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Resumo

Os sistemas integrados tém sido considerados como alternativa para
alcancar uma melhor rentabilidade e adequacdo dos sistemas produtivos
agricolas. No entanto, o sucesso depende do conhecimento dos processos
envolvidos no manejo e na conservagao da qualidade do solo. Nesse sentido, o
antagonismo ou controle biolégico entre microrganismos pode auxiliar na
reducdo do crescimento de fungos patogénicos que causam prejuizos
econdmicos para as lavouras. O objetivo deste trabalho foi quantificar fungos
presentes no solo e identificar os potenciais antagdnicos a Fusarium sp.,
Rhizoctonia sp. e Sclerotium rolfsii, em monocultivos e sistemas integrados de
produgdo. Durante os periodos de chuva e seca foram avaliados 10 modelos
de producgado, considerando desde o monocultivo até as interagbes entre
lavoura, pecuaria e floresta, além de uma area de pousio e outra de mata
nativa. Considerou-se antagonismo positivo quando houve formag¢ao do halo de
inibicdo durante a cultura pareada. As quantificacbes de unidades formadoras
de colbénia (UFC) diferiram estatisticamente entre os tratamentos e as épocas
de coleta do solo, sendo que os sistemas integrados apresentaram maior
numero de UFC. Os isolados fungicos provenientes do solo dos sistemas
integrados apresentam potencial no controle biolégico dos fitopatdégenos
Rhizoctonia sp., Fusarium sp. e Sclerotium rolfsii. As espécies obtidas nas
amostras foram identificadas como pertencentes aos géneros cultivados
Penicillium, Talaromyces, Eupenicillium, Trichoderma, Aspergillus,
Chaetomium,  Acremonium, Curvularia, Purpureocillium, Bionectria,
Paecilomyces, Plectospharella, Clonostachy, Mucor, Fennellia e Metarhizium.

O uso de sistemas integrados favorece o aumento da densidade de fungos. As
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épocas de avaliagdo (seca e chuva) modulam o aumento da densidade de
fungos no solo em sistemas integrados, monocultivo e mata nativa. A estratégia
de estudos de fungos antagbnicos possibilitou a identificacdo de diferentes

géneros com potencial de uso biotecnoldgico para a agricultura.

Palavras-chave: Fitopatégenos; iLPF; Antagonismo; ITS; 18S DNAr.
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Abstract

Integrated systems have been considered as an alternative to reach better
profitability and suitability of agricultural production systems. However, success
depends on the knowledge of the processes involved in the management and
conservation of soil quality. The antagonism among microorganisms or
biological control can reduce the growth of pathogenic fungi that cause
economic damage to crops. The aim of this study was to quantify fungi in the
soil and identify potential antagonistic to Fusarium sp., Rhizoctonia sp. and
Sclerotium rolfsii in monoculture and integrated production systems. During rain
and dry season was assessed 10 production models, since the monoculture
until the interactions between farming, livestock and forestry, as well a fallow
area and other native vegetation. Quantification of colony forming units (CFU)
had statistical difference among treatment and season period of soil sampling,
being observed higher number of CFU for integrated system. Fungal isolates
from soil of integrated systems have potential for biological control of plant
pathogens as Rhizoctonia sp., Fusarium sp. and Sclerotium rolfsii. Antagonism
was considered positive on presence of inhibition zone formation during paired
culture. Identification of antagonist fungi showed that species were Penicillium,
Talaromyces,  Eupenicillium,  Trichoderma, Aspergillus,  Chaetomium,
Acremonium,  Curvularia,  Purpureocillium,  Bionectria, = Paecilomyces,

Plectospharella, Clonostachy, Mucor, Fennellia e Metarhizium.

Keywords: Phytopatogens; iLPF; Antagonism; ITS, 18S DNAr.
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Introducgao

As exploragbes agricolas em regides de transicdo entre Cerrado e
Amazdnia tem se caracterizado pela implantacdo de monoculturas em areas
anteriormente ocupadas por florestas nativas (FAO, 2012 e Zilli et al., 2013).
Essas areas de transicdo compdem um complexo sistema, ainda ndao bem
compreendido, de ciclagem de nutrientes entre solo-planta-animal. O
desmatamento e a falta de diversidade de culturas resultaram em um sistema
de produgdo pouco sustentavel, caracterizado pela degradagao progressiva do
solo (Alves et al., 2011) pelo surgimento de pragas e doengas nas areas
agricolas (Santos et al.,, 2012; Tonin et al.,, 2013), aumento de custos de
producdo e surgimento de fitopatdgenos resistentes a fungicidas (Xiao et al.,
2013).

Os sistemas de ILPF vendo sendo apresentado como uma alternativa
sustentavel, pois possibilitam a recuperacédo de areas degradadas por meio da
intensificagdo do uso da terra, potencializando os efeitos complementares ou
sinergéticos existentes entre as diversas espécies vegetais e a criacdo de
animais. Esses sistemas aperfeicoam o uso do solo, com a produgao de graos
em areas de pastagens, melhorando a produtividade das pastagens em
decorréncia de sua renovacao pelo aproveitamento da adubacgao residual da

lavoura (Trecenti e Hassa, 2008).

Dentre os fungos fitopatogénicos mais frequentes em monoculturas
podem ser destacados Rhizoctonia sp., Fusarium sp. e Sclerotium rolfsii, 0os
quais tem ocasionado grandes prejuizos agricolas, principalmente em
monoculturas de milho (Stumpf et al., 2013), soja (Souza et al., 2013) e

pastagens (Cortinovis et al., 2013). O controle dessas doengas é feito
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geralmente através do uso de fungicidas, que podem ser prejudiciais a saude
humana e ao meio ambiente, podendo levar a reducdo da biodiversidade de
organismos nao alvo (Khot et al., 2012). Esse mecanismo de controle quando
empregado de forma incorreta pode acarretar no desenvolvimento de
fitopatdogenos resistentes aos principios ativos utilizados (Souza et al., 2013).

O controle biolégico tem sido amplamente estudado em produgdes
agricolas tropicais da Ameérica do Sul (Souza et al., 2013; FAO, 2012; Silva et
al., 2013) como estratégia para reducgao de fitopatdégenos, pois possibilita uma
gestdao sustentavel e ambientalmente aceitavel. Dentre os fungos que
apresentam potencial para uso no controle biolégico podem ser destacados
Coniothyrium  minitans, Ulocladium atrum, Trichoderma harzianum,
Trichoderma asperellum, os quais tem sido relacionados a reducdo de
incidéncia de Rhizoctonia spp., Fusarium sp. e Sclerotium rolfsii pela acao
antagonista (Jones et al., 2011; Ferraz et al., 2011; Fernando et al., 2007;
Carvalho et al.,, 2011; Zeng et al., 2012), relacionada a degradabilidade
enzimatica da parede celular (quitinase), inibicdo de crescimento micelial e
esporulagédo (Santos 2012), antibiose, competi¢ao, parasitismo e hipoviruléncia
(Geraldine et al., 2013).

Apesar dos relatos encontrados na literatura sobre a presenga de fungos
no solo em controle biolégico (Zhang et al., 2013 e Gouba e Drancourt, 2013),
€ necessaria a plena compreensdo das possiveis interagdes fungicas em
sistemas integrados localizados no ecotono Cerrado/Amazénia. Pesquisas
voltadas para esse proposito podem resultar em grande impacto econdémico,

ambiental e cientifico, uma vez que a identificagao da diversidade fungica pode
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ser utilizada como ferramenta de protegédo e conservagao do solo (Souza et al.,
2013).

O isolamento em meios de cultivo esta entre as principais técnicas
utilizadas para avaliar as comunidades fungicas em solos, porém permite
somente a quantificacdo desses fungos. Nesse sentido, uma das alternativas
para identificagdo de espécies € o uso de estratégias moleculares como o
sequenciamento do ITS (regides intergénicas) para identificar os fungos de
interesse (Meireles et al., 2009 e Manohar e Raghukumar, 2013).

No presente trabalho foram utilizadas analises classicas e moleculares,
como isolamento e analises de antagonismo, seguido de sequenciamento, com
objetivos de: i) quantificar fungos presentes no solo usado para monocultivo,
sistemas integrados de producdo e mata nativa; i) avaliar o potencial
antagobnico desses fungos sobre o Fusarium sp., Rhizoctonia sp. e Sclerotium
rolfsii; iii) identificar as espécies de fungos com potencial antag6nico presentes

em solos cultivados e mata nativa do ecétono Cerrado/Amazonia.

Material e Métodos

Local do experimento e delineamento experimental

Foi estabelecido e avaliado um experimento composto por 10 modelos
de sistemas agricolas no municipio de Sinop-MT, implantado no ano de 2011.
A area experimental pertence a Embrapa Agrossilvipastoril, e esta localizada
na regidao de transicdo entre o Cerrado e Amazobnia, clima Tropical Chuvoso,
com precipitacdo média anual de 2.500 milimetros e temperatura anual entre

27° C e 39° C. Os tratamentos sédo apresentados na tabela1.



154

155

156

157

17

Tabela 1. Principais caracteristicas das areas de coleta de amostras de solo.

Tratamento | Sigla Nome Espécies presentes no Ano (2012) de Coleta
1 F Floresta Plantada Plantio de eucalipto em monocultura
2 L Lavoura Lavoura de soja no periodo chuvoso seguido de
milho safrinha
3 P Pastagem Area com braquiaria B. brizantha cv. Marandu
sem pastejo animal
4 iPL Integracdo Pecuaria | Area com braquiaria B. brizantha cv. Marandu
e lavoura sem pastejo animal
5 iLP Lavoura e Lavoura | Lavoura de soja no periodo chuvoso seguido de
consorciada com milho safrinha
pasto
6 iLF Integragéo Lavoura | Area de plantio de eucalipto integrada com
e Floresta Plantada | lavoura de soja (chuva) seguido de milho safrinha
7 iPF Integracao Area de plantio de eucalipto integrada com
Pastagem e braquiaria B. brizantha cv. Marandu sem pastejo
Floresta Plantada | animal
8 iLFP Lavoura, florestae | Area de plantio de eucalipto integrada com
pecuaria Floresta | | 5youra de soja no periodo chuvoso seguido de
Plantada ) .
milho safrinha
9 iPFL Pecuaria floresta Area de plantio de eucapilto integrada com
Plantada e lavoura | braquiaria B. brizantha cv. Marandu sem pastejo
floresta Plantada animal
10 iLPF Lavoura Pecuaria | Area com plantio florestal  (Eucalyptus
Floresta Plantada | | ograndis), cultivadas anualmente com soja no
verdo, e cultivo de milho juntamente com
braquiaria B. brizantha cv. Marandu sem pastejo
animal na safrinha, com colheita do milho e
estabelecimento da pastagem no inverno para
pastejo animal.
- M Mata Nativa Area florestal com vegetagao natural, adjacente a
area experimental.
- P Pousio Area sem atividades agricolas por 3 anos

Foram avaliadas duas épocas de coleta no ano de 2012 (chuva e seca).

Foram realizadas analises quimicas e fisicas do solo (Tabela 2) antes da
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158 implantagcdo do experimento. As parcelas experimentais foram organizadas em
159  blocos casualizados com quatro repeticdes. A parcela experimental dos
160 sistemas é de 2 ha. A area total do ensaio € de aproximadamente 78 ha.
161  Priorizou-se a utilizacdo de plantio direto e as recomendacgdes técnicas para
162  cada cultura conforme as espécies utilizadas.

163

164 Amostras do solo

165 Durante os periodos de chuva e seca o solo foi coletado na camada de
166  0-10 cm, com auxilio de um trado holandés. Foram coletadas 20 amostras
167 simples para formar uma amostra composta. As amostras foram embaladas,
168 identificadas acondicionadas a 4°C e transportadas até o laboratorio de
169  Microbiologia e Biologia Molecular da Embrapa Agrossilvipastoril. Em
170 sequéncia, o solo foi homogeneizado, peneirado em malha de 4 mm e
171  armazenado em 4 °C até o momento das analises.

172  Tabela 2. Caracteristicas quimicas e fisicas do solo da area experimental da
173  Embrapa Agrossilvipastoril no ano de 2011, no inicio do experimento.

Analises Quimicas

pH pH H P K Ca Mg C.org Soma CTC  Sat.
agua CaCl2 (cmolc/dm3) (mg/dm3) (mg/dm3) (cmolc/dm3) (cmolct:)/dm3) (g/dm3)° bases Base
a a a b
57 49 3,8 14,4 57 2,6 0,6 16,0 2,7 6,5 41,5
Analises Fisicas
Areia % Silte % Argila%
35 10 55

%;ZSI 2@ - Mehlich-1; °- Ca™, Mg™, AI”®: KCI 1 mol L"; °— Org C. Walkley Black Black
176

177  Isolamento de fungos

178 Dez gramas de amostra de solo foram diluidas em 90 mL de solug&o
179  tampao fosfato esterilizado (PBS, contendo [g L™ 1,44 Na;HPO4; 0,24 KH,POy;
180 0,20 KCI; 8,00 NaCl; pH 7,4) e incubadas sob agitagdo (150 r.p.m.) por uma 1

181  hora. Posteriormente, diluicdes de 102,10° e 10 foram aplicadas em meio de
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cultura BDA (Batata — Dextrose - Agar), previamente testadas para obtencéo
de amostragem de unidades formadoras de col6nia e suplementado com 50 pg
mL™ de tetraciclina. A incubacgao ocorreu a 28°C sendo monitorada por 15 dias
e a eficiéncia do processo de esterilizacido do PBS foi testada por aplicagao em
meio de cultura seguindo o mesmo protocolo supracitado. O numero de UFC
(Unidade Formadora de Colbnia) foi estimado em UFC/g de solo. Apés a
quantificacdo e purificagdo, os isolados fungicos foram armazenados em

microtubos com agua autoclavada (Castellani, 1939 apud Figueiredo, 1967).

Selecao de isolados antagonistas

Isolados fungicos cultivados das amostras foram submetidos a teste de
antagonismo aos fitopatégenos Fusarium sp. obtido da cultura do milho,
Rhizoctonia sp. obtido da cultura da soja e Sclerotium rolfsii obtido da cultura
da soja. Os isolados fitopatogénicos foram cultivados e mantidos em meio de
cultivo BDA. As avaliagbes seguiram o método de cultura pareada,
confrontando diretamente, em meio sélido, os dois microrganismos (Mariano,
1993). Foram utilizados 20 isolados de cada tratamento, incluindo a area de
mata nativa e o pousio, os quais foram inoculados em meio de cultura BDA a
28°C por 2 dias. Posteriormente, o isolado fitopatogénico foi inoculado na
margem oposta da placa de Petri seguido de incubagao por 10 dias. Na placa
controle foi inoculado somente o fitopatdgeno. Apds o cultivo, a presenga de
zonas de inibicdo entre as culturas pareadas e o crescimento radial do
fitopatégeno em relagdo ao controle indicou a inibicdo. Todas as avaliagbes

foram realizadas em duplicata.
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Identificagao molecular dos isolados antagonistas

O DNA dos isolados fungicos foi extraido utilizando o kit Wizard®
Genomic DNA purification Kit (Promega, EUA), seguindo as recomendagdes do
fabricante. O protocolo de Raeder e Broda (1985) modificado também foi
utilizado. Para tanto, os fungos foram incubados em 100 mL de BD (caldo de
200 g de batata, 20 g de dextrose em 1 L de agua, [pH 6.0]), por 10 dias a 28°
C. O micélio fungico foi filtrado e triturado em nitrogénio liquido. Aliquotas de
200 mg do miceélio foram usadas para execugdo dos protocolos de extragao de
DNA. Para o protocolo de Raeder e Broda (1985) foi adicionado 1 mL de
solugao tampéo de extracéo (1% de SDS, 25 mM de EDTA, 250mM de NaCl e
200 mM de Tris-HCI, [pH 8.0]), incubado a 65°C por 20 min e centrifugado
(16000Xg) por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi transferido para um tubo
contendo 1 volume de fenol, homogeneizado e centrifugado por 5 min a 4°C.
Apoés, o sobrenadante foi transferido para outro tubo contendo 1 volume de
fenol:cloroférmio (1:1 v/v), homogeneizado e centrifugado por 5 minutos a 4°C.
Repetiu-se o passo anterior mais uma vez. O DNA foi precipitado em 0,6
volumes de isopropanol, centrifugado por 10 min a 4°C e secado a 37°C. Para
ressuspensado foram usados 50 pL de agua ultrapura (Milli-Q) autoclavada.
Para a utilizacdo do kit Wizard® o protocolo de extracéo foi acrescido de uma
etapa extra de desproteinagdo com fenol e cloroféormio (1:1). A integridade e a
quantificacdo do DNA foram verificadas por eletroforese em gel de agarose
0.8% v/v. seguida de coloragdo com Gel Red (Biotium) e observagéo sobre luz

ultravioleta.
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Amplificagcao das regides ITS dos isolados fungicos

A regido ITS1-5, 8S-ITS2 do rDNA foi amplificada pela técnica de PCR
com o uso de iniciadores ITS-1 5- TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3') e ITS-4
(6°- TCCTCCGCTTATTGATATGC-3"), os quais anelam em posi¢cdes
especificas do 18S e 28S do rDNA, que amplificam uma regido de
aproximadamente 700 pares de bases (White et al., 1990). As reag¢des foram
realizadas em um volume final de 25 pL contendo 5 ng de DNA, tamp&o 1x (50
mM de KCI, 20 mM de Tris-HCI (pH 8,4)), 3,75 mM de MgCl,, 0,2 mM de cada
deoxiribonucleotideos trifosfato, 0,2 M de cada iniciador e 0,05U. u L™ de Taq
DNA polimerase (Sigma). Um controle negativo (reagcdo de PCR sem DNA) foi
incluido em todos os eventos de amplificagdo. A amplificacao foi realizada em
termociclador (Bio Rad - T100) programada para desnaturagao inicial em 94°C
por 5 minutos, seguido de 35 ciclos de 94°C por 30 seg, 55°C por 30 seg e
72°C por 30 seg. Apos os ciclos, uma extensao final a 72°C por 10 min. A
amplificagdo foi confirmada por eletroforese em gel de agarose 1,5% (v/v),
seguida de coloragdo em Gel Red (Biotium) e observagao do fragmento de 700

pb sobre luz ultravioleta.

Sequenciamento e analise das regides ITS dos isolados fuingicos

Os produtos obtidos da PCR foram purificados com isopropanol. Os
produtos de PCR foram precipitados em alcool Isopropanol 100%,
centrifugados por 15 minutos a 9000 Xg. Posteriormente foram realizadas duas
lavagens com etanol 70% e ressuspensao do DNA em 10 pl de agua ultra pura.
O DNA foi quantificado em nanodrop (Thermo Scientific) e sequenciado no

Centro de Estudos do Genoma Humano, ICB, da Universidade de S&o Paulo.
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As sequéncias obtidas foram comparadas por BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) (Altschul et al., 1990) contra a base de dados do GenBank. Apds
a comparacgao, as sequéncias foram utilizadas para alinhamento e analise

filogenética no programa MEGA verséo 4.0 (Tamura, 2007).

Anidlise estatistica

A normalidade dos dados e a homogeneidade de variancias foram
aferidas pelos testes de Lilliefors (P<0.05) e Bartlett (P<0.05), respectivamente.
Apos, os resultados foram desdobrados em contrastes de médias. Os testes
foram realizados utilizando os softwares Statistica e Excel.
Resultados
Isolamentos de fungos

Foi avaliada a quantidade de fungos presentes em solos cultivados em
sistemas integrados de produg¢ao, monocultivo, mata nativa e pousio. O método
utilizado possibilitou a obtencdo de isolados fungicos de diferentes grupos
morfocromaticos. Considerando as duas épocas de coleta (chuva e seca),
foram isolados 1.440 fungos no total e ndo foram observadas coldnias fungicas
nas placas controle do isolamento.

O numero de unidades formadoras de colbnias fungicas observada nos
tratamentos avaliados na época da seca foi de 10.1 x 10° UFC.g™" de solo e foi
menor do que a observada na época da chuva 23.0 10° UFC.g'1 de solo, sendo

(F=77.23 e P=0.01) (Tabela3).
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Tabela 3. Médias de unidades formadoras de coldnias ( 10° UFC.g™" de solo)
em sistemas integrados de produg¢ao e monocultivos em diferentes épocas de
coleta.

Sistemas Chuva Seca
1F 15.9 7.6
2L 19.0 7.2
3P 27.4 9.1
4 iPL 28.6 14.0
5iLP 18.4 8.9
6 iLF 19.9 14.8
7 iPF 24.7 10.9
8 iLPF 28.8 8.0
9iLPF 25.6 10.1
10 iLPF 21.5 10.6
Média + DP 23.0+4.6 10.1+2.2
Mata 131 10.4
Pousio 19.9 14.3

1F-Floresta; 2L-Lavoura; 3P-Pecuaria; 4-iPL-Pecuaria (2 primeiros anos); 5-iPL-
Pecuaria (2 primeiros anos); 6-iLF-Lavoura Floresta; 7-iPF-Pecuaria Floresta; 8-iLFP-
Lavoura Floresta (2 primeiros anos); 9-iPFL-Pecuaria Floresta (2 primeiros anos);10-
iLPF-Lavoura Pecuaria Floresta. Médias de quatro repeticdes obtidas de 3 triplicatas.
Numeros com letras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente.

Os resultados dos tratamentos foram desdobrados e analisados por
contraste de médias (Tabela 4). Observou-se que o numero médio de UFC de
fungos nos monocultivos (14.4x10°) foi menor do que o niimero médio de UFC
observado nos sistemas integrados de produgao (17.5 x10°) (C1, F=5.14e P =
0.032). Os menores valores se mantém até mesmo em comparagbes de
monocultivos com os tratamentos onde se tem a integracdo de apenas dois
componentes, como € o caso de floresta com lavoura e floresta com pastagem
(C2, F=4.32 e P =0.047). Também foi possivel observar que o niumero médio
de UFC de fungos observado na pastagem em integracéo (19.5 x10°) foi maior

do que na lavoura em integracao (15.5 x10°) (C5, F= 4.11 e P= 0.053).
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Tabela 4. Contraste de médias de Unidades formadoras de colbnias entre os
tratamentos

Contraste Tratamento® F P
C1 (F,L,P) vs (iLP, iPL,iLF,iPF,iLFP, iPFL, iLPF) 5.14 0.032*
C2 (F,L,P) vs (iLP, iPL, ,iLF,iPF) 4.32 0.047*
C3 (F,L,P) vs (iLFP, iPFL, iLPF) 3.53 0.071*
C4 (iLP, iPL,iLF,iPF) vs (iLFP, iPFL, iLPF) 0.005 0.945
C5 (iPL, iPF) vs (iLP, iLF) 4.11 0.053*
C6 (P) vs (iPL, iPF) 0.29 0.597
C7 (P) vs (iPL, iPF, iPLF) 0.10 0.754
C8 (F) vs (iLF,iPF,LFP,iPFL,iLPF) 6.87 0.014*
C9 (L) vs (iLP,iLF, iLFP, iPFL, iLPF) 217 0.153

+1F-Floresta; 2L-Lavoura; 3P-Pecuaria; 4-iLP-Pecuaria (2 primeiros anos); 5-iPL-Pecuaria (2
primeiros anos); 6-iLF-Lavoura Floresta; 7-iPF-Pecuaria Floresta; 8-iLFP-Lavoura Floresta (2
primeiros anos); 9-iPFL-Pecuaria Floresta (2 primeiros anos);10-iLPF-Lavoura Pecuaria
Floresta. *diferencgas significativas.

Quando foi comparada a floresta (monocultivo) com os sistemas
integrados com a floresta como componente, o numero médio de UFC de
fungos observado foi de (11.8 x10°) menor do que o observado nos
tratamentos que apresentavam a floresta como componente (17.5 x10°) (C8, F

=6.87 e P =0.014).

Selecao de isolados antagonistas

Para realizagado dos testes de antagonismo aos fitopatdégenos Fusarium
sp., Rhizoctonia sp. e Sclerotium rolfsii foram selecionados 20 isolados por
tratamento em cada época avaliada. No total foram testados 480 isolados
fungicos de solo para cada fitopatdogeno, sendo que destes 173 apresentaram
potencial antagbnico (Tabela 5). Dentre esses, 10 isolados apresentaram
potencial antagbnico aos trés fitopatdgenos testados (Tabelas 5 e 6) e 37

apresentaram potencial antagénico a pelo menos 2 fitopatdégenos (Tabelas 5 e
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6). Adicionalmente, foram mensurados os tamanhos dos halos de inibigdo de
cada fungo, os quais apresentaram tamanhos variando de 0,001 a 1 cm de
diametro (Tabela 5).

Tabela 5. Antagonismo a Fusarium sp., Rhizoctonia sp. e Sclerotium rolfsii em

periodos de seca e chuva em amostras coletadas em diferentes sistemas
integrados.

Tratamento Epoca Isolado”  Fusarium sp. Rhizoctonia sp. Sclerotium rolfsii

F1 Chuva 7 +** - -
33 - - +
46
49
57
F1 Seca 1 -
3 - + -
8 - - +
22 + + -
23 - + -
27 - ++ +
38 - - +
53 - - +
59 + + -
L2 Chuva 51 - - +
54 + - -

L2 Seca 9 - + -
14 - - +
22 -
28:! + + ++

36 + -

47 - - +
53¢ + + +
58 + - -

P3 Chuva 4 ++ - +
5 +

+ + +
1
+

+
17 +
22 +

31 + + -
37 +
43 +
45 +

47 -

P3 Seca 2 -

11 -

16 -

19 -

22

31s

32

42 -

43

45

48

56

iPL 4 Chuva 3 -

37 - - +

42 - - +

+ 4+
+ +
1

+ + + + + +
1

+ 4+ + +
1
1



iPL 4

iLP 5

iLP 5

iLF 6

iLF 6

iPF 7

iPF 7

iLFP 8

Seca

Chuva

Seca

Chuva

Seca

Chuva

Seca

Chuva

49
50
59=
8o
15
28
36
39
52
54

14
17
26
31
38
48
52

11

13
14
54
59
12
32
35
36
42
46
48
51

52
57
12
25

19
32
47-
53
54
56
60

13
17
24
36
44
58
59

14
16
24
25
28
41

+ + +

+ + 4+ +

+ 4+

[ SR B S

+

L T R S R

+

+ +

+
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iLFP 8

iPFL 9

iPFL 9

iLPF 10

iLPF10

Pousio

Pousio

Mata

Seca

Chuva

Seca

Chuva

Seca

Chuva

Seca

Chuva

46
50
52
54
58
10
13
22
26
34
52
57

13
23
25

31-

55

10
19
21
26
30
32
41

27
36
43
48
25
26
40
48
55
58

10
17
25
39
45
60
10
29
32
41
46
56
58

15
28
36
40

Lo+ o+ o+ 4

+ 4

+ + + +

+ 1 4+

+ +

+ 4+ + + +

+ +

+ + +

+ + 4

+ +

+ 4+ 0+ 4 1o

+ 4
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340

341

342

343

344

345

346

347

348

349

350

351

352

353

354

355

356

357

358

359

28

44 + + -
Mata Seca 28 + - +
32 - - +
44 + - +
45 + - -

" Isolados com potencial antagbnico a Rhizoctonia sp, ou Fusarium sp ou Sclerotium rolfsii. *
1F-Floresta; 2L-Lavoura; 3P-Pecuaria; 4-iLP-Pecuaria (2 primeiros anos); 5-iPL-Pecuaria (2
primeiros anos); 6-iLF-Lavoura Floresta; 7-iPF-Pecuaria Floresta; 8-iLFP-Lavoura Floresta (2
primeiros anos); 9-iPFL-Pecuaria Floresta (2 primeiros anos);10-iLPF-Lavoura Pecuaria
Floresta. **halo de inibicdo + : 1 - 5mm, ++: 6mm a 10mm e +++ >10mm e sem inibi¢ao: -,
slsolados antagonista 3 fitopatdgenos, cisolados antagonistas aos trés fitopatdgenos.

Para o teste de antagonismo os dados demonstram uma tendéncia de menor
percentual de isolados fungicos antagonistas em sistemas integrados
comparados as monoculturas na época da chuva. Esta tendéncia pode ter sido
influenciada pela época de cultivo onde ocorre maior incidéncia/impacto de
doencgas, devido a intensificagdo das culturas agricolas nessa época. Outro
ponto observado foi a influéncia de UFC apresentados pelos tratamentos, onde
0s que apresentaram maior numero de UFCs também apresentou maior
percentual de antagonismo. Para a época da chuva o tratamento 3 (pastagem)
apresentou maior percentual de antagonismo aos fitopatdégenos citados, e para
a época de seca o tratamento 8 (eucalipto integrado com Lavoura de soja )

apresentou maior percentual de isolados antagbnicos.

Identificagao molecular dos isolados antagonistas

Foi realizada a identificagcdo molecular dos isolados que apresentaram
potencial antagbnico a pelo menos um dos fitopatégenos apresentados na
Tabela. Do total de 173 fungos, 85 foram identificados por meio de
sequenciamento parcial do ITS rDNA. Essa identificacdo permitiu acessar as
espécies de fungos presentes em amostras de solo dos sistemas integrados,
mata nativa e pousio com potencial controlador biolégico de fungos

patogénicos.
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Tabela 6. Identificacdo de Fungos Isolados de solo sob Sistemas Integrados de
producao, Monocultura, mata e pousio na época da chuva. A ldentificacdo
Molecular das espécies foi realizada por sequenciamento da regido ITS e
andlises de comparagdo no BLASTn (National Center for Biotechonology

information Website).

Tratamento* Isolado Género Espécie %* Linhagem de
(Blast —NCBI) referéncia
1F 49 Eupenicillium - 96 GQ924907.1
1F 57 Talaromyces sp 99 GU973739.1
2L 54 Talaromyces T. purpurogenus 97 AB872825.1
3P 4 Trichoderma - 93 GU048860.1
3P 5 Aspergillus A. terreus 98 KC762934 .1
3P 17 Chaetomium C.aureum 98 JX186515.1
3P 22 Trichoderma - 89 GU048860.1
3P 31 Aspergillus A. flavipes 99 FR733808.1
3P 37 Aspergillus A.flavipes 98 GU566238.1
3P 43 Uncultured soil sp 98 DQ421253.1
fungus
4 iPL 50 Acremonium A. cellulolyticus 98 AB474749.2
4 iPL- 59 Clonostachys C. rosea 98 KC878702.1
5iLP 14 Aspergillus - 91 EF669591
5iLP 17 Talaromyces T.purpurogenus 97 AB872825.1
5iLP 31 Eupenicillium E. chrosalmoneum 100 EF626960.1
5iLP 38 Penicillium P. citrinum 91 HQ245157 1
5iLP 48 Curvularia C. affinis 98 J467361.1
5iLP 52 Purpureocillium P. lilacium 98 KC478538.1
6 iLF 27 Aspergilllus sp 98 FR733808.1
6 iLF 32 Aspergillus A. flavipes 98 FR733808.1
6 iLF 35 Bionectria sp 99 HM849058.1
6 iLF 42 Aspergillus - 93 FJ545246.1
6 iLF 46 Aspergillus - 95 JX556221.1
6 iLF 48 Talaromyces sp 99 GU973739
6 iLF 51 Aspergillus - 93 HD219673.1
6 iLF 57 Acremonium A. cellulolyticus 97 AB474749.2
7 iPF 19 Aspergillus A. Brasiliensis 98 JQ316521
7 iPF 54 Purpureocillium P. lilacinum 98 KC157756.1
7 iPF 56 Talaromyces T. trachyspermus 97 EU076917.1
7 iPF 60 Talaromyces sp 99 JF714646.1
8 iLPF 14 Purpureocillium - 91 KC478538.1
8 iLPF 24 Aspergillus A. Flavipes 99 FR733808.1
8 iLPF 28 Paecilomyces sp 97 HQ607808.1
9iLPF 25 Talaromyces T. purpurogenus 97 AB872825.1
9iLPF 55 Plectosphaerella P. cucumerina 99 KC93994 1
10 iLPF 4 Talaromyces - 87 HQ60823.1
10 iLPF 27 Talaromyces sp 99 GU973739.1
10 iLPF 36 Aspergillus A. Flavipes 99 GU566238.1
10 iLPF 48 Penicillium P. verruculosus 97 JN565299.1
Pousio 4 Talaromyces sp 98 GU973739.1
Pousio 5 Clonostachys B. Résea 97 KC878702.1
Pousio 10 Aspergillus A. Flavipes 98 GU566238.1
Pousio 25 Aspergillus sp 98 KC007332
Pousio 39 Chaetomium C.cupreum 98 AB509372.1
Mata 6 Penicillium P. citrinum 97 HQ245157 1
Mata 15 Talaromyces - 87 HD608123.1
Mata 28 Trichoderma sp 88 JX416583.1
Mata 40 Fungal - 89 EU977237.1
endophyte
Mata 44 Penicillium P. pinophilum 99 GU595046.1
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* 1F-Floresta; 2L-Lavoura; 3P-Pecuaria; 4-iLP-Pecuéria (2 primeiros anos); 5-iPL-Pecuaria (2
primeiros anos); 6-iLF-Lavoura Floresta; 7-iPF-Pecuaria Floresta; 8-iLFP-Lavoura Floresta (2
primeiros anos); 9-iPFL-Pecuaria Floresta (2 primeiros anos);10-iLPF-Lavoura Pecuaria
Floresta. ** Similaridade com a linhagem de referéncia, cisolados antagonistas aos trés
fitopatdgenos.

Tabela 7. ldentificacdo de fungos isolados de solo sob sistemas integrados de
produgdo, monocultura, mata e pousio na época da seca. A identificacdo
molecular das espécies foi realizada por sequenciamento da regido ITS e
analises de comparagdo no BLASTn (National Center for Biotechonology
information Website).

Tratamento Isolado Género Espécie %**  Linhagem de
* (Blast —NCBI) Referéncia
1F 3 Aspergillus sp 96 KC007332.1
1F 8 Penicillium - 89 HQ245157 .1
1F 22 Penicillum P. verruculosim 96 JN565299.1
1F 27 Penicillium sp 80 GU973810.1
1F 59 Chaetomium A. Aureum 99 KF245432.1
2L 9 Aspergillus A. Flavipes 97 (GU5662238.1
2L 14 Aspergillus A. Flavipes 97 FR733808.1
2L 28 Aspergillus - 88 FR733808.1
2L 53 Fungal endophyte - 99 KF673666.1
3P 11 Aspergillus - 96 JF817254.1
3P 19 Mucor sp 96 KF158220.1
3P- 31 Talaromyces T. trachyspermus 99 EU076917.1
3P 45 Aspergillus A. brasiliensis 97 JQ316521.1
5iLP 33 Fennellia - 95 FJ155814.1
5iLP 44 Penicillium P. citrinum 97 KF414682.1
5iLP 59 Aspergillus - 94 HQ219673.1
GiLF 12 Penicillium - 89 HQ245157 .1
7iPF 3 Aspergillus A.flavipes 98 GU566238.1
7iPF 13 Aspergillus A.candidus 99 HQ607958.1
7iPF 24 Talaromyces - 96 AB872825.1
9iLPF 19 Uncultured - 85 KC143754.1
Aspergillus
9iPLF 21 Aspergillus - 96 KC007332.1
9iLPF 26 Bionectria B.ochroleuca 99 JQ794833.1
9iLPF 30 Aspergillus - 95 JX556221.1
9iLPF 32 Paecilomyces P. formosus 99 FJ389927.1
10iLPF 25 Aspergillus Sp 98 KC007332
10iLPF 40 Aspergillus A. Flavipes 98 (GU5662238.1
10iLPF 48 Aspergillus A.brasililensis 98 JQ316521.1
10iLPF 55 Aspergillus A. Flavipes 98 (GU5662238.1
Pousio 32 Aspergillus A.brasililensis 98 JQ316521.1
Pousio 41 Aspergillus Sp 99 KC007332.1
Pousio 58 Aspergillus A.brasiliensis 98 JQ316521.1
Pousio 60 Metarhizium M. anisopliae 99 AJ608970.1
Mata 28 Penicillium Sp 98 JN565301.1

* 1F-Floresta; 2L-Lavoura; 3P-Pecuaria; 4-iLP-Pecuéria (2 primeiros anos); 5-iPL-Pecuaria (2
primeiros anos); 6-iLF-Lavoura Floresta; 7-iPF-Pecuaria Floresta; 8-iLFP-Lavoura Floresta (2
primeiros anos); 9-iPFL-Pecuaria Floresta (2 primeiros anos);10-iLPF-Lavoura Pecuaria
Floresta. ** Similaridade com a linhagem de referéncia, cisolados antagonistas aos trés

fitopatdgenos. Espécies identificadas com similaridade de 97%

As espécies obtidas nas amostras foram identificadas como

pertencentes aos géneros cultivados Penicillium, Talaromyces, Eupenicillium,
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Trichoderma, Aspergillus, Chaetomium, Acremonium, Clonostachys, Curvularia,
Purpureocillium, Bionectria , Paecilomyces, Plectospharella, Clonostachy,
Mucor, Fennellia e Metarhizium. As identificagdes possibilitaram também a
afiliacdo de isolados obtidos a fungos n&o cultivados até o momento e fungos

endofiticos.

Discussao

Ao longo de décadas, as regides de transicdo do ecdétono
Cerrado/Amazénia foram ocupadas por exploragdes agricolas de baixa
tecnologia (Silva, 2012) e/ou sem sustentacdo ambiental, impactando de
maneira gradual a diversidade biologica existente no solo (Teixeira, 2012).
Aparentemente, a intensificacdo do uso da terra poder promover uma inversao
desse quadro, uma vez que a diversificacdo de culturas pode influenciar a
proliferagdo de microrganismos no solo.

Os resultados do presente trabalho demonstraram que a intensificacao
do uso da terra, como por exemplo, uso de sistemas integrados de produgao,
favoreceu o aumento da quantidade de fungos presentes no solo em
comparag¢ao com solos usados para monocultura de producgao, principalmente
no tocante ao componente florestal dentro do sistema. O aumento da
quantidade de fungos no solo pode ser refletido em maior diversidade e gerar
estabilidade do ecossistema e favorecimento de ciclagem de nutrientes (Tétola
& Chaer, 2002; Mendes et al., 2009).

O maior numero de fungos encontrados em sistemas integrados, do
que em monocultivos pode ser pelo aspecto de maior complexidade ecolégica
nesses tratamentos. Segundo Moreira e Siqueira (2006), os exudatos de

plantas podem interferir diretamente na composicdo da microbiota do solo. A
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complexidade desses exudatos € proporcional a complexidade da cobertura
vegetal na area. Os tratamentos de sistemas integrados s&o eficientes no
aumento da quantidade de diversos fungos, mas com o mesmo potencial
antagbnico para todos os tratamentos aos fitopatégenos Rhizoctonia sp.
Fusarium sp. e Sclerotium rolfsii. O antagonismo é a forma global que os
fungos utilizam para competir com outros microrganismos no solo (Ownley e
Windham, 2008). No presente trabalho, foram considerados antagbnicos os
fungos que apresentavam antibiose aos fitopatégenos,onde o antagonista inibe
a acao do fitopatdgeno pela produgao de substéncias e antibidticos volateis ou
nao volateis. Os metabdlitos com efeito fungicida difundido no meio de cultura
sao responsaveis pela inibigdo do crescimento do micélio, além de promover a
desorganizagao de células e da lise de hifas de alguns fungos (AHMED et al.,
2003).

A extracdo de DNA fungico apenas pelo método de Rader e Broda
(1985) foi ineficiente para alguns isolados fungicos e impossibilitando a
amplificacdo por PCR mesmo em amostras que continham DNA quantificavel.
Para esses casos, se obteve sucesso apenas usando kits comerciais e também
adequacdes da reacao de PCR utilizada para fungos.

A diversidade fungica cultivada de solos sob os diferentes modelos de
producdao estudados foi composta por Eupenicillium shearii, Eupenicillium
ochrosalmoneum, Talaromyces pupurogenus, Talaromyces tracyspermus,
Trichoderma viride, Aspergillus terreus, Aspergilllus flavipe, Aspergillus
foetidus, Aspergillus brasiliensis, Aspergillus niger, Chaetomium aureum,
Chaetomium cupreum, Acremonium cellulolyticus, Clonostachys rosea,

Penicillium citrium, Penicillum verruculosus, Penicillium pinophilum, Curvularia
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affinis, Bionectria ochroleuca, Purpureocillium lilacinum, Plectosphaerella
cucumerina, Fennellia nivea, Paecilomyces formosus, Metarhizium anisopliae.
No entanto, ao confrontar os resultados, observou-se que o Aspergillus
flavipes, Fungal endophyte, Talaromyces trachyspermus, Clonostachys rosea e
outros seis isolados ainda nao identificados apresentaram antagonismo aos
trés fitopatogenos, vale ressaltar que o fungo Clonostachys rosea ja foi descrito
como controlador de outros fitopatdbgenos como exemplo Pythium
aphanidermatum (Corréa, 2010) e o fungo denominado Fungal endophyte que
foi descrito pela primeira vez como antagonista podendo ser alvo de futuras
pesquisas. Ainda, pode ser observada a presenca de fungos amplamente
descritos como potenciais antagbnicos a fitopatégenos. Os fungos Trichoderma
sp., Clonostachys sp., Curvularia sp. € Metarhizium sp. por exemplo, séo
responsaveis pela produgdo de diferentes compostos antagbnicos a
fitopatogenos e tem sido utilizado no controle biolégico de pragas agricolas
(Pérez, 2010; Teixeira, 2012; Vinale, 2013; Gao, 2013; Wang, 2013).

No presente trabalho foram observados fungos que produziram halos
maiores do que 1.5 mm e que pode estar relacionado como potencial de
liberagdo de metabdlitos contra o fitopatdégeno (Xiao, 2013).

Trichoderma sp. e Gliocladium sp. possuem atividade micoparasitaria
em fitopatdbgenos por produzirem enzimas, tais como quitinase, endoquitinase,
glucanase, celulase e hemicelulase capazes de degradar materiais
lignoceluloliticos e lisar a parede de células de fungos fitopatogénicos (Lahlali,
2010). Inclusive, alguns produtos a base de Trichoderma spp. tem sido
comercializado para uso no controle biolégico, como € o caso do Trichodel®

(ECCB, 2013) e Trichodermil® (ltaforte, 2013).
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Os fungos Penicillium sp., Talaromyces sp. € Eupenicillium sp. foram
eficientes no antagonismo a Rhizoctonia sp. Fusarium sp. e Sclerotium rolfsii,.
Também possuem agéo antibacteriana com a producédo da penicilina (Veiga,
2013), aumentando assim, a gama de controle desses fungos e exemplificando
a complexidade das interagdes entre microrganismos no solo. Nesse sentido,
Metarhizium sp. e o Paecilomyces sp. tém sido descritos com potencial no
biocontrole de outros organismos, os quais sdo descritos como controladores
de insetos e de nematoides (Alves, 2013). Assim, € possivel que sistemas de
producdo que favoregcam esses fungos sejam menos vulneraveis a ataques de
doencas, insetos e nematoides. Diante desse cenario, a intensificagdo do uso
da terra com sistemas integrados pode ser uma estratégia para favorecimento
de fungos no solo e possivel redu¢cdo do uso de moléculas quimicas que
promovem degradacao e efeitos residuais no meio ambiente (Santos, 2012).

No presente trabalho, também foram identificados fungos que além de
possuirem potencial antagbnico no controle dos fitopatdogenos testados, sdo
patdgenos oportunistas de humanos e animais. Esses fungos sao pertencentes
aos géneros Purpureocillium sp., Chaetomium sp., Acremonium sp., Aspergillus
sp. e Fennellia sp. (Laungsa-ard, 2011 e Soleiro, 2013) e devem ser estudados
com cautela. Uma boa estratégia para estudos desses fungos € a busca de
isolados n&o patogénicos que apresentem apenas a propriedade de ser
controlador de fitopatbgenos ou o uso como fornecedores de genes
relacionados ao controle bioldgico.

Foi descrito pela primeira vez a interagao entre fungos presentes no solo
em sistemas integrados de produgdo e monoculturas com os fungos

fitopatogénicos Fusarium sp., Rhizoctonia sp. e Sclerotium rolfsii. Ainda, este
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trabalho pode direcionar estudos para outros fitopatdgenos passiveis de
ocorréncia em culturas usadas em sistemas integrados de produgao. Pois se
os fungos benéficos presentes no solo dessas areas oferecem caracteristicas
de protecdo as plantas, esses poderiam aumentar a chance de sucesso das
culturas quando cultivas de forma integrada.

O uso de sistemas integrados favorece o aumento da densidade de
fungos. As épocas de avaliagdo (seca e chuva) modulam o aumento da
densidade de fungos no solo em sistemas integrados, monocultivo e mata
nativa. A estratégia de estudos de fungos antagbnicos possibilitou a
identificacdo de diferentes géneros com potencial de uso biotecnolégico para a

agricultura.
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