viabilidade do fungo diminuiu em um periodo de tempo relativamente curto. Isto indica a
necessidade de se obter uma formulacdo para esse microrganismo de modo a garantir o seu

uso comercial.
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10) Uso de Biodac em substrato para o cultivo de Dicyma pulvinata

Ao analisar as unidades formadoras de colonias por grama de substrato (UFC.g™")
observou-se que o Biodac, quando umedecido com o meio SDY, proporciona melhor
desenvolvimento de colonias, destacando-se a linhagem CEN 58 entre os demais (Figura
7).

No tocante a germinagdo, ocorreu interagdo entre substratos e linhagens. CEN 58 e
CEN 62 apresentaram viabilidade de esporos superior, quando armazenado em substrato
com o meio FMC. Para as linhagens CEN 91 e CEN 93, ndo foram observadas diferengas
quanto a viabilidade dos esporos nos dois meios de cultivo. Contudo, notou-se uma
tendéncia de maior porcentagem de esporos germinados com a linhagem CEN 93 (Tabela
15).

Quanto a producao dos esporos cultivados em Biodac, ndo houve diferenga entre os
meios usados para as linhagens, com maior nimero de esporos.ml” obtidos na linhagem
CEN 58. A CEN 93 apresentou menor esporulacido ndo diferindo estatisticamente de CEN
62. Verificou-se que D. pulvinata mantém a capacidade de esporulagdo apds ser cultivado
em substrato com Biodac (Figura 8).

Segundo Ilyna et al. (2000), Biodac ndo inibe o cultivo microbiano em meio de
cultura liquido ou solido e, em alguns casos, a sua presenga acelera o crescimento dos
microrganismos. Biodac vem sendo sugerido como carreador para a aplicacdo de
microrganismos no solo.

O uso de Biodac pode ser significativamente vantajoso para o desenvolvimento de
produtos comerciais de controle biologico. Seu uso em formulagdes com Trichoderma e
Gliocadium tem demonstrado em estudos, a reducdo de doengas causadas por Rhizoctonia

solani e por outros patdgenos do solo (Lewis et al., 1998). Neste trabalho, constatou-se que
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seu uso podera ser viavel como suporte para cultivo de D. pulvinata. Em ambos meios de
cultura avaliados em mistura com Biodac, este ndo inibiu o crescimento e germinagao de
nenhuma das linhagens do fungo. Devido ao seu baixo custo relatado por Lewis et al.

(1998), o Biodac podera representar uma alternativa eficiente e lucrativa na producao deste

hiperparasita.

UFC /g de substrato

SDY FMC CEN58 CEN62 CEN91 CEN 93

Meios de cultura Linhagens

Figura 7. Desenvolvimento de Dicyma pulvinata em Biodac umedecido com os meios
SDY e FMC. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente ente si pelo
teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. CV= 34,74,

Tabela 15. Germinagdo de linhagens de Dicyma pulvinata, cultivado em
Biodac ap6s 21 dias de armazenamento.

Meios cultivos

Linhagens SDY EMIC
CEN 58 64,00 Cb* 77,00 ABa
CEN 62 12,33 Db 36,00 Ca
CEN 91 75,66 Ba 69,00 Ba
CEN 93 88,00 Aa 81,33 Aa

CV=16,20

*Porcentagem média de esporos germinados. Médias seguidas de mesma letra (maitiscula na
vertical e minuscula na horizontal) ndo diferem estatisticamente ente si pelo teste de Tukey ao

nivel de 5% de probabilidade.
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Figura 8. Esporulagdo de Dicyma pulvinata apds plaqueamento e contagem de unidades
formadoras de colonias. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente
ente si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. Dados transformados por
SQRT (x + 0,5). CV=19,36.
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CONCLUSOES
De acordo com os resultados obtidos, pode-se concluir que:

e O método mais eficiente para producdo de D. pulvinata em larga escala seria a
utilizacdo do substrato arroz parboilizado em sacos de polipropileno com luz
continua favorecendo a esporulag¢do das linhagens, admitindo temperaturas entre 19
e 25 °C. Nao se faz necessario o uso de fontes de carbono para producdo em arroz,
porém sulfato de amoénio eleva a esporulagdo do hiperparasita.

e Secagem por 3 dias em dessecador, diminuiria a porcentagem de d4gua acumulada na
produgdo do fungo em arroz e manteria viavel os esporos em todas as linhagens.
Obteve-se mais de 90% de esporos germinados com 6 horas de incubagdo a 25 °C.

e Com relacio ao armazenamento, existe uma diferenca significativa entre os
periodos apropriados para o armazenamento e os isolados. As trés formas de
armazenagem utilizadas (fungo fresco a 4 °C, apds secagem em dessecador e em
suspensdo) apresentaram baixa viabilidade de esporos, mesmo em curtos periodos
de estocagem, demonstrando a necessidade de formulag@o para D. pulvinata com
intuito de garantir uma maior vida ttil do agente de controle biologico.

e Biodac mostrou-se como uma alternativa no suporte para o cultivo de D. pulvinata,
embora haja necessidade de se aprofundar nos estudos para a adocdo desta

metodologia.
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CAPITULO 3

Avaliacdo da eficiéncia de linhagens de Dicyma pulvinata no controle
biolégico de Microcyclus ulei sob condi¢bes de campo e efeito de

agrotdxicos e adjuvantes no crescimento e esporulacdo do mesmo

INTRODUCAO

O controle biologico ¢ importante, pois reduz o problema de polui¢do do ambiente,
residuos de produtos, resisténcia de fungos a fungicidas e, provavelmente, custo de controle
(Ghini, 1991).

Na selegdo de microrganismos antagoOnicos a fitopatdogenos, ensaios in Vvitro sao
insuficientes para se determinar o comportamento do antagonista in vivo, portanto esses
testes devem ser complementares. Os ensaios em campo sdo fundamentais, ja que os
antagonistas dependem de sua competéncia ecoldgica. Este procedimento ¢ indispensavel
para caracterizar o antagonista como potencial para o controle bioldgico, pois 0 mesmo sera
introduzido numa comunidade microbiana natural, na qual estara exposto as condi¢des
ambientais prevalecentes, que devido a sua alta variabilidade constitui um problema
consideravel nos testes de campo (Bettiol, 1991).

Apos a constatagdo de que o fungo Dicyma pulvinata (Berk & M.A. Curtis) Arx
[syn. Hansfordia pulvinata (Berk & Curtis)] parasita Microcyclus ulei (P. Henn.) v. Arx,
surgiu a possibilidade de controlar biologicamente esse patdogeno em seringais de cultivo
pelo uso desse micoparasita (Junqueira & Gasparotto, 1991), porém ha necessidade de

diferentes estudos relacionados a interacdo entre eles, a eficiéncia em campo, entre outros.
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Uma das alternativas de controle de doengas de plantas que vem alcangcando maior
chance de sucesso, ¢ a utilizagdo de diferentes métodos integrados, no lugar do uso de um
unico procedimento de controle. Devido a complexidade do ecossistema, ¢ necessaria uma
abordagem ampla dos problemas (Ghini, 1991).

O controle biologico de doengas foliares ¢ um método altamente desejavel para uso
em conjunto com métodos quimicos de controle (Mitchell et al., 1986). Existem varios
estudos que buscam verificar métodos de controle integrado entre micoparasitas e
fungicidas (Tirilly, 1991).

A composi¢ao das formulagdes com o agente de controle bioldgico D. pulvinata é
importante na capacitagdo do micoparasita para colonizar mais eficientemente os
hospedeiros, sendo relevante a condi¢do ambiental na aplicagdo, pois esta também afeta seu
estabelecimento (Mitchell et al.,1986).

A performance de agentes de biocontrole no campo ¢ varidvel comparada com a
performance de estudos em casa de vegetacdo (Kishore et al., 2005). Junqueira &
Gasparotto (1991), ressaltam que o uso de agentes veiculantes adequados para o inoculo de
D. pulvinata poderia aumentar a eficiéncia e sobrevivéncia desse micoparasita.

Durante o desenvolvimento de produtos bioldgicos, diversos adjuvantes tém sido
pesquisados, visando a melhor distribuicdo e adesdo dos propagulos sobre a superficie
foliar, prote¢do do patdgeno contra dessecagdo e fornecimento de nutrientes requeridos na
fase de germinagdo e crescimento das estruturas infectivas (Borges Neto et al., 1997)

Neste trabalho avaliou-se a eficiéncia de linhagens de D. pulvinata em campo, bem

como a possibilidade de seu uso integrado com fungicidas e adjuvantes.
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MATERIAL E METODOS

A producdo de indculo para o experimento de campo, os ensaios para a avaliagdo do
efeito de agrotoxicos e adjuvantes no crescimento e esporulagdo de D. pulvinata, foram
conduzidos no Laboratério de Fitopatologia do Nucleo Tematico de Controle Bioldgico
(NTCB) da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. O ensaio de campo procedeu-se
em seringal das Plantagdes Michelin da Bahia Ltda., localizado no municipio de Ituberd —
BA, onde a incidéncia do mal-das-folhas vem ocorrendo ao longo dos anos, com elevada
severidade. Foram utilizadas as linhagens de D. pulvinata, CEN 58 (CG 679), CEN 62 (CG
683), CEN 91 (CG 772) e CEN 93 (CG 774) procedentes de Ouro Preto (RO), Belém (PA),
Itubera (BA) e Ponte de Lacerda (MT), respectivamente. Estas linhagens pertencem a
Cole¢ao de Fungos para Controle Biologico de Plantas Daninhas e Fitopatégenos da
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, sendo que os niimeros entre parénteses
referem-se aos antigos codigos de acessos da cole¢do. A recuperagdo das colonias,
mantidas em meio BDA (Batata 200g.I"'; Dextrose 20g.l”'; Agar 20g.l') em tubos
inclinados e sob refrigeracao, ocorreu no mesmo meio, a 25 °C.

Exceto em casos especificados, as colonias foram incubadas a 25 °C, sob
fotoperiodo de 12 horas. Esse fotoperiodo foi simulado por meio de quatro ldmpadas
fluorescentes de 20 W, luz do dia, instaladas na porta da BOD (Nova Técnica, modelo NT

708 —AT), onde as culturas foram mantidas em placas de Petri.
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1) Avaliacdo de linhagens de Dicyma pulvinata para o biocontrole do mal-das-folhas
da seringueira sob condi¢bes de campo
1.1) Caracterizacdo do experimento

Este trabalho foi conduzido em area de jardim clonal de seringueira das Plantagdes
Michelin da Bahia Ltda. O jardim clonal representa uma etapa relevante em um programa
heveicula, pois fornece material botanico (hastes) contendo gemas em dorméncia para
enxertia em viveiro (Carmo & Gomes, 1985).

O delineamento experimental realizado foi em blocos ao acaso com 6 tratamentos e
4 repeticdes, utilizando os clones IRCA 41, IRCA 109, IRCA 111 e IRCA 230, de Hevea
brasiliensis, todos suscetiveis a Microcyclus ulei, sendo que cada clone foi considerado
como um bloco. A parcela experimental foi composta de 5 a 7 fileiras de plantas por
tratamento em cada bloco (pois havia filas com quantidades varidveis de plantas). Em
média cada fila possuia 7 plantas com 1,5 m de comprimento, em espagamento de 1 metro
entre plantas e de 2 metros entre as fileiras, constituindo-se a area util a ser avaliada, apenas
2 fileiras centrais, as demais serviram de bordadura.

Os seis tratamentos foram compostos por:
Tratamentol: pulverizagdo de suspensdo preparada com a linhagem CEN 91.
Tratamento 2: pulverizacdo de suspensao preparada com a linhagem CEN 93.
Tratamento 3: pulverizacdo de suspensao preparada com a linhagem CEN 58.
Tratamento 4: pulverizacdo de suspensdo preparada com a linhagem CEN 62.
Tratamento 5: aplicagdo de produto quimico rotineiramente utilizado para combate da
doenga na regido, seguindo a dosagem usual (5 ml de Tilt + 50 gramas de Manzate + 75 ml
de Natur’l 6leo para 15 litros de dgua).

Tratamento 6: sem nenhum controle da doenga.
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1.2) Producéo do indculo para pulverizagdo em campo

A producdo de inéculo foi realizada a partir da repicagem de cada uma das quatro
linhagens citadas para placas de Petri contendo 25 ml do meio BDA. Apos 10 dias de
incubacdo em BOD, foram transferidos 5 discos de 9 mm de diametro para erlenmeyers de
125 ml de capacidade contendo 75 ml de meio liquido SDY (peptonalOg.1"'; dextrose 40g.I
! extrato de levedura 10g.1", autoclavados por 20 minutos a 120 °C), que foram colocados
sob agitagdo em agitador orbital (Lab-line- incubator-shaker modelo NT 711) a 150 rpm e
25 °C, durante 7 dias para a produgdo de micélio.

Do micélio produzido em SDY, 20 ml foram transferido para sacos plasticos
autoclavavéis de 42 cm de comprimento por 28 cm de largura contendo 200 gramas de
arroz parboilizado umedecidos com 120 ml de dgua destilada, autoclavados por 20 minutos
a 120°C. O cultivo ocorreu em sala de incubagdo a temperatura de 25 °C e fotoperiodo de
12 horas alternados claro/escuro. Essa iluminacdo foi obtida por meio de lampadas
fluorescentes de 22 W instaladas a longo de prateleiras distantes 30 cm entre si, fornecendo
luminosidade média de 1.063 lux. O ambiente escuro foi atingido por luminosidade
maxima de 10 lux. Apos 17 dias de crescimento, os sacos foram abertos para secagem em

incubadora tipo BOD a 28 °C por 3 dias.

1.3) Aplicacéo e avaliacéo
O fungo produzido no arroz parboilizado foi extraido em solu¢do de Tween 80 a
0,05%, lavando-se duas vezes, por peneiramento, € a suspensdo foi ajustada a concentracao

de 3.10° esporos.ml™ e aspergida na superficie foliar das plantas.
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As aplicagdes foram realizadas com pulverizador costal manual com capacidade
para 20 litros. Foram feitas 6 aplicagcdes quinzenais, sempre ao entardecer entre as 17:00 e
18:00 horas.

As avaliagdes foram iniciadas 45 dias apds a primeira aplicagdo dos tratamentos,
repetindo-se a cada 45 dias em todas as plantas que apresentaram langamentos com folhas
no estadio C ou CD (Hall¢ et al., 1978), totalizando 3 avaliagdes. Para avaliar o
experimento foi utilizada a Escala Diagramatica Modificada (Gasparotto et al., 1989a),
baseada na area foliar lesionada, anotando-se a severidade da doenga de 9 foliolos por
planta (Figura 1). Avaliou-se 10 plantas por tratamento em cada bloco ao acaso.

A presenca de D. pulvinata sobre as lesdes de M. ulei foi visualizada com o auxilio
de uma lupa manual com aumento de 10 vezes e, para a confirmagdo do agente de
biocontrole, foram coletadas amostras de folhas, que eram acondicionadas em sacos de
papel e posteriormente examinadas ao microscopio. Avaliou-se 4 foliolos em cada
tratamento quanto a porcentagem de estromas de M. ulei colonizados pelo hiperparasita.
Também foram feitas 3 avaliagdes em intervalos de 45 dias.

Cada leitura realizada foi anotada em uma planilha de campo, os dados foram

tabulados e submetidos a analise de variancia pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade.
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Figura 1. Escala Diagramatica Modificada ilustrando lesdes do mal-das-folhas em foliolos de
seringueira (Fonte: Gasparotto et al., 1989a).

2) Avaliacgdo de agrotoxicos sobre o crescimento e esporulacdo de Dicyma pulvinata

Este ensaio foi realizado com o objetivo de avaliar o efeito de agrotoxicos no

crescimento e esporulagdo das 4 linhagens de D. pulvinata em meio de cultura.

Em frascos contendo o meio BDA devidamente esterilizado ainda liquido, a

temperatura de aproximadamente 40 °C, adicionou-se os agrotoxicos, utilizando-se 1/3 das

concentragdes recomendadas (Tabela 1), sendo posteriormente distribuidos em placas de

Petri. Como testemunha empregaram-se placas contendo apenas BDA. Este procedimento

foi realizado em camara de fluxo laminar.
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Discos de micélio do fungo com 10 dias de idade ¢ 9 mm de didmetro foram
colocados no centro da placa, com o micélio voltado para baixo. O cultivo do fungo
ocorreu em incubadora, tipo BOD, a 25 °C e fotoperiodo de 12 horas. Apds 16 dias de
cultivo, procedeu-se a determinacdo do didmetro das colonias. As medidas dos didmetros
foram tomadas em duas linhas perpendiculares, passando pelo centro da placa, com auxilio
de uma régua milimetrada. A esporulagao foi avaliada aos 17 dias apos inoculagao.
Adicionou-se 10 ml de solugdo de Tween 80 a 0,05% por placa e procedeu-se raspagem das
coldnias com a al¢a de Drigalski para homogeneizagao dos esporos. Retiraram-se aliquotas
para contagem de esporos em camara de Neubauer.

Os dados obtidos foram submetidos a andlise fatorial (linhagens x agrotoxicos)

aplicando-se o teste de Tukey a 5 % de probabilidade.

Tabela 1. Descricdo de agrotoxicos avaliados quanto aos seus efeitos no crescimento ¢
esporulagdo de Dicyma pulvinata.

Nome Ingrediente Grupo Classe Dose utilizada/500ml
comercial ativo guimico de meio de cultura
Benlate Benomyl Benzimidazol Fungicida 0,12 ¢
Derosal Carbendazim Benzimidazol Fungicida 0,05 ml
Dithane Mancozeb Alquilenobis Fungicida e 03¢g
(ditiocarbamato) Acaricida
Malathion Malationa Organosfoforado  Acaricida e 0,5 ml
Inseticida
Manzate Mancozeb Alquilenobis Fungicida e 55¢
(ditiocarbamato) Acaricida
Thiodan Endosulfan Clorociclodieno  Acaricida e 5ml
Inseticida
Tilt Propiconazol Triazol Fungicida 0,7 ml
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3) Efeito de adjuvantes no crescimento e esporulacdo de Dicyma pulvinata

Neste trabalho avaliaram-se oito produtos quanto aos seus efeitos sobre o
crescimento micelial e esporulagdo das quatro linhagens de D. pulvinata.

Foram utilizadas placas de Petri com meio BDA, cada uma recebendo 1 disco de
micélio de colonia com 9 mm de didmetro e 10 dias de idade das linhagens em estudo.
Estes discos foram previamente mergulhados por 24 horas em solugdes preparadas com 20
ml de agua destilada estéril em tubos “falcon” de 50 ml de capacidade, contendo os

respectivos adjuvantes nas dosagens recomendadas (Tabela 2).

Tabela 2. Descricdo dos adjuvantes avaliados quanto aos seus efeitos no crescimento ¢
esporulagdo de Dicyma pulvinata e dose comercial indicada.

Nome comercial Composicéo Dose/100 | de

calda
Agral Nonil fenoxi poli (etilenoxi) etanol 200 g/l 30ml’

Assist Oleo mineral parafinico 756 g/l 1000 ml '
Extravon Aquil-fenol poliglicoleter 250 g/l 10 ml '
Iharaguen’s Polioxietileno alquifenol éter 200g/1 5ml’

Natur’l 6leo Esteres de 4cidos graxos com glicerol (930 ml/l) 1000 ml '
Tween 80 Polioxietileno monolauratico 20 ml*
Tween 20 Polioxietileno monolauratico 20 ml 2
Sacarose Sacarose 2kg’

'Organizagdo Andrei Editora Ltda. 1999.
> Avila, 2002.
* Borges Neto et al., 1997.

Foram preparadas 2 tipos de testemunha: em uma, os discos de micélio ficaram

mergulhado somente em agua destilada durante 24 horas e posteriormente foram colocados
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em placas com BDA; e na outra, os discos foram retirados diretamente das colonias do
fungo e depositados na placa.
A incubacdo e avaliagdo foram realizadas da mesma maneira do experimento

anterior.

RESULTADOS E DISCUSSAO

1) Avaliacdo de linhagens de Dicyma pulvinata para o biocontrole do mal-das-folhas
da seringueira sob condi¢bes de campo

Nas avaliacdes de severidade da doenca observa-se que ndo ocorreu interagdo entre
as trés avaliacdes realizadas e as linhagens utilizadas no ensaio. Até os 90 primeiros dias do
experimento, a severidade da doenca permaneceu estatisticamente semelhante, porém na
terceira avaliagdo com 135 dias, esta foi bem mais elevada. Tal fator poderia ser explicado
por ter chegado ao final do efeito residual dos tratamentos aplicados, aumentando
consideravelmente a quantidade de inodculo do patdgeno no campo. Resultados semelhantes
foram observados por Delmadi (2002), onde apos o 35° dia de avaliagdo ndo existiam
diferencas entre os tratamentos com D. pulvinata, com o fungicida e testemunha, ¢ a
porcentagem de incidéncia de M. ulei em seringueiras, em resposta aos tratamentos
quimicos e bioldgicos em condi¢des de campo, tinha aumentado.

Em todas as avalia¢des, a porcentagem de area foliar lesionada foi superior no
tratamento testemunha, onde ndo se fez nenhum tipo de aplicagdo, demonstrando a
necessidade de controle do mal-das-folhas na regido. A linhagem CEN 62 mostrou-se mais
eficiente no controle da doenca apresentando plantas com foliolos menos lesionados pelo

M. ulei. Porém este tratamento ndo diferiu estatisticamente dos tratamentos 2 ¢ 5 nos quais
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se utilizou o CEN 93 e o produto quimico, respectivamente. Quando aos tratamentos onde
se fez o uso das linhagens CEN 58 ¢ CEN 91, os mesmos apresentaram baixa quantidade de
area foliar lesionada, se comparadas com a testemunha, embora esse valor tenha sido

elevado em comparacdo com os demais tratamentos que apresentaram maior controle do

mal-das-folhas (Figura 2).
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Figura 2. Porcentagem de incidéncia de Microcyclus ulei em seringueira em resposta aos
tratamentos, em condi¢des de campo. TO= Testemunha; T1= CEN 91; T2= CEN 93; T3=
CEN 58; T4= CEN 62; T5= Fungicida. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem
estatisticamente ente si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. CV=37,87.

Quanto a porcentagem de estromas colonizados por D. pulvinata verificou-se que
ndo houve interagdo significativa entre os fatores periodos de avaliacdo e linhagens. Para
todas as linhagens testadas, 45 dias ap6s a primeira aplicacdo apresentou maior
porcentagem de colonizag¢ao de estromas de M. ulei pelo hiperparasita. Essa porcentagem
foi decrescendo nas avaliagdes posteriores (Figura 3).

Em experimento realizado em casa de vegetacdo com 20 linhagens de D. pulvinata
por Mello et al. (2005), verificou-se que CEN 93 destacou-se entre as demais, mostrando-se

extremamente agressivo ao M. ulei. No presente trabalho, essa linhagem apresentou a
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mesma eficiéncia das demais testadas sob condi¢gdes de campo, em termos de colonizacao
dos estromas do patogeno.

Bettiol (1991), coloca como caracteristica importante na selecdo de microrganismos
atuantes como agente de controle biologico, a presenca deste no local onde o controle sera
aplicado. Neste ensaio, foi demonstrado que nem sempre essa caracteristica ¢ fundamental,
ja4 que a linhagem CEN 91 procedente de Itubera (BA), onde a aplicagdo foi realizada,
embora tenha sido eficiente no controle se comparada a testemunha, ndo se destacou entre

0s outros tratamentos.
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Figura 3. Porcentagem de estromas de Microcyclus ulei colonizados por Dicyma pulvinata
em diferentes periodos de avaliagdo, apds a 1? inoculagdo. Médias seguidas de mesma letra

ndo diferem estatisticamente ente si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
CV=126,58.

O controle biologico de patdgenos foliares pode apresentar baixa eficiéncia em
campo, geralmente devido a falta de um bom agente veiculante de indculo, a tecnologias
desfavoraveis para a aplicagdo ou pelo impacto causado pelo ambiente (Mitchell & Taber,

1986; Mitchell et al., 1986).
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Conforme Rocha & Vasconcelos Filho (1978) o sudeste da Bahia ¢ classificado no
nivel de incidéncia intermediaria, onde o clima ¢ altamente favoravel a doenca. Segundo
Gasparotto et al. (1989b), a temperatura ¢ o periodo de molhamento foliar influenciam
significativamente a infecg¢ao de foliolos de seringueira por M. ulei.

No presente estudo, verificou-se uma umidade relativa média de 97 % e temperatura
com maxima de 26 °C e minima de 19,5 °C nos dias de aplicacdo dos tratamentos em
campo. Além disso, foi observada durante todo o periodo de realizagcdo dos ensaios, uma
alta pluviosidade na regido. Estas condi¢des sdo altamente favordveis ao aumento da
incidéncia de M. ulei e podem ter afetado o controle da doenca, sob clevada pressdo de
indculo.

O sucesso parcial do controle bioldgico tem sido mostrado em testes de campo com
alguns agentes de controle bioldgico, os quais abrem conhecimento para relatar os impactos
no ambiente e desenvolver a aplicag@o de tecnologias (Mitchell et al., 1986).

Em ensaio de campo conduzido por Delmadi (2002), utilizou-se tratamentos com 3
concentragdes cada, de aplicagdo de D. pulvinata (4,05x10°, 8,10x10° e 1,21x10’
conidios.ml™), e dois tratamentos com fungicidas (mancozeb ¢ benomyl) em seringal
adulto. Estas concentragdes mostraram um comportamento semelhante, com reducdo na
porcentagem de incidéncia de M. ulei, nos primeiros 20 dias de leitura. Mancozeb ndo
atuou como controlador para a doenga e benomyl reduziu a porcentagem do mal-das-folhas
aproximadamente 15 dias apds a sua aplicagdo. Ocorreu um aumento na porcentagem de
incidéncia de M. ulei a partir dos dias 28 e 35, o que pode ser justificado pelos altos indices
pluviométricos neste periodo, contribuindo assim para uma possivel lavagem das folhas

onde foram aplicados os tratamentos com o hiperparasita.
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Segundo Ghini (1991), o controle bioldgico sofre diversas influéncias. Devido a sua
constante dependéncia de fatores bidticos e abiodticos, pode ser considerado como
complemento para outras medidas de controle.

Em trabalho realizado por Junqueira & Gasparotto (1991), estes admitem que o
controle do mal-das-folhas com o micoparasita D. pulvinata, associado com outros métodos
de controle como o controle por resisténcia genética e/ou com o controle cultural, podera
ter muito valor pratico nas regides imidas ¢ quentes, como no Estado do Amazonas e Sul
do Estado da Bahia.

Gasparotto et al. (1989c), verificaram que ndo houve controle do mal-das-folhas
com aplicag¢ao de D. pulvinata no clone IAN 717 (altamente suscetivel ao patogéno). Em
jardim clonal e em seringal policlonal, o hiperparasita reduziu a incidéncia da doenga
mesmo em clones altamente susceptiveis. Nesses plantios, D. pulvinata sobreviveu até trés
anos apos a sua aplicagdo, colonizando em alguns clones até 95 % dos estromas.

Em viveiro e em plantios definitivos ainda jovens (cerca de 4 a 5 anos) o controle
bioldégico do mal-das-folhas tem-se mostrado eficiente, ja que a presenca do M. ulei tem
permitido uma multiplicagdo de D. pulvinata, reduzindo conseqiientemente a densidade do
patdgeno na area de plantio (Junqueira et al.,1986).

Os antagonistas que falham no teste de campo ndo devem ser considerados sem
valor e ndo devem ser descartados. Uma rapida morte no filoplano pode levar ao fracasso
do agente in vivo. Esse agravante podera ser corrigido por manipulagdes que possam
proteger o indculo da dessecagdo, promovendo a adesdo entre outros. Quando o antagonista
ndo consegue se estabelecer no filoplano, este pode ser melhorado quanto a caracteristica

de colonizagdo (Bettiol, 1991).
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Delmadi (2002), aponta que o controle bioldgico ndo apresenta efeito imediato e
espetacular e seu uso isoladamente pode estar abaixo do necessario para evitar danos a
produgdo. Desta forma, ha necessidade de integracdo entre diferentes métodos e o controle
bioldgico deve atuar em um contexto de equilibrio ecologico (Bettiol & Ghini, 1995).

Com este estudo, comprovou-se que linhagens de D. pulvinata possuem potencial
para o controle do mal-das-folhas em campo. Portanto o seu uso integrado com outras

formas de controle poderia ser indicado para a redu¢ao dos danos causados pela doenca.

2) Avaliacdo de agrotoxicos sobre o crescimento e esporulacdo de Dicyma pulvinata
Verificou-se inibicdo do crescimento, para todas os linhagens, com todos os
produtos avaliados, exceto em Malathion, onde se constatou desenvolvimento de D.
pulvinata.
Na observacao do crescimento micelial do didmetro das coldnias aos 16 dias de
idade, verifica-se que ndo houve interacdo entre os fatores linhagens e agrotoxicos. A
testemunha apresentou maior crescimento, destacando-se a linhagem CEN 58 entre as

demais avaliadas (Figura 4).
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Figura 4. Crescimento micelial de Dicyma pulvinata aos 16 dias em meio de cultivo
BDA (testemunha) e meio acrescido de Malathion. Médias seguidas de mesma letra ndo
diferem estatisticamente ente si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
CV=18,09.

A esporulacdo de D. pulvinata foi constatada em Malathion, porém as médias
apresentaram menor quantidade de esporos.ml” quando comparadas as testemunhas nas
linhagens CEN 58 e CEN 91. Nas demais as médias foram semelhantes para os dois

tratamentos (Tabela 3).

Tabela 3. Esporulagdo de Dicyma pulvinata em BDA (testemunha) ¢ meio
acrescido de Malathion.

Linhagens
Tratamentos CEN 58 CEN 62 CEN 91 CEN 93
Malathion 1,82 Ba* 0,27 Ab 0,77 Bab 0,55 Ab
Testemunha 5,25 Aa 0,80 Ac 3,72 Ab 1,20 Ac

CV=13,18
*Esporulagio média (x10° esporos.ml™). Médias seguidas de mesma letra (maitiscula na
vertical e minuscula na horizontal) nao diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5 %
de probabilidade.

Neste estudo, buscou-se o crescimento e esporulagdo de D. pulvinata em dosagens

de agrotdxicos inferiores as comerciais, com intuito de averiguar o potencial para um
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controle integrado do mal-das-folhas. Ghini (1991), aponta que a integracdo entre controle
quimico e bioldgico pode ser alcancada por aplicagdes de doses relativamente baixas dos
produtos quimicos, com o proposito de estressar o patdogeno, tornando-o vulneravel aos
microrganismos antagonicos.

A busca por métodos conjuntos de controle ¢ considerada uma alternativa
promissora no controle de doengas. O uso continuo e exclusivo de um fungicida em uma
determinada doeng¢a pode promover o desenvolvimento de linhagens resistentes e
atrapalhar a eficiéncia do controle (Ghini, 1991). Isolados de M. ulei resistentes ao
fungicida benomy] ja foram detectados por Hashim (1988).

Os resultados obtidos neste ensaio demonstram incompatibilidade de D. pulvinata
com os demais agrotoxicos avaliados, mesmo em baixas concentragdes das dosagens
comerciais. Este fator demonstra que devem ser estruturadas estratégias de uso destes
produtos para que nao ocorra interferéncia dos mesmos na eficiéncia do antagonista.

Em ensaio realizado por Mitchell & Taber (1986), foram testados agrotdxicos
utilizados no controle da mancha-tardia-foliar causada por Cercosporidium personatum em
amendoim, com a finalidade de verificar se os mesmos provocavam inibicdo no
crescimento de D. pulvinata. Benomyl, Mancozeb e Triphenyltin foram testados em
concentragdes similares as das usadas em doses comerciais em aplicagdes no campo e
impediram completamente a germinagao de D. pulvinata.

Foi observada uma diminui¢do no crescimento de D. pulvinata quando alguns
fungicidas sdo aplicados simultaneamente ao hiperparasita. Porém, este fungo ja foi
reisolado de lesdes colonizadas por Cladosporium fulvum, depois de serem tratadas com

fungicidas (Peresse & Picard, 1983).
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No experimento realizado por Tirilly (1991), com D. pulvinata utilizando a
pulveriza¢do de uma soluc¢io contendo 500 mg.I" do fungicida sistémico fosetyl-Al, este
ndo afetou a colonizagdo de lesdes de Cladosporium fulvum pelo hiperparasita. No método
de controle integrado, o agente de controle bioldgico diminuiu o inoculo potencial do
patogeno por morte dos esporos e colonizagdo das lesdes, e o fungicida preveniu
reinfecgdes por residuos viaveis de esporos de Cladosporium fulvum. Porém com a adi¢do
de 500 ou 1000 mg.l" deste fungicida em meio de cultura 0 mesmo causou inibi¢do do
crescimento de D. pulvinata in vitro.

Os métodos de controle quimico e biologico podem ser utilizados de maneira
integrada, quando a populacdo do antagonista for menos afetada pelo fungicida do que o
patdgeno, ou quando os antagonistas forem capazes de colonizar a superficie de plantas
apods o tratamento quimico numa velocidade maior do que o patdégeno (Ghini, 1991).

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho, ha necessidade de se avaliar a
compatibilidade de linhagens de D. pulvinata com outros quimicos, visando o uso

integrado do fungo com fungicidas.

3) Efeito de adjuvantes no crescimento e esporulagdo de Dicyma pulvinata

Na Figura 5, estdo apresentados os resultados referentes ao didmetro das colonias de
D. pulvinata, cultivadas por 16 dias, em BDA apds ser mergulhado por 24 horas nos
diferentes adjuvantes. De acordo com os dados obtidos, os adjuvantes ndo interferiram no

crescimento do fungo e ndo houve diferencas estatisticas entre as linhagens avaliadas.
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Figura 5. Crescimento micelial de D. pulvinata aos 16 dias em diferentes tratamentos.
Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5 %
de probabilidade. Dados transformados por SQRT (x + 0,5). Tratamentos: T1 = Agral,
T2= Assist; T3 = Extravon; T4 = Tharanguen’s; T5= Natur’l 6leo; T6 = Tween 80; T7 =
Tween 20; T8 = Sacarose; T9= Fungo + agua; T10 = Fungo nio tratado. CV=13,59.

Estes dados sdo semelhantes ao trabalho de Borges Neto et al. (1997), onde os
adjuvantes avaliados ndo interferiram no crescimento de Cercospora caricis, candidato ao
controle bioldgico de uma espécie daninha (Cyperus rotundus L.).

Quanto a esporulagcdo, em todos adjuvantes avaliados independente da linhagem
observou-se produ¢do de esporos. Para a linhagem CEN 58, os tratamentos com Tween 80
e Tween 20 ndo diferiram-se das testemunhas, apresentando os maiores valores de
esporos.ml”’. Na linhagem CEN 62 ocorreu uma reducio na quantidade de esporos
produzidos quando se fez o uso dos adjuvantes Assist e Extravon, para os demais
tratamentos nao constatou-se diferencas significativas. Para a linhagem CEN 91 e CEN 93,
em todos os tratamentos, foram observadas semelhancas na esporulacao nao diferindo-se

entre si (Tabela 4).
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Tabela 4. Esporulagdo de colonias de Dicyma pulvinata tratadas com diferentes
adjuvantes em meio BDA

Linhagens

Tratamento  ——CENSg  CEN62  CENOL  CENO3
Agral 1,38 Bca* 1,05 ABab 1,23 Aab 0,85 Aa
Assist 1,24 BCa 0,89 Ba 1,22 Aa 0,92 Aa
Extravon 1,31 BCa 0,91 Bb 0,84 Ab 0,90 Ab
Tharanguen’s 1,13 Ca 1,14 Aba 1,20 Aa 1,05 Aa
Natur’l 6leo 1,44 BCa 1,13 ABab 1,26 Aab 0,95 Ab
Tween 80 1,93 Aa 1,19 Abb 1,03 Ab 0,92 Ab
Tween 20 1,56 ABCa 0,99 Abb 1,16 Ab 1,05 Ab
Sacarose 1,34 BC 1,10 ABab 0,91 Ab 0,94 Ab
Fungo + 4gua 1,62 ABa 1,44 Aab 1,22 Abc 1,05 Ac
Fungo ** 1,70 ABa 1,39 Aab 1,22 Ab 1,04 Ab
Cv=17,61

*Esporulagio média (x10° esporos.ml™"). Médias seguidas de mesma letra (maitscula na vertical
e mintscula na horizontal) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5 % de
probabilidade. Dados transformados por SQRT (x + 0,5). **Discos de micélio ndo tratado.

Os fungos podem diferir quanto sua reagdo, ao serem utilizados em conjunto com
adjuvantes (Avila, 2002). Isto ressalta a importancia da realizagio de estudos que avaliem
estes aspectos.

Daigle & Cotty (1991), constataram em ensaios com o fungo Alternaria cassiae,
que Tween 80 favoreceu a germinagao dos conidios € melhorou sua infec¢ao sobre a planta.
Neste experimento com D. pulvinata, Tween 80 e Tween 20, mostraram-se compativeis
com todos as linhagens em estudo.

Em trabalho realizado por Mitchell et al. (1986), verificou-se a importancia de se
utilizar produtos que possam favorecer a sobrevivéncia do fungo apos sua aplicagdo. D.
pulvinata foi pulverizado em agua e em formulagao com diferentes produtos e utilizando

duas condi¢des ambientais (iniciando a pulverizacdo com a planta seca ou molhada) em
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lesdes causadas por Cercosporidium personatum em amendoim. Observou-se uma
colonizagdo mais rapida do patégeno na planta, quando os esporos de D. pulvinata foram
suspensos em agua. Dos produtos avaliados, o CMC (metilcelulose), exibiu uma menor
variabilidade entre as duas condic¢des testadas. Este fato demonstra que quando ndo ha
formulagdo o fungo fica desprotegido, podendo ser lavado pela agua.

Mitchell & Taber (1986), sugerem que, para o uso comercial de D. pulvinata, é
importante determinar o tipo de formulagdo na qual os esporos sobrevivam melhor. Em
ensaio realizado por esses autores, quando os esporos foram suspensos em Tween 80,
glicerol (ambos em diferentes tipos de concentragdes) ¢ 0,4 e 0,8 % CMC (metilcelulose)
foi observada baixa concentrag¢ao de D. pulvinata.

O desenvolvimento de formula¢des que promovam ndo somente a distribuicdo e
adesdo de particulas fingicas sobre a superficie foliar, mas também garantam a protecao do
fungo contra a desseca¢do, amenizando os efeitos ambientais adversos, sdo aspectos a
serem avaliados com diferentes produtos que poderdo ser adicionados ao inéculo (Avila,

2002), garantindo assim a eficécia do controle bioldgico.
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CONCLUSOES
Conforme as condi¢des de realizagdo deste trabalho e de acordo com os resultados
obtidos, pode-se concluir que:
e A eficiéncia do controle biolégico por D. pulvinata foi comprovada destacando-se
as linhagens CEN 62 e CEN 93 com controle semelhante a aplicagdo do fungicida.
Novos experimentos deverdo ser conduzidos em diferentes condi¢cdes ambientais
(alta e baixa pressdo da doenca), testando-se outras linhagens do fungo e clones
adultos de seringueira.
e O hiperparasita demonstrou incompatibilidade com os agrotdxicos avaliados, a
exce¢do para o acaricida e inseticida Malathion.
e Quanto ao efeito dos adjuvantes em uso com D. pulvinata, ndo se observou inibigado
do crescimento e esporulacdo das linhagens utilizadas com os diferentes produtos
avaliados. Estes adjuvantes devem ser testados em adicdo a suspensdes de D.

pulvinata em futuros experimentos de campo.
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CAPITULO 4

Estabilidade genética de linhagens do micoparasita Dicyma pulvinata

INTRODUCAO

Diversos isolados e linhagens de microrganismos com potencial para o controle
biologico sao mantidos em estoque de modo a serem preservados convenientemente,
garantindo um valioso banco de germoplasma. Essa preservacdo ¢ de fundamental
relevancia para que as formas isoladas da natureza ou modificadas através do
melhoramento genético possam estar disponiveis quando necessarias, para o
desenvolvimento de biopesticidas (Azevedo, 1991).

A avaliagdo da estabilidade dos isolados e linhagens de fungos agentes de controle
biologico, mantidos em culturas, utilizados na producao de unidades infectivas e durante o
uso no campo, ¢ imprescindivel para garantir sua eficiéncia patogénica. No
desenvolvimento de produtos comerciais, o sucesso durante o processo de producao e
estocagem esta relacionado a garantia da estabilidade genética dos organismos (Inglis et al.,
2003). Segundo Fargues & Roberts (1983), a estabilidade genética de diferentes fungos
vem sendo analisada e observa-se que, para algumas espécies, ocorre um declinio na
patogenicidade apo6s subcultivo seriado.

Durante o cultivo de fungos, muitas vezes, observa-se que setores sdo comumente
formados e que estes diferem morfologicamente das culturas parentais (Ryan et al., 2002).
Kirk et al. (2001), descrevem a formagdo de setores como a mutagdo ou sele¢do em meio

de cultivo em placa, que resulta em um ou mais setores que mudam sua forma de
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crescimento. Prosser (1993), conclui que a formagao de setores poderia ser resultado de um
crescimento atipico, embora o mecanismo responsavel por isso nao pudesse ser explicado.

Alguns estudos sugerem a formagao de setores como resultado de uma degeneragio
cultural causada pela idade da colénia, métodos de propagagdo ou tipo de meio de cultura
(Shah & Butt, 2005). Os setores podem diferir da cultura parental em caracteristicas
morfoldgicas e fisioldgicas, incluindo o declinio na produg¢do de esporos e¢ de certos
metabolitos (Chu et al., 2002; Guzman-de-Pend & Ruiz-Herrera, 1997).

Formagdo de setores em culturas de agentes de controle bioldgico pode ter sérias
implicagdes comerciais, como, por exemplo, a reducdo na produg¢do de esporos e
conseqliente elevacdo dos custos de produgdo, podendo tornar o fungo menos efetivo
comparado aos agentes competidores, sob o ponto de vista comercial (Shah & Butt, 2005).

Técnicas moleculares vém sendo amplamente utilizadas para a caracterizagdo de
isolados e linhagens de fungos com potencial de uso no controle de pragas. A variabilidade
genética de isolados de Dicyma pulvinata (Berk & M.A. Curtis) Arx [syn. Hansfordia
pulvinata (Berk & Curtis)] obtidos a partir de lesoes de Microcyclus ulei (P. Henn.) v. Arx,
procedentes do Brasil foi estudada usando marcadores RFLP, RAPD, AFLP e baseados na
regido IGS (Tavares et al.,, 2004), demonstrando a existéncia de variabilidade entre
linhagens de diferentes regides. Dentre as técnicas mais comumente usadas, destacam-se o
RAPD e RFLP. O RAPD, ou polimorfismo de DNA amplificado ao acaso, utiliza
oligonucleotideos iniciadores de seqiiéncias arbitrarias, que amplificam fragmentos de
DNA anénimo, gerando bandas polimorficas. Esta técnica tem grande utilidade na
diferenciag¢do, reclassificacdo e estudos de diversidade genética de diversos fungos
(Williams et al., 1990; Welsh & McClelland, 1990; Boysen et al., 1996; Tavares, 2004). O

RFLP (polimorfismo do tamanho do fragmento de restri¢do) detecta diferengas através de
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digestao por enzimas de restrigdo do DNA gendmico ou de uma regido especifica (Ferreira
& Grattapaglia, 1998).

Devido as implicagdes potenciais da estabilidade na eficiéncia de uso de D.
pulvinata para o controle de M. ulei, o presente trabalho teve por objetivo analisar as
variagdes de linhagens monospdricas deste fungo, mantidas em colecdo e durante o

processo de produgdo, utilizando técnicas moleculares de RAPD e RFLP.
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MATERIAIS E METODOS

1) Linhagens utilizadas

Este estudo foi realizado a partir da andlise de 41 linhagens de culturas
monosporicas de Dicyma pulvinata cultivadas em meio BDA (Batata 200g.1"'; Dextrose
20g.1"; Agar 20g.1"), isoladas de lesdes estromaticas de M. ulei desenvolvidas sobre folhas
de seringueira, procedentes de diferentes regides do Brasil. Essas linhagens pertencem a
Colecdo de Fungos para Controle Bioldgico de Plantas Daninhas e Fitopatogenos da
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, que embora sejam preservadas na colegdo de
base em nitrogénio liquido e sob ultracongelamento (-80 °C), mantém-se em duplicata em
tubos contendo meio BDA, a 4 °C.

As linhagens selecionadas para prosseguir os estudos foram: CEN 58 e CEN 62,
procedentes de Ouro Preto (RO) e Belém (PA), respectivamente. A linhagem CEN 58 foi
considerada como morfologicamente estavel por conter crescimento uniforme ¢ a CEN 62

como instavel, por apresentar setores.

2) Cultivo do fungo e analise da estabilidade morfologica

As linhagens mantidas na cole¢do foram cultivadas em meio BDA e incubadas a
25°C. Para a analise da estabilidade das colonias, procedeu-se repicagem em meio BDA, de
inéculos retirados do centro das colonias isoladas. A incubagdo ocorreu a 25 °C ¢
fotoperiodo de 12 horas durante aproximadamente 40 dias, para verificagdo da presenca de
setores e selecdo de linhagens. Foram selecionadas duas linhagens: uma que apresentou

setorizacdo e outra aparentemente estavel, sem formacao de setores.
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Amostras da borda da coldnia da linhagem CEN 58, foram retiradas para repicagem
em novo meio, sendo que este processo repetiu-se por quatro geragdes consecutivas (Tabela
1). A cada geragdo, amostras do centro da colonia eram utilizadas para inoculagdo em meio
liquido SDY (peptona 10g.1"'; dextrose 40g.1"; extrato de levedura 10g.1"; previamente
autoclavados por 20 minutos a 120 °C) e incubadas em agitador orbital (Lab-line incubator-
shaker modelo NT 711), a 150 rpm e 25 °C para posterior extragdo de DNA. Os centros das
coldnias foram retirados e divididos em duas partes, ou seja, uma metade foi repicada para
meio de cultura BDA (que serviu para posterior inoculacdo do fungo em arroz
parboilizado) e outra metade, utilizada para crescimento de micélio em meio liquido,
segundo descrito acima, e extracdo de DNA. Este processo foi repetido por quatro geragdes,
sendo as amostras utilizadas para analise da estabilidade genética.

Para a inoculacdo da linhagem no substrato arroz parboilizado foram utilizados Sml
da suspensdo, na concentragio de 1,0x 10° esporos.ml”, preparada a partir de colonias
desenvolvidas em meio BDA. O substrato foi preparado em frascos do tipo erlenmeyers de
500 ml de capacidade contendo 50 g de arroz parboilizado, umedecidos com 30 ml de agua
destilada e autoclavados a 120 °C durante 20 minutos. A incubagao foi mantida por 15 dias
a 25 °C e fotoperiodo de 12 horas. Apds esse periodo foi preparada uma suspensdo dos
esporos para inoculagdo em SDY liquido, obtendo-se assim, micélio para extragdo de DNA
e reinoculacdo em arroz. Esse processo repetiu-se por quatro geragdes e as amostras foram
utilizadas para analise molecular.

A mesma metodologia foi utilizada com a linhagem CEN 62, exceto por se terem
retirado amostras de setores oriundos das colonias, no lugar de amostras da borda para a

repicagem, como se fez com a linhagem CEN 58 (Tabela 1).
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Tabela 1. Descrigdo das amostras utilizadas para a realiza¢do das analises de estabilidade
morfoldgica e genética.

Amostra Cddigo da amostra

Especificacdo dos codigos

1.
2.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

CENS58-1°G

CEN58B1-2°G
CEN358B1S1-3°G
CEN58B1S1B1-4°G
CENS58B1S2-3°G
CEN58B1S2B1-4°G
CENS58B1S3-3°G
CEN58B1S3B1-4°G
CENS58B2-2°G
CENS58B2S1-3°G
CEN58B2S1B1-4°G
CEN58B3-2°G
CENS58B3B1-3°G
CEN58B3B1B1-4°G
CEN58-1°G em arroz
CEN58-2°G em arroz
CEN58-3"G em arroz
CEN58-4’G em arroz
Cultura monosporica 1-a partir da

4*G em arroz

Cultura monospdrica 2-a partir da
4°G em arroz

Cultura monospdrica 3-a partir da
4°G em arroz

Cultura monosporica 4-a partir da
4°G em arroz

Amostra parental da linhagem CEN 58- 1? geragdo
2% geragdo da linhagem CEN 58 repicada a partir da borda 1
da amostra 1

3" geragdo da linhagem CEN 58 repicada a partir do setor 1
da amostra 2

4* geragio da linhagem CEN 58 repicada a partir da borda
da amostra 3

37 geragéio da linhagem CEN 58 repicada a partir do setor 2
da amostra 2

4% geragéo da linhagem CEN 58 repicada a partir da borda
da amostra 5

3* geragdo da linhagem CEN 58 repicada a partir do setor 3
da amostra 2

4* geragdo da linhagem CEN 58 repicada a partir da borda
da amostra 7

2% geragdo da linhagem CEN 58 repicada a partir da borda 2
da amostra 1

3? geracdo da linhagem CEN 58 repicada a partir do setor 1
da amostra 9

4" geragdo da linhagem CEN 58 repicada a partir da borda 1
da amostra 10

2% geragdo da linhagem CEN 58 repicada a partir da borda 3
da amostra 1

37 geracdo da linhagem CEN 58 repicada a partir da borda 1
da amostra 12

4" geragdo da linhagem CEN 58 repicada a partir da borda 1
da amostra 13

Amostra parental da linhagem CEN 58 cultivada em arroz-
1* geracao

2% geragdo da linhagem CEN 58 cultivada em arroz
repicada a partir da amostra 15

3? geragfio da linhagem CEN 58 cultivada em arroz
repicada a partir da amostra 16

4% gerago da linhagem CEN 58 cultivada em arroz
repicada a partir da amostra 17

Cultura monosporica 1 da linhagem CEN 58 repicada a
partir da amostra 18

Cultura monospdrica 2 da linhagem CEN 58 repicada a
partir da amostra 18

Cultura monospdrica 3 da linhagem CEN 58 repicada a
partir da amostra 18

Cultura monosporica 4 da linhagem CEN 58 repicada a
partir da amostra 18
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Tabela 1. Continuagao.

Amostra Cdédigo da amostra

Especificacédo dos codigos

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

Cultura monospdrica 5-a partir da
4°G em arroz

CENG62-1*G

CEN62B1-2°G

CEN62B1S1-3*G
CEN62S1.1-4°G

CEN62S1-2°G

CEN62S1B1-3"G
CEN62S1B1S1-4°G
CEN62S2-2°G

CEN62S2.1-3°G
CEN62S2.1B1-4°G
CEN62S2.2-3°G
CEN62S2.2B1-4°G

CEN62-1"G em arroz
CEN62-2G em arroz
CEN62-3G em arroz
CEN62-4"G em arroz

Cultura monospdrica 1-a partir da

4*G em arroz

Cultura monosporica 2-a partir da
4°G em arroz

Cultura monospdrica 3-a partir da
4°G em arroz

Cultura monospdrica 4-a partir da
4°G em arroz

Cultura monospdrica 5-a partir da
4G em arroz

Cultura monosporica 5 da linhagem CEN 58 repicada a
partir da amostra 18

Amostra parental da linhagem CEN 62- 1? geragdo

2% geragdo da linhagem CEN 62 repicada a partir da borda 1
da amostra 24

3? geracdo da linhagem CEN 62 repicada a partir do setor 1
da amostra 25

4* geragdo da linhagem CEN 62 repicada a partir do setor 1
da amostra 26

2% geragdo da linhagem CEN 62 repicada a partir do setor 1
da amostra 24

3? geragdo da linhagem CEN 62 repicada a partir da borda
da amostra 28

4* geragéo da linhagem CEN 62 repicada a partir do setor 1
da amostra 29

2% geragdo da linhagem CEN 62 repicada a partir do setor 2
da amostra 24

37 geragéo da linhagem CEN 62 repicada a partir do setor 1
da amostra 31

4% geragéo da linhagem CEN 62 repicada a partir da borda
da amostra 32

3? geracdo da linhagem CEN 62 repicada a partir do setor 2
da amostra 31

4* geragdo da linhagem CEN 62 repicada a partir da borda
da amostra 34

Amostra parental da linhagem CEN 62 cultivada em arroz-
1* geragdo

2% geragdo da linhagem CEN 62 cultivada em arroz
repicada a partir da amostra 36

3" geragdo da linhagem CEN 62 cultivada em arroz
repicada a partir da amostra 37

4* geragdo da linhagem CEN 62 cultivada em arroz
repicada a partir da amostra 38

Cultura monospdrica 1 da linhagem CEN 62 repicada a
partir da amostra 39

Cultura monosporica 2 da linhagem CEN 62 repicada a
partir da amostra 39

Cultura monosporica 3 da linhagem CEN 62 repicada a
partir da amostra 39

Cultura monospdrica 4 da linhagem CEN 62 repicada a
partir da amostra 39

Cultura monospdrica 5 da linhagem CEN 62 repicada a
partir da amostra 39
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3) Extracdo de DNA

O micélio foi coletado por filtragdo a vacuo em papel filtro, submetidos a lavagem
em agua destilada estéril e posterior secagem sobre papel filtro.

A extragdo de DNA gendmico foi realizada segundo o método de Rogers & Bendich
(1988) modificado. Cerca de 4 gramas de micélio foram triturados em nitrogénio liquido e
mantidos a -20 °C. Ao macerado, foram adicionados 5 ml de CTAB 2X (2 % de CTAB;
100 mM de Tris-HCI pH 8,0; 20 mM de EDTA pH 8,0; 1,4 M de NaCl e 1 % de PVP) pré-
aquecido a 65 °C, seguindo-se incubagdo durante 20 minutos a 65 °C. Adicionou-se um
volume de cloroférmio/alcool isoamilico (24:1) frio e a mistura foi homogeneizada por
meio de agitacdo em vortex e posteriormente centrifugada a 4400 rpm por 4 minutos. A
fase aquosa foi transferida para um novo tubo, onde foi adicionado 0,1 volume de CTAB
10 % (10 % de CTAB e 0,7 M de NaCl) pré-aquecido a 65 °C, procedendo-se mais uma
extragdo com cloroformio/alcool isoamilico (24:1). A fase aquosa, coletada em novo tubo,
foi adicionado 1 volume de isopropanol e misturado por inversdo, para precipitacdo do
DNA. A amostra foi entdo centrifugada a 4400 rpm durante 10 minutos e adicionada de 3
ml de etanol 70 %. Procedeu-se nova centrifugagdo a 4400 rpm por 5 minutos e em seguida
descartou-se o sobrenadante. O precipitado foi submetido a secagem ao ar livre,
ressuspenso em 499 ul de TE (10mM de Tris- HCL pH 8,0; ImM de EDTA pH 8,0 ) e
tratado com 1 pl de RNAse A (ribonuclease A) por uma hora a 37 °C. A remocdo e
desnaturacdo da RNAse e de outras proteinas foi feita por extragdo com um volume de
fenol/cloroférmio (1:1), sendo a amostra agitada em vortex e centifugada a 13000 rpm por
15 minutos. O sobrenadante foi transferido para eppendorf estéril, onde adicionou-se um
volume de isopropanol e 1/10 de volume de 5M de NaCl, procedendo-se nova

centrifuga¢do a 13000 rpm por 15 minutos. A fase aquosa foi descartada, e o DNA lavado
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em 500 pl de etanol 70 % e precipitado por centrifugacdo a 13000 rpm por 5 minutos. O
sobrenadante foi descartado e realizou-se nova centrifugacdo a 13000 rpm por alguns
segundos. O DNA precipitado foi seco em temperatura ambiente e ressuspendido em 200 pl
de TE. A concentragdo final de DNA foi determinada em gel de agarose 1,5 % corado com
brometo de etidio, através de comparacdo com concentragdes conhecidas de DNA do

bacteridofago lambda.

4) RAPD (Polimorfismo de DNA amplificado ao acaso)

As reacdes de RAPD foram realizadas em volume de 25 pl contendo 2,5 pl de
tampao para PCR (1X); 0,75 pl de MgCl; (1,5 mM), 0,5 ul de ANTP’s (0,2 mM); 1,25 pl de
oligonucleotideos (0,5 uM); 0,3 ul de Tag DNA polimerase (1,5 U); 17,7 ul de agua estéril
e 2 ul de DNA (10 ng.ul™ ) gendémico. Cinco primers decameros, conforme apresentado na
Tabela 2, foram selecionados para a andlise. A reacdo foi coberta com 50 pl de 6leo
mineral.

O termociclador (MJ Research), foi programado para desnaturacao inicial de 94 °C
por 3 minutos, seguido de 45 ciclos de anelamento e extensdo a 94 °C por 1 minuto, 35 °C
por 1 minuto e 72 °C por 2 minutos, com uma extensdo final a 72 °C por 5 minutos. Aos
produtos de amplificagdo foram adicionados 2,5 pl de tampao de amostra 10 X (0,3 % de
bromofenol, 0,3 % de xilenocioanol, 65 % de sacarose, 10 mM de Tris-HCI pH 7,5 e 10
mM de EDTA), seguindo-se de andlise em gel de agarose 1,5 % contendo brometo de
etideo (0,5 pg.ml™"). Como marcador, foi utilizado 100 bp-DNA Ladder (Amershan), o qual
serviu como pardmetro para determinar o tamanho dos fragmentos de amplificacdo. Para
visualizacdo dos produtos de amplificacdes, o gel foi examinado sobre luz ultraviolta no

sistema Eagle Eye II Still System ™ (Stratagene).

99



Tabela 2. Seqiiéncia de primers decameros (10pb) utilizados nos ensaios de

RAPD.
Primers Sequéncia
PI. CAATCGCCGT
P2. CAGCACCCAC
P3. GGTGACGCAG
P4. CTGCTGGGAC
PS. GTGTGCCCCA

A andlise dos resultados foi realizada por comparacao do padrao de bandas obtidos
na geracdo parental com as geracdes subseqiientes de cada linhagem. Do total de bandas
resultantes, foi calculada uma porcentagem das que se diferenciaram da primeira geracao
do fungo em cada um dos primers. Obteve-se uma média dessa porcentagem, para 0os cinco

primers utilizados.

5) RFLP (Polimorfismo no comprimento de fragmentos de restri¢cao)

Para RFLP, foi feita a digestdo do DNA gendmico com as enzimas de restri¢ao, ECO
RI e Hind III. Cada sistema de digestdo de 30 pl, continha 1 pg de DNA gendmico, 3 pl de
tampao apropriado para cada enzima (10X), 1 pl de enzima de restricao (10 U. pl) e dgua
milli-Q estéril para completar o volume. Os sistemas de digestdo foram incubados a 37 °C
durante 16 horas.

Foram adicionados 3,5 pl de tampao de amostra (0,3 % de bromofenol, 0,3 % de
xilenocioanol, 65 % de sacarose, 10 mM de Tris-HCl pH 7,5 e 10 mM de EDTA) aos

sistemas de digestdes e, a seguir, estes foram analisados em gel de agarose 0,75 % com
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brometo de etideo (0,5 pug.ml™) e visualizado sobre luz ultravioleta. A documentacio
fotografica foi feita no sistema Eagle Eye II Still System "™ (Stratagene). Os Southern blots
foram preparados através de transferéncia alcalina (NaOH 0,4 M) para a membrana
Hybond-XL (Amershan), seguindo-se recomendagdes do fabricante. Apos a transferéncia,
as membranas foram lavadas com uma solucao SSC 2X (NaCl 0,3 M e citrato trissodico 30
mM pH7,0) sendo, a seguir, secas € mantidas a temperatura ambiente.

Uma seqiiéncia telomérica fungica (TTAGGG),, foi sintetizada por PCR (Ijdo et al.,
1991) e P*?a- dCTP incorporado usando o kit Rediprime IT (Amershan). A hibridizagio
procedeu-se por cerca de 16 horas a 65 °C em uma solucao contendo 0,25 M de fosfato de
sodio (pH 7,2), ImM de EDTA e 7 % de SDS. A membrana hibridizada foi lavada por 3
vezes a 65 °C por 20 minutos cada, com solugdo de 3 X SSC, 0,1 % SDS, sendo a
membrana exposta a filme de raio X.

O filme foi revelado durante 1 minuto na solugdo reveladora (Kodak-Deltol), lavado
em agua, emergido em uma solugdo fixadora (Kodak), lavado novamente em agua e seco
em temperatura ambiente.

A analise dos resultados foi feita pela comparagdo do padrdo de bandas obtidos

entre as diferentes geracdes do fungo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi observada formagao de setores em colonias de D. pulvinata em laboratodrio, nas
duas linhagens avaliadas, os quais variaram em coloragdo, crescimento e densidade de

esporulacdo. As maiores taxas de formagdo de setores ocorreram na linhagem selecionada
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previamente como instavel (CEN 62), por apresentar ja na primeira repicagem
diferencia¢do da colonia. Para CEN 58, supostamente estavel morfologicamente, geragdes

subseqiientes da parental também apresentaram formagao de setores (Figura 1).

Figura 1. A — 1* Geragdo da linhagem CEN 58 selecionada como morfologicamente estavel. B — 1*
Geragao da linhagem CEN 62 apresentando setorizacao.

A setorizacdo de colonias de fungos ¢ freqiientemente observada. Em culturas de
Fusarium oysporum f. sp. niveum, por exemplo, observou-se que apds repicagens
sucessivas, setores foram formados e exibiram variacdo morfoldgica e de pigmentacgao
(Kim, 1997). Ryan et al., (2002) verificaram a formagao de setores em culturas de
Mertarhizium anisopliae, que diferiram da cultura parental na morfologia, produgdo de
enzimas, metabolitos secunddrios e reducdo da esporulacdo, ou seja, neste caso a
degeneracdo da morfologia da cultura esteve associada a trocas na estabilidade fisioldgica.
Entretanto, o mecanismo responsavel pela formagdao de setores e troca da integridade

fisiologica, observada em linhagens de Metarhizium nao foi determinado.
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Em um estudo realizado por Shah & Butt (2005), observou-se que a formagao de
setores ¢ especifica para linhagens e influenciada pela condicdo nutricional, fatores
comprovados em Metarhizium anisopliae. No presente estudo, as linhagens foram mantidas
sob as mesmas condi¢des de cultivo, ndo se observando o efeito da condi¢ao nutricional na
producao de setores.

Alteragdes de caracteristicas morfoldgicas de fungos comercialmente importantes
poderiam estar relacionadas a outras caracteristicas, resultando em diversos problemas
como a perda da patogenicidade de um isolado utilizado em programa de controle biologico
(Ryan et al., 2002). No entanto, ndo existem relatos envolvendo alteragdes em linhagens
morfologicamente instaveis e nem modificagdes gendmicas relacionadas a estas variagoes.

Em andlise de RAPD, notou-se diferenciagdes entre geracdes das linhagens de D.
pulvinata, tanto em colonias cultivadas em meio de cultura BDA, quanto em geragoes
produzidas no arroz parboilizado.

Nos resultados com o primer Pl, foi possivel observar um padrdo de bandas
bastante semelhantes entre as geracdes de uma mesma linhagem e entre as duas linhagens
avaliadas, apresentando pouco polimorfismo. A linhagem CEN 58 apresenta uma banda
muito evidente em todas as suas amostras, tanto nas cultivadas em BDA como em arroz
parboilizado. Esta banda diferencia as linhagens, pois a mesma estd ausente em CEN 62

(Figura 2).
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Figura 2. RAPD de linhagens de Dicyma pulvinata com primer P1. 1.CEN58-1'G, 2.CEN58B1-2°G, 3.CEN58B1S1-3"G,
4.CEN58B1S1B1-4°G, 5.CEN58B1S2-3'G, 6.CEN58B1S2B1-4'G, 7.CEN58B1S3-3'G, 8.CEN58B1S3B1-4'G, 9.CEN58B2-
2°G, 10.CEN58B2S1-3°G, 11.CEN58B2S1B1-4'G, 12.CEN58B3-2°G, 13.CEN58B3B1-3'G, 14.CEN58B3B1BI1-4°G,
15.CEN58-1°G em arroz, 16.CEN58-2°G em arroz, 17.CEN58-3"G em arroz, 18.CEN58-4°G em arroz, 19.Cultura monospdrica
1-a partir da 4°G em arroz, 20.Cultura monospérica 2-a partir da 4°G em arroz, 21.Cultura monosporica 3-a partir da 4°G em
arroz, 22.Cultura monosporica 4-a partir da 4'G em arroz, 23.Cultura monospérica 5-a partir da 4°G em arroz, 24.CEN62-1°G,
25.CEN62B1-2°G, 26.CEN62B1S1-3"G, 27.CEN62B1S1.1-4°G, 28.CEN62S1-2°G, 29.CEN62S1B1-3'G, 30.CEN62S1BI1S1-
4G, 31.CEN62S2-2°G, 32.CEN62S2.1-3"G, 33.CEN62S2.1.B1-4'G, 34.CEN62S2.2-3°G, 35.CEN62S2.2B1-4°G, 36.CEN62-1"G
em arroz, 37.CEN62-2'G em arroz, 38.CEN62-3"G em arroz, 39.CEN62-4'G em arroz, 40.Cultura monospoérica 1-a partir da 4G
em arroz, 41.Cultura monosporica 2-a partir da 4°G em arroz, 42.Cultura monospoérica 3-a partir da 4°G em arroz, 43.Cultura
monosporica 4-a partir da 4°G em arroz, 44.Cultura monospoérica 5-a partir da 4°G em arroz.

Na avaliacao utilizando o primer P2, em todas as amostras, tanto em CEN 58 quanto
em CEN 62, praticamente nao foram detectadas variagdes no perfil obtido. A diferenca
mais notdvel ocorreu na amostra 17, referente a terceira geragao da linhagem CEN 58
cultivada em arroz parboilizado. Nesta foi detectada uma banda bastante expressiva que
ndo esteve presente em nenhuma outra amostra.

Quando se empregou o primer P3 para analise de RAPD, observou-se maior
diferenca no padrdao de bandas entre as amostras da linhagem CEN 62. Em CEN 58
ocorreram algumas variagdes, porém em menor quantidade. Novamente a amostra 17
apresentou-se mais diferenciada, porém neste caso uma banda presente nesta, também foi

observada nas amostras 5 e 12 (Figura 3).
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Figura 3. RAPD de linhagens de Dicyma pulvinata com primer P3. 1.CEN58-1°G, 2.CEN58B1-2'G, 3.CEN58B1S1-3°G,
4.CEN58B1S1B1-4'G, 5.CEN58B1S2-3'G, 6.CEN58B1S2B1-4°G, 7.CEN58B1S3-3'G, 8.CEN58B1S3B1-4'G, 9.CEN58B2-
2°G, 10.CEN58B2S1-3°G, 11.CEN58B2S1B1-4°G, 12.CEN58B3-2°G, 13.CEN58B3BI1-3'G, 14.CEN58B3BIBI1-4'G,
15.CEN58-1°G em arroz, 16.CEN58-2°G em arroz, 17.CEN58-3"G em arroz, 18.CEN58-4°G em arroz, 19.Cultura monospdrica
1-a partir da 4°G em arroz, 20.Cultura monospérica 2-a partir da 4°G em arroz, 21.Cultura monosporica 3-a partir da 4G em
arroz, 22.Cultura monosporica 4-a partir da 4°G em arroz, 23.Cultura monosporica 5-a partir da 4°G em arroz, 24.CEN62-1°G,
25.CEN62B1-2°G, 26.CEN62B1S1-3'G, 27.CEN62B1S1.1-4°G, 28.CEN62S1-2°G, 29.CEN62S1B1-3'G, 30.CEN62S1BI1S1-
4°G, 31.CEN62S2-2°G, 32.CEN62S2.1-3"G, 33.CEN62S2.1.B1-4°G, 34.CEN62S2.2-3°G, 35.CEN62S2.2B1-4"G, 36.CEN62-1'G
em arroz, 37.CEN62-2°G em arroz, 38.CEN62-3"G em arroz, 39.CEN62-4’G em arroz, 40.Cultura monospoérica 1-a partir da 4°G
em arroz, 41.Cultura monosporica 2-a partir da 4°G em arroz, 42.Cultura monospoérica 3-a partir da 4°G em arroz, 43.Cultura
monosporica 4-a partir da 4°G em arroz, 44.Cultura monosporica 5-a partir da 4'G em arroz.

O padrao de bandas obtido com o primer P4 foi semelhante ao obtido com o P3,
para a linhagem CEN 58, demonstrando menos variagcdes do que CEN 62. Entretanto, nas

amostras com arroz parboilizado, verificou-se maior alteragao entre as amostras (Figura 4).
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Figura 4. RAPD de linhagens de Dicyma pulvinata com primer P4. 1.CEN58-1°G, 2.CEN58B1-2°G, 3.CEN58B1S1-3G,
4.CEN58B1S1B1-4°G, 5.CEN58B1S2-3"G, 6.CEN58B1S2B1-4'G, 7.CEN58B1S3-3"G, 8.CEN58B1S3B1-4'G, 9.CEN58B2-
2°G, 10.CEN58B2S1-3'G, 11.CEN58B2S1B1-4'G, 12.CEN58B3-2’G, 13.CEN58B3B1-3'G, 14.CEN58B3B1BI1-4°G,
15.CEN58-1°G em arroz, 16.CEN58-2°G em arroz, 17.CEN58-3"G em arroz, 18.CEN58-4"G em arroz, 19.Cultura monospdrica
1-a partir da 4°G em arroz, 20.Cultura monospdrica 2-a partir da 4°G em arroz, 21.Cultura monospoérica 3-a partir da 4°G em
arroz, 22.Cultura monospdrica 4-a partir da 4°G em arroz, 23.Cultura monospdrica 5-a partir da 4°G em arroz, 24.CEN62-1°G,
25.CEN62B1-2°G, 26.CEN62B1S1-3"G, 27.CEN62B1S1.1-4°G, 28.CEN62S1-2°G, 29.CEN62S1B1-3'G, 30.CEN62S1BI1S1-
4G, 31.CEN62S2-2°G, 32.CEN62S2.1-3"G, 33.CEN62S2.1.B1-4°G, 34.CEN62S2.2-3G, 35.CEN62S2.2B1-4°G, 36.CEN62-1"G
em arroz, 37.CEN62-2°G em arroz, 38.CEN62-3"G em arroz, 39.CEN62-4'G em arroz, 40.Cultura monospoérica 1-a partir da 4°G
em arroz, 41.Cultura monospoérica 2-a partir da 4°G em arroz, 42.Cultura monosporica 3-a partir da 4°G em arroz, 43.Cultura
monosporica 4-a partir da 4°G em arroz, 44.Cultura monosporica 5-a partir da 4°G em arroz.
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Com o primer PS5, a amostra 11 da linhagem CEN 58 foi a unica que apresentou
diferencas em relacdo as demais, quando se fez o cultivo em meio BDA. Em arroz
parboilizado foram detectadas diferengas com as amostras 17, 20, 22 ¢ 23. Na linhagem
CEN 62, sete das 12 amostras (cultivadas em BDA) e cinco das nove amostras (cultivadas
em arroz paboilizado) foram observados padroes de bandas diferentes da linhagem parental.

Comparando-se as linhagens parentais e suas geracdes subseqiientes, observa-se que
CEN 58 apresentou menor variabilidade genética no decorrer das sucessivas repicagens
com uma média de 2,53 %, quando se utilizou o meio BDA e 14,74 %, quando se utilizou
geragdes em arroz parboilizado. A linhagem CEN 62 apresentou uma variacdo média de
10,55 % em meio BDA e de 18,52 %, no substrato arroz parboilizado.

De maneira geral, a linhagem CEN 58 apresentou-se mais estavel do que a linhagem
CEN 62. Observa-se entretanto, que em ambos, ocorreu mais variagdes quando o substrato
para o desenvolvimento do fungo foi arroz parboilizado.

Os microrganismos podem ser conservados em cole¢des por diferentes métodos. A
maioria das colecdes de trabalho, entretanto, ¢ mantida através de repiques sucessivos em
meio de cultura. Esse processo permite a manuten¢do da viabilidade de estoques, porém as
multiplas transferéncias impedem a manutencdo da integridade genética e muitas
caracteristicas podem ser modificadas ou perdidas por mutacdes (Azevedo, 1991).

Analise por RFLP mostrou que na regido subtelomérica, a linhagem CEN 58
apresentou variagdes entre as colonias monospoéricas, bem como entre 0s setores € a
linhagens parental quando utilizada a enzima Eco RI (Figura 5). No que se refere a
desenvolvimento de coldnias da linhagem CEN 58 em arroz nas quatro geragdes analisadas,
bem como nas cinco amostras de cultura mondsporicas provenientes da 4 * geragdo,

observou-se variacdo de bandas de hibridizagdo com o aparecimento ou desaparecimento
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de bandas homdlogas, o que denota um provavel rearranjo nesta regido, quando utilizada a
enzima Eco RI.

Na avaliacdo da linhagem CEN 62, verificou-se com a enzima Eco RI que existem
variagdes entre as amostras, com aparecimento ¢ desaparecimento de bandas homologas
semelhantemente ao observado com a linhagem CEN 58, tanto em coldnias cultivadas em
BDA como em arroz parboilizado. Ja as colonias monosporicas provenientes da linhagem
CEN 62 apresentaram menor variacdo entre elas, sendo que das cinco coldnias

monosporicas avaliadas, somente uma apresentou auséncia de banda (Figura 5).
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Figura 5. RFLP com sonda telomérica de linhagens de Dicyma pulvinata com a enzima Eco RI. 1.CEN58-1°G, 2.CEN58B1-2°G,
3.CEN58BI1S1-3'G, 4.CEN58B1S1B1-4’G, 5.CEN58B1S2-3'G, 6.CEN58B1S2B1-4'G, 7.CEN58B1S3-3°G, 8.CEN58B1S3B1-4°G,
9.CEN58B2-2°G, 10.CEN58B2S1-3°G, 11.CEN58B2S1B1-4°G, 12.CEN58B3-2°G, 13.CEN58B3BI1-3'G, 14.CEN58B3B1B1-4'G,
15.CEN58-1°G em arroz, 16.CEN58-2°G em arroz, 17.CEN58-3"G em arroz, 18.CEN58-4’G em arroz, 19.Cultura monospoérica 1-a partir
da 4°G em arroz, 20.Cultura monospoérica 2-a partir da 4'G em arroz, 21.Cultura monospoérica 3-a partir da 4°G em arroz, 22.Cultura
monosporica 4-a partir da 4°G em arroz, 23.Cultura monosporica 5-a partir da 4°G em arroz, 24.CEN62-1°G, 25.CEN62B1-2°G,
26.CEN62B1S1-3'G, 27.CEN62B1S1.1-4°G, 28.CEN62S1-2°G, 29.CEN62S1BI1-3'G, 30.CEN62S1B1S1-4°G, 31.CEN62S2-2°G,
32.CEN62S2.1-3%G, 33.CEN62S2.1.B1-4°G, 34.CEN62S2.2-3°G, 35.CEN62S2.2B1-4°G, 36.CEN62-1°G em arroz, 37.CEN62-2°G em
arroz, 38.CEN62-3"G em arroz, 39.CEN62-4°G em arroz, 40.Cultura monospoérica 1-a partir da 4'°G em arroz, 41.Cultura monospdrica 2-
a partir da 4°G em arroz, 42.Cultura monosporica 3-a partir da 4°G em arroz, 43.Cultura monospérica 4-a partir da 4°G em arroz,
44.Cultura monosporica 5 — a partir da 4'G em arroz.

Com a enzima HindIll, o padrao de bandas foi diferente entre as linhagens de D.

pulvinata. Porém para ambas as linhagens avaliadas, ocorreram variagdes entre as geragdes

107



nas duas formas de cultivo. Entretanto as culturas mondsporicas monstraram-se idénticas

(Figura 6).

-

Figura 6. RFLP com sonda telomérica de linhagens de Dicyma pulvinata com a enzima Hind III. 1.CEN58-1°G, 2.CEN58B1-2°G,
3.CEN58BI1S1-3°G, 4.CEN58B1S1B1-4°G, 5.CEN58B1S2-3'G, 6.CEN58B1S2B1-4'G, 7.CEN58B1S3-3'G, 8.CEN58BI1S3B1-4°G,
9.CEN58B2-2°G, 10.CEN58B2S1-3°G, 11.CEN58B2S1B1-4'G, 12.CEN58B3-2°G, 13.CEN58B3B1-3°G, 14.CEN58B3BI1B1-4°G,
15.CEN58-1°G em arroz, 16.CEN58-2°G em arroz, 17.CEN58-3"G em arroz, 18.CEN58-4’G em arroz, 19.Cultura monospoérica 1-a partir
da 4°G em arroz, 20.Cultura monospoérica 2-a partir da 4°G em arroz, 21.Cultura monospoérica 3-a partir da 4°G em arroz, 22.Cultura
monosporica 4-a partir da 4°G em arroz, 23.Cultura monospérica 5-a partir da 4°G em arroz, 24.CEN62-1°G, 25.CEN62B1-2°G,
26.CEN62B1S1-3"G, 27.CEN62B1S1.1-4°G, 28.CEN62S1-2°G, 29.CEN62S1BI1-3'G, 30.CEN62S1B1S1-4'G, 31.CEN62S2-2°G,
32.CEN62S2.1-3"G, 33.CEN62S2.1.B1-4'G, 34.CEN62S2.2-3"G, 35.CEN62S2.2B1-4°G, 36.CEN62-1°G em arroz, 37.CEN62-2°G em
arroz, 38.CEN62-3"G em arroz, 39.CEN62-4'G em arroz, 40.Cultura monosporica 1-a partir da 4°G em arroz, 41.Cultura monosporica 2-
a partir da 4°G em arroz, 42.Cultura monosporica 3-a partir da 4°G em arroz, 43.Cultura monospoérica 4-a partir da 4°G em arroz,
44.Cultura monosporica 5 — a partir da 4°G em arroz.

Segundo Shah & Butt (2005), o tipo e a freqiiéncia de setorizagdo varia de acordo
com as diferentes espécies e linhagens do fungo e podem ser atribuidas a fatores como
mutagdes, transposons e rearranjos gendmico. No presente trabalho, as diferencas ocorridas
durante as quatro geragdes, nas duas linhagens utilizadas e em andlises tanto de RAPD
como RFLP, poderiam ser causadas por esses fatores.

Variabilidade genética foi observada entre setores produzidos a partir de cultura

monosporica de D. pulvinata mantida em o6leo mineral e congelada a — 80 °C,
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demonstrando a existéncia de instabilidade genética em linhagens mantidas sob diferentes
condigdes de armazenamento (Pinho, et al., 2005).

Muitos outros fungos apresentam instabilidade fenotipica, a qual é caracteristica de
organismos contendo transposons. Por exemplo, diversos patogenos de plantas produzem
micélio estéril, nao patogénico, quando cultivados in vitro. Porém, pela passagem através
da planta hospedeira, essa situacdo pode ser alterada (McHale et al., 1992). Varios
transposons sdo relatados em fungos filamentosos como os grasshopper de Magnaporthe
grisea (Dobinson et al., 1992) e Fotl de Fusarium oxysporum (Daboussi et al., 1992).

Em muitos fungos filamentosos verifica-se que existe grande polimorfismo nas
seqiiéncias associadas aos teldmeros e atualmente este polimorfismo tem sido usado na
identificacdo (fingerprinting) de linhagens de fungos agentes de controle bioldgico (Inglis
etal., 1999).

Teldmeros sdo regides de seqiiéncias repetitivas, responsaveis pela prote¢do dos
cromossomos ¢ envolvidas no processo que garante a fidelidade na replicagdo (Zakian,
1998). Sondas teloméricas também tém sido usadas para estudo com linhagens de
Beauveria, verificando novas bandas teloméricas em recombinantes, diferentes do perfil de
linhagens parentais, sugerindo que mutagdes, recombinagdes ou rearranjos podem estar
envolvidos no processo (Viaud et al., 1998).

De acordo com recente pesquisa, na qual genes de viruléncia ou aviruléncia foram
localizados em regides subteloméricas do fungo Magnaporthe grisea (Gao et al., 2002), a
dinamica subtelomérica em fungos ¢ de relevante importancia para sua eficiéncia, tanto
como patdgenos quanto como antagonistas.

A compreensdo dos mecanismos relacionados a estabilidade genética de fungos

agentes de controle biologico ¢ essencial para o desenvolvimento de produtos comerciais de
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campo, pois a aplicacdo bem sucedida requer uma formulagdo apropriada que garanta a
viabilidade e estabilidade ao fungo durante o estoque do indculo e produgdo. A estabilidade
genética também tem sérias implicacdes com relagdo a patentes. Organismos de
importancia industrial e principalmente organismos objeto de patente sdo mantidos
congelados, uma vez que o cultivo seriado pode levar a perda de viabilidade (Homa, et al.,

2003).
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CONCLUSOES
Segundo os resultados obtidos pode-se concluir que:

e Linhagens de D. pulvinata mantidas em colecdo apresentam instabilidade
morfolégica (com formagdo de setores) e genética (com diferentes padrdes de
bandas).

e Analises de RAPD e RFLP mostraram diferentes perfis entre geragdes consecutivas
de uma mesma linhagem de D. pulvinata tanto em CEN 58 como em CEN 62.

e De maneira geral, geracdes cultivadas em arroz parboilizado apresentaram maiores
diferenciagdes do que as cultivadas em meio BDA, porém as amostras de culturas
monoésporicas provenientes da 4 * geragdo em arroz, mostraram-se bastante
semelhantes.

e Estudos de eficiéncia patogénica devem ser conduzidos, em geracdes que
apresentam variagdes morfologicas e genéticas, visando identificar as variagdes de
caracteristicas de interesse comercial e desenvolver um possivel mecanismo de

selecao ou método de estabilizar as linhagens.
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