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RESUMO

O uso de métodos de controle de doencas de plantas mais sustentdveis é uma necessidade na
agricultura atual. Nessa perspectiva, o controle bioldgico de doengas de plantas surge como
uma alternativa eficaz e vidvel no contexto de manejo integrado. Dentre os vérios agentes de
biocontrole estudados, énfase vem sendo dada ao fungo Clonostachys rosea por seu potencial de
uso na agricultura. O fungo pode ser encontrado em diferentes regides, colonizando todas as
partes de diferentes espécies vegetais e, ainda, possui a capacidade de permanecer endofitica-
mente em algumas plantas. No que diz respeito ao controle biol6gico, C. rosea é comprovada-
mente eficiente no controle de diversos patégenos em uma ampla gama de hospedeiro. Além
disso, ha relatos do antagonista como promotor de crescimento e indutor de resisténcia em
algumas espécies vegetais, e como fungo entomopatogénico. Pela eficiéncia e versatilidade do
antagonista C. rosea, buscamos nessa revisao fornecer uma visdo global sobre as perspectivas de
uso do antagonista no contexto do controle biolégico.
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ABSTRACT

The use of more sustainable control methods for plant diseases is a necessity in today’s agri-
culture. In this perspective, the biological control of plant diseases emerges as an effective and
viable alternative in the context of integrated management. Among some biocontrol agents stu-
died, emphasis has been given to the fungus Clonostachys rosea, due its potential to be used in
agriculture. The fungus can be found in different regions, colonizing all parts of many vegeta-
ble species, and also has the ability of remaining endophytic in some plant species. Regarding
biological control, C. rosea is proven to be effective against different pathogens in a wide host
range. Moreover, there are reports of the antagonist working as a growth promoter, inducing
resistance in some plant species and being an entomopathogenic fungus. Due to the efficiency
and versatility of C. rosea, we attempt in this review to provide a general overview on the po-
tential usage of the antagonist in the context of biological control.

Keywords: Biological control, antagonists, endophytic fungi, Bionectria ochroleuca

INTRODUCAO

O uso de pesticidas na agricultura vem so-
frendo restri¢des, principalmente em vista dos
residuos em alimentos, sele¢do de populagdes
de patdgenos resistentes, contaminacdo am-
biental e dos riscos a sattdde humana. Assim,
medidas alternativas e eficientes no controle
de doencas de plantas sdo necessarias, como
o controle biol6égico. Embora a quantidade
de produtos comerciais a base de microrga-
nismos antagonistas ainda seja pequena, re-
presentando 1% do mercado mundial de pes-
ticidas, enquanto os fungicidas representam
aproximadamente 15% do mercado, o uso de
agentes de biocontrole vem crescendo, prin-
cipalmente no contexto do manejo integrado
de doengas (Fravel, 2005). Com o uso de an-
tagonistas pode-se reduzir a necessidade da
aplicacao de fungicidas, combinando o con-
trole quimico com a aplicacao destes agentes
e, consequentemente, reduzindo a possibi-
lidade de selecao de isolados de patogenos
resistentes a fungicidas, o que torna o con-
trole mais estavel e sustentavel (Fravel, 2005;
Shtienberg e Elad, 1997). Além disso, ocorre
reducdo de residuos quimicos nos alimentos,
menor exposicao dos aplicadores a agrotéxi-
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cos e menor contaminacdo do ambiente (Per-
tot et al., 2008). Agentes de biocontrole, além
de reduzir o efeito dos patégenos nas plantas,
podem promover outros efeitos benéficos,
que incluem a melhoria das condigdes fisio-
légicas, reducdo de estresses abi6ticos, mel-
horia da eficiéncia fotossintética, aumento da
absorcao de dgua e assimilagdo de nutrientes,
0 que torna as plantas mais saudéveis e pro-
dutivas (Schroers et al., 1999).

Dentre o0s microrganismos com potencial
de uso na agricultura, vem-se dando énfase
ao fungo Clonostachys rosea (Link Fries). O
potencial de uso agricola de C. rosea deve-se ao
fato de esse microrganismo controlar diversos
patégenos fangicos (Cota et al., 2008b; Krauss
e Soberanis, 2001; Lahoz et al., 2004; Lubeck et
al., 2002; Morandi et al., 2008; Sutton et al., 1997;
Xue, 2003), ser de facil producao em condigdes
controladas (Saraiva, 2009), poder parasitar
insetos (Toledo et al., 2006; Vega et al., 2008)
e cistos de nematoides dos géneros Heterodera
e Globodera (Sutton et al., 1997), além de ser
endofitico e promover crescimento de plantas
(Lubeck et al., 2002; Morandi et al., 2001; Sutton
et al., 2008; 2002).
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Nas dltimas décadas, grupos de pesquisa de
diferentes paises se dedicaram ao estudo des-
se antagonista, visando compreender aspectos
ecolégicos, mecanismos envolvidos no controle
bioldgico, interacdes de C. rosea com as espécies
vegetais, visando a promocao de crescimento e
inducdo de resisténcia, e a compatibilidade de
uso do antagonista associado a outros métodos
de controle. Diversos resultados promissores
para o uso de C. rosea na agricultura foram ob-
tidos, entretanto ainda existem gargalos para
sua utilizacdo em massa.

Nesta revisdo, objetiva-se sintetizar os avangos
obtidos na pesquisa para o uso de C. rosea na
agricultura, com a definicdo dos requerimen-
tos autoecolégicos, aspectos para a producdo
massal e vida de prateleira, eficiéncia do an-
tagonista em condi¢des de casa de vegetacao
e campo, efeitos benéficos sobre as plantas
como inducdo de resisténcia e promocao de
crescimento, além de mencionar perspectivas
futuras e dificuldades ainda existentes para
maior adogdo do antagonista.

CONTROLE BIOLOGICO

O controle de doencas de plantas, por muitas
décadas, objetivou eliminar patdgenos através
do uso continuo de produtos quimicos. Isso
resultou no uso indiscriminado de pesticidas
como tnica medida de controle de doencas de
plantas. Hoje, a busca por métodos mais sus-
tentaveis no controle de doencas vem aumen-
tando e ganhando importantes nichos de mer-
cado, pois 0 uso excessivo de agrotéxicos, sem
um plano de manejo, ndo é a melhor opcao
para uma agricultura sustentdvel. Na busca
por métodos sustentaveis, que envolve o ma-
nejo adequado dos recursos naturais e o culti-
vo menos dependente do uso de agrotoxicos,
o controle biolégico, “reducdo da densidade
de indculo ou das atividades determinantes da
doenga por um ou mais organismos, realizado
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naturalmente ou através da manipulagao do
ambiente, hospedeiro ou antagonista, ou pela
introducdo em massa de um ou mais antago-
nistas” (Baker e Cook, 1974), é um dos métodos
mais pesquisados.

Apesar de antigo, com mais de 100 anos (Baker
e Cook, 1974), o uso de controle biolégico apli-
cado com a introducdo em massa de micror-
ganismos é recente e a quantidade de produ-
tos comerciais disponiveis no mercado ainda
é pequena, representando menos que 1% dos
produtos usados na agricultura. Embora o
namero de produtos e a porcentagem de co-
mercializagdo sejam baixos, a importancia de
agentes de biocontrole vem aumentando, e
espera-se um aumento anual de, aproximada-
mente, 10% na taxa de comercializacdo de pro-
dutos de origem bioldgica, incluindo agentes
de biocontrole, semioquimicos e feromonios
(Bailey et al., 2010). Com maior namero destes
produtos disponiveis no mercado, espera-se
menor dependéncia de fungicidas. Em alguns
casos, o uso de um agente de biocontrole pode
ser o melhor método de manejo de doencas
(Shtienberg e Elad, 1997; Elad e Stewart, 2004;
Fravel, 2005).

Entretanto, a adocdo do controle biolégico
requer maiores conhecimentos. Por exemplo,
o entendimento da ecologia do patégeno e do
antagonista, dominio das técnicas de cultivos
em grandeescala, com manutencao daeficiéncia
das atividades do antagonista, dominio das
técnicas de aplicagdo, desenvolvimento de
equipamentos especificos, aumento da vida de
prateleira e integracdo com outros métodos.
Desta forma, estudar os efeitos climdticos
que influenciam o antagonista, a interagdo
antagonista vs patégeno vs planta e a producao
em larga escala é crucial para o sucesso do
método. Ha4 muitos casos de sucesso com
uso de agentes de biocontrole na agricultura
e muitos agentes microbianos registrados em
diferentes paises (Montesinos, 2003). Na busca
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por antagonistas que sejam eficientes, grande
énfase vem sendo dada ao fungo Clonostachys
rosea. Esta revisdo aborda as principais
caracteristicas e a versatilidade desse fungo e
seu uso no controle biolégico.

Clonostachys rosea: TAXONOMIA, ECOLOGIA
EUSO

Clonostachys rosea (Link Fries) [forma perfeita
= Bionectria ochroleuca], anteriormente classifi-
cado como Gliocadium roseum (Schroers et al.,
1999), produz conidios unicelulares em coni-
diéforos de dois tipos, penicilado e verticilado.
As colonias do fungo em meio de cultura sdo
geralmente brancas, alaranjadas ou salmao, co-
loragdo préximo ao rosa e que da o nome a es-
pécie. A fase sexuada, B. ochroleuca, é incluida
na classe Ascomycetes, ordem Hypocreales.

Clonostachys rosea € um organismo cosmopoli-
ta, presente naturalmente no solo, restos cul-
turais e plantas daninhas, sendo encontrado
em regides temperadas, tropicais e desérticas
(Nobre et al., 2005; Sutton et al., 1997). Ja foi
relatado em culturas, campo, matas, florestas,
agua-doce e solos litoraneos, particularmente
em locais com pH variando entre neutro e al-
calino (Sutton et al., 1997). O fungo é conhecido
por colonizar raizes, hastes, vagens, folhas e
sementes de diversas espécies de plantas e ter
a capacidade de permanecer endofiticamente.
Por exemplo, obteve-se o antagonista a partir
de hastes, vagens, folhas e sementes de soja
(Schiller y Sinclair, 1984), raizes de trevo ver-
melho, folhas de morango e framboesa (Sutton
et al., 1997). C. rosea foi endofitico em raizes
de cevada (Lubeck et al., 2002), tecidos verdes
de roseira (Morandi et al., 2001) e tomateiro
(Sutton et al., 2002; 1997). Além de colonizar
plantas, C. rosea coloniza cistos de Heterodera
ssp., Globodera ssp. e outras espécies de nema-
toides (Jones et al., 1986; Kennerley et al., 1987)
e esclerodios de fungos de diversas espécies
(Stewart y Harrison, 1989; Keinath et al.,1991;
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Sutton y Peng, 1993). O fungo ¢ eficiente em
colonizar solos e plantas em ampla faixa de
temperatura, variando de 18 a 30°C. Entretan-
to, para o morango, a maior eficiéncia ocorreu
a 24°C (Cota et al., 2008b). Bionectria ochroleuca,
a fase sexuada, é encontrada principalmente
em ramos mortos de arvores, em plantas her-
baceas e tecidos carnosos de plantas e fungos
(Sutton et al., 1997).

Para aumentar a eficiéncia do uso de antago-
nistas, é de grande importancia compreender
as caracteristicas e os mecanismos de agdo
dos agentes envolvidos no processo (Elad e
Stewart, 2004; Fravel, 2005). O agente de con-
trole ideal seria aquele com diferentes modos
de antagonismo. Clonostachys rosea apresenta
diferentes mecanismos, como competicao por
nutrientes e substratos, micoparasitismo, pro-
dugdo de enzimas eficientes no controle de pa-
tégenos, entomopatogenicidade e indugdo de
resisténcia o que permite sua utilizagdo frente
a diferentes patdgenos e aumenta sua possibi-
lidade de sucesso.

Os estudos para uso do antagonista concen-
tram-se no que diz respeito ao controle de fun-
gos fitopatogénicos, principalmente por com-
peticdo por nutrientes e espaco ou por micopa-
rasitismo (Yu e Sutton, 1997). Como exemplo,
tem-se o controle de Aphanomyces euteiches,
Alternaria alternata, Alternaria dauci, Alternaria
radiciana, Botrytis cinerea, Erysiphe orontii, Fusa-
rium culmorum, Fusarium oxysporum f. sp. pisi,
Fusarium solani f. sp. pisi, Moniliophthora roreri,
Moniliophthora perniciosa, Mycosphaerella pino-
des, Phytophthora palmivora, Pythium spp., Rhi-
zoctonia solani e Sclerotinia sclerotiorum (Sutton
et al., 1993,1997; Tatagiba et al.,1998; Jensen et
al., 2000; Krauss e Soberanis, 2001; Morandi et
al., 2001; Lubeck et al., 2002; Sutton et al., 2002;
Jensen et al., 2002; Morandi et al., 2003; Xue,
2003; Lahoz et al., 2004; Nobre et al., 2005, Mo-
randi ef al., 2006; Cota et al., 2008 ab; Morandi
et al., 2008; Roberti et al., 2008; Mamarabadi et
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al., 2009; Correa et al., 2010; Rodriguez et al.,
2011).

Relacionado ao micoparasitismo, hifas de C.
rosea podem parasitar conidios, esclerddios e
hifas de B. cinerea (Sutton et al., 1997). Hifas do
antagonista podem estrangular hifas de B. ci-
nerea (Morandi et al., 2001) e, ap6s penetracao
direta, promover a ruptura e degradacao das
células do patégeno (Li et al., 2002). Também se
constatou o micoparasitismo em Moniliophthora
roreri, Moniliophthora perniciosa e Phytophthora
palmivora (Krauss e Soberanis, 2001). Em estu-
do “in vitro”, observou-se que C. rosea parasi-
tou Alternaria alternata, Aphanomyces euteiches,
Fusarium oxysporum £. sp. pisi, F. solani f. sp. pisi,
Mycosphaerella pinodes, Pythium spp., Rhizoctonia
solani, e Sclerotinia sclerotiorum, fungos respon-
saveis por provocar o complexo de podridao ra-
dicular da ervilha, doenca de dificil controle e o
principal fator limitante na produgdo da cultura
no Canada (Xue, 2003). Em condi¢des controla-
das, a aplicagdao do antagonista em sementes de
ervilha aumentou a germinacgdo e emergéncia
em 44 e 22%, respectivamente. Neste trabalho,
observou-se reducdo da severidade da doenca
em 76%, reducdo superior a com aplicagdo de
thiram, de 65%. Quando se aplicaram os trata-
mentos no campo, ambos foram eficientes no
controle da doenca em relacdo a testemunha e
ndo diferiram entre si (Xue, 2003).

Sob condicao controlada, C. rosea também foi
eficiente no controle de Sclerotinia sclerotiorum
em plantas de alface e soja (Rodriguez et al.,
2011). Os autores concluiram que C. rosea atua-
va principalmente por antibiose, produzindo
compostos antiftingicos associados ao metabo-
lismo secundario, e por micoparasitismo (Ro-
driguez et al., 2011).

Além do micoparasitismo, a competicao por es-
paco e nutrientes é considerada por alguns au-
tores como o principal mecanismo de antago-
nismo de C. rosea (Sutton e Peng, 1993; Morandi

UNIVERSIDAD DE NARINO

et al., 2001, 2003). Por exemplo, o antagonista
colonizou as sementes de ervilha e se estabele-
ceu nas raizes, impedindo a infecgao por pato-
genos (Xue, 2003). Segundo Sutton et al. (1997)
o antagonista compete por nutrientes e nicho
com B. cinerea, o que inibe a germinacdo e esta-
belecimento do patdgeno. (Sutton et al., 1997).
Este mecanismo de antagonismo foi comprova-
do contra B. cinerea em begdnia, tomate, gera-
nio, framboesa e morango (Sutton et al., 1997). O
isolado canadense PG-88-710 reduziu em mais
de 99% a esporulacao de B. cinerea em folhas
de roseira, mesmo quando aplicado 24 h apéds a
inoculagdo do patégeno (Morandi et al., 2001).
Este fato que comprova a habilidade competiti-
va de C. rosea, pois o fungo pode competir com
o0 patégeno mesmo quando este ja estd presente
(Morandi et al., 2001). O isolado PG-88-710 tam-
bém atuou por competicdo e reduziu a esporu-
lagdo de B. cinerea em morangueiro, eucalipto
e roseira (Valdebenito-Sanhuenza et al., 1997;
Von Stowasser e Ferreira, 1997, Morandi et al.,
2001; Morandi et al., 2003).

A maioria dos estudos com C. rosea tem sido
baseada no controle de fungos. Um dos patoge-
nos mais estudados é B. cinerea. O antagonismo
deste fungo por C. rosea em varios hospedeiros
ocorre em vista de o antagonista se estabelecer
nos tecidos de plantas e competir com o pa-
tégeno na auséncia de molhamento foliar, em
periodos prolongados de molhamento foliar,
independente do estddio de desenvolvimento
dos tecidos e possuir requerimentos de tempe-
raturas proximos aos do patégeno (Morandi
et al., 2000; Morandi et al., 2003; Morandi et al.,
2006; Morandi et al., 2008; Cota et al., 2008b).

O sucesso obtido no controle biolégico de B. ci-
nerea por C. rosea estimulou a busca por novos
isolados que fossem adaptados as condicdes
regionais. No Brasil, estudos de prospeccao
resultaram na obtencdo de quatro isolados do
antagonista (NCR19/F, NCR60/F, NCR61/F,
NCR62/F) (Nobre et al., 2005). Estes isolados
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foram eficientes em competir e reduzir a espo-
rulacdo de B. cinerea em folhas de moranguei-
ro, roseira, eucalipto e tomateiro (Nobre ef al.,
2005). A vantagem competitiva desses isolados
sobre B. cinerea foi garantida pelo fato destes
colonizarem folhas de morangueiro em curtos
ou longos periodos de molhamento foliar (Cota
et al., 2008b). Em experimentos de campo, rea-
lizados no municipio brasileiro de Vigosa-MG,
os quatro isolados controlaram eficientemente
B. cinerea em folhas, flores e frutos de moran-
gueiro. A aplicacdo semanal da mistura dos
quatro isolados foi tao eficiente quanto a pul-
verizagdo de fungicidas em duas aplicacdes se-
manais, e resultou em maior nivel de controle
e incrementos superiores a 100% da producao
(Cota et al., 2008a). Em temperaturas inferio-
res a 10°C, C. rosea foi pouco eficiente em co-
lonizar e competir com B. cinerea (Cota et al.,
2008b), provavelmente pela reducdo da habi-
lidade competitiva do antagonista (Kohl et al.,
1999), mas em temperatura média em torno de
16°C, ndo houve limitacdo da atuacdo do anta-
gonista. Alta incidéncia de luz solar associada
a baixa umidade relativa reduziu a germinagdo
de C. rosea, porém mesmo quando aplicado em
condi¢des adversas em casa de vegetagdo (alta
radiagdo solar, baixa umidade) o antagonista
estabeleceu-se e controlou B. cinerea (Morandi
et al., 2008).

Clonostachys rosea também produz compostos
antifangicos e enzimas que degradam a pare-
de de fungos, mas o papel dessas substancias
no parasitismo ainda ndo foi completamente
elucidado (Sutton et al., 1997). O antagonista
produz, principalmente, proteases e quitina-
ses, enzimas importantes no processo de infe-
cgao de nematodides e de insetos (Li et al., 2006;
Mamarabadi et al., 2009; Lianming et al., 2011).
E provavel que o antagonista produza outros
compostos, que podem degradar paredes de
oomicetos, como Pythium ultimum (Mamara-
badi et al., 2009). Compostos do metabolismo
secundario produzidos por C. rosea sdo tam-
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bém usados no parasitismo de fungos. Em pa-
reamento de culturas do isolado BAFC3874 do
antagonista e Sclerotinia sclerotiorum, observou-
se que C. rosea atua principalmente produzindo
compostos antifingicos associados ao metabo-
lismo secundario (Rodriguez et al., 2011).

O potencial de uso do antagonista nao se res-
tringe ao controle de doencas fungicas. Clo-
nostachys rosea também ¢é eficiente no controle
biolégico de nematdides, principalmente de
espécies de Meloidogyne. O fungo pode para-
sitar ovos e pode produzir dois tipos de enzi-
mas, protease e quitinase, que sdo chaves para
o antagonismo (Khan et al., 2006). Além disso,
o fungo pode penetrar diretamente na cuticula
do nematodide ap6s a formacdo do apressorio.
Ja se observou cistos de Heterodera spp, e Glo-
bodera spp. parasitados por C. rosea (Sutton et
al., 1997) e outros nematoéides tanto de plantas
como de animais (Zhang et al., 2008; Khan et
al., 2006; Zou et al., 2010 ab; Baloyi et al., 2011).
Por meio de microscopia de fluorescéncia, um
isolado transformado de C. rosea, expressando
a green fluorescent protein (GFP), foi antago-
nista ao nematéide Panagrellus redivivus (Zhang
et al., 2008). Os conidios do antagonista aderi-
ram-se a cuticula do nematéide e, apds iniciar
a germinacdo, os tubos germinativos penetra-
ram no nematoide, levando-o a imobilizacao e,
posteriormente, a morte. Adicionalmente, no
corpo do nematéide houve producdo intensa
de micélio e esporos, o que pode gerar novos
ciclos, inclusive em outros nematéides.

Clonostachys rosea também é considerado
entomopatogénico. O antagonista parasitou a
broca do cafeeiro quando aplicado em insetos
adultos. Estes morreram, havendo formacao
de micélio e de esporos do antagonista, sendo
o ciclo desde a inoculacdo até esporulagdo
de 16 dias (Vega et al., 2008). Na Argentina,
encontrou-se C. rosea parasitando Oncometopia
tucumana (Hemiptera) e Sonesimia grossa
(Cicadellidae), vetores importantes de Xylella
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fastidiosa, agente causal da clorose variegada
dos citros (Toledo et al., 2006). Os autores
isolaram o fungo, aplicaram-no em insetos de
diferentes idades e, ap6s 14 dias, detectaram-se
mortalidade de 82,5% e 45,5% em O. tucumana
e 5. grossa, respectivamente.

Outra caracteristica importante de C. rosea é
sua capacidade de promover crescimento de
diferentes espécies de plantas. A aplicagdo do
isolado canadense Pg 88-710 de C. rosea au-
mentou o crescimento e a producao de roseiras,
geranios, pepinos (Sutton et al., 2008) e tomatei-
ros (Sabine et al., 2006). Os autores analisaram
os nutrientes em folhas e detectaram aumento
do contetido de f6sforo e reducdo de nitrogénio
ap6s a aplicacdo do antagonista. A aplicacdo do
antagonista também aumentou a matéria de to-
mateiros, avaliadas 30 dias ap6s o semeio (Ma-
cedo, 2011). Aparentemente, a interacdo anta-
gonista x espécies de plantas ou isolados do
antagonista x espécies de plantas é especifica,
e ha relatos de insucesso. Por exemplo, o anta-
gonista reduziu a incidéncia da podridao das
raizes, causada por Pythium aphanidermatum,
mas nao promoveu o crescimento de plantas
de alface cultivadas hidroponicamente (Correa
et al., 2010).

Um aspecto importante na adogao de contro-
le biolégico é sua compatibilidade de uso com
outros métodos. A integracdo de C. rosea, com
remocao dos restos culturais e controle quimi-
co no manejo do mofo cinzento do moranguei-
ro em condi¢des de campo, foi o tratamento
mais eficiente e a aplicacao do agente de con-
trole biolégico foi o elemento chave no manejo
(Cota et al., 2009). Estabelecer e explorar mais
rdpido o substrato que o patdgeno, garante
vantagem competitiva o que leva a reducao do
patégeno (Cota et al., 2009).

Recentemente, observou-se que o antagonista

também induziu resisténcia a patégenos em
algumas espécies de plantas. Apds tratar rai-
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zes de plantas de tabaco com C. rosea, anali-
sou-se o extrato foliar das plantas quanto aos
niveis de f-1,3-glucanases, p-1,4-glicosidases,
quitinases, N-acetil-b-glucosaminidase e pe-
roxidases (Lahoz et al., 2004). As atividades de
p-1,3-glucanases, f-1,4-glicosidases e quitina-
ses aumentaram nas plantas tratadas com o an-
tagonista. Os autores também concluiram que
a severidade do oidio foi menor em plantas
tratadas e inoculadas com Erysiphe orontii nas
folhas, que em plantas ndo tratadas. Esta foi a
primeira constatacao de C. rosea como indutor
de resisténcia de plantas. Também observou-
se indugdo de resisténcia em trigo a Fusarium
culmorum. Aplicou-se o antagonista nas se-
mentes e inoculou-se o patégeno. Analisaram-
se proteinas (PR4), peroxidases e quitinases.
Com aplicagdo de C. rosea, as plantas produzi-
ram os compostos de defesa mais rapidamen-
te, induzindo resisténcia em trigo (Roberti et
al., 2008). A produgado rapida de compostos de
defesa é de grande importancia, pois em al-
guns casos as plantas conseguem reconhecer o
patégeno e iniciar sua defesa. Porém, em cer-
tas ocasides o ataque é muito rapido e, quan-
do a planta produz os compostos de defesa, a
infeccdo ja esta adiantada, e o patégeno nao é
inativado. A aplicacao de C. rosea promoveu
também, maior e mais vigoroso crescimento
das raizes de trigo, provavelmente, porque C.
rosea reduz a atividade de fungos prejudiciais
e favorece a absorgdo de nutrientes (Roberti et
al., 2008).

Uma vantagem competitiva de C. rosea é sua
capacidade de permanecer endofitico em teci-
dos verdes (Sutton et al., 1997, Morandi et al.,
2000; Morandi et al., 2001). Entretanto, até en-
tdo, as avaliacdes para comprovar a capacida-
de endofitica de C. rosea eram indiretas, geral-
mente por meio de desinfestagdo superficial e
deposicao em meio PCA (Sutton et al., 2002).
Recentemente, realizou-se um estudo para en-
tender a interagdo do antagonista com B. cine-
rea no tomateiro, usando microscopia confocal.
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Observou-se, através da seccdo de fragmentos,
que o antagonista colonizou os espagos inter-
celulares de haste de tomateiro e foi capaz de
se multiplicar internamente nos tecidos (dados
nao publicados). Assim, além de se estabelecer
nos tecidos e os colonizar, C. rosea se reproduz
nos tecidos da planta hospedeira, o que expli-
ca, em parte, porque o antagonista permanece
na planta por longos periodos. A capacidade
endofitica de C. rosea possibilita ao antagonista
ja estar presente quando da chegada do patoge-
no e reduzir sua exposi¢do a condigdes adver-
sas do meio ambiente. Geralmente, fungos en-
dofiticos proporcionam as plantas hospedeiras
maior protecdo a patégenos e insetos e melho-
ram a absor¢ao de nutrientes (Vega et al., 2008;
Elmi et al., 2000; Wicklow et al., 2005).

Em sintese, C. rosea é um organismo cosmopoli-
ta, antagonista por meio de varios mecanismos
a diversos fungos patogénicos, nematéides e
insetos e que pode promover o crescimento e
a indugdo de resisténcia em plantas. Em vista
destas caracteristicas, acredita-se que C. rosea
seja competitivo e adaptavel, podendo ser usa-
do em diferentes ambientes. Nos Estados Uni-
dos e no Canadé ja existe um produto registra-
do a base de C. rosea, chamado Endofine. No
Brasil, hda um produto a base do antagonista,
Clonosnat, que ainda nao é registrado no Mi-
nistério da Agricultura.

PRODUCAO EM LARGA ESCALA

Ha vérios aspectos cruciais para viabilizar o
biocontrole com microrganismos. Dentre esses,
é importante desenvolver protocolo de pro-
dugdo do indculo em grande escala, o que en-
volve obter uma formulacao estdvel do micror-
ganismo e de um substrato apropriado a pro-
ducado, bem como determinar as condi¢des de
cultivo e de estocagem (Elad e Stewart, 2004).
Uma das mais importantes é a de produgao,
incluindo a sele¢do do meio, o tipo de processo
utilizado na producdo (fermentagdo em estado
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solido, semi-sdlido e liquido) e as condicdes
6timas para o cultivo (temperatura, umidade,
atividade de dgua, pH, aeracao e agitacao, en-
tre outras) (Viccini, 2004).

O objetivo da producdo massal é obter a maior
quantidade de propédgulos eficazes no menor
periodo de tempo. Um possivel limitante do
processo é o custo, em vista do valor de subs-
trato ou do processo de producao em grande
escala (Fravel, 2005). Assim, a busca por subs-
tratos baratos, eficientes na producdo massal e
de facil utilizacdo é crucial no desenvolvimen-
to de produtos a base de agentes de biocontro-
le. Podem-se produzir propidgulos de um an-
tagonista por meio de fermentacdo liquida, di-
fasica ou so6lida. A fermentacao solida consiste
no uso de substratos como grdos de cereais e
residuos agricolas, com pequenas quantidades
de dgua no substrato e auséncia de dgua livre
(Pandey, 2003). A producao de propagulos em
estado sdlido é vantajosa, em vista do baixo
custo, praticidade e facil execugdo. Ademais,
esporos produzidos por meio de fermentagao
sélida sdo mais robustos e com maior longevi-
dade que os produzidos em fermentacao liqui-

da (Jensen et al., 2002).

No processo de fermentagdo, o meio de cultivo
deve satisfazer a critérios como a disponibili-
dade de nutrientes, facil preparo e esterilizagao
e baixo custo. Além da disponibilidade de nu-
trientes, os niveis de umidade e a superficie
dos substratos sélidos podem influenciar tanto
a quantidade quanto a qualidade dos esporos
produzidos. Ha vérios substratos orgéanicos,
como cereais, para a producdo massal de anta-
gonistas (Viccini, 2004; Fravel, 2005).

Comumente, produzem-se os esporos de C.
rosea com a metodologia descrita por Sutton
y Yu (1994): C. rosea cresce em graos de trigo
durante 35 dias em média, a 20 - 23°C. Vem-
se testando outros substratos e metodologias
de producado nos altimos anos. Viccini (2004),

REVISTA DE CIENCIAS AGRICOLAS, Enero - Junio 2014, 31 (1) : 78 - 91



86 Moreira et al. - Perspectiva de Clonostachys rosea en control bioldgico

usando graos de trigo e arroz para producao
de esporos de C. rosea, observou que a pro-
dugdo de esporos, em 40 dias de fermentacao,
obtida usando arroz como substrato (1,0 x 10°
esporos/g substrato) foi uma ordem de mag-
nitude maior que aquela obtida com graos de
trigo (1,5 x 10° esporos/ g substrato). Sutton et
al. (1997) obtiveram maior producao de espo-
ros, usando graos de trigo como substrato (1 a
5 x 10° esporos/ g obtido em 35 dias de fermen-
tacdo), enquanto Krauss e Soberanis (2001)
usaram arroz como substrato eficaz para pro-
dugdo massal de propagulos de C. rosea.

Avaliar substratos alternativos e ao mesmo
tempo eficientes para multiplicar C. rosea é de
grande importancia. Morandi (1997) avaliaram
grdos de trigo, arroz com casca, arroz integral
e folhas de roseira, e observaram esporulacao
abundante nas folhas de roseiras, apds 15 dias
(3,9 x 10°* conidios/g); nos grdos, esporulagao
abundante ocorreu somente apds 40 dias (5,7 x
10%; 6,1 x 10% 6,4 x 10° conidios/ g de trigo, arroz
com casca e arroz integral, respectivamente).
Em outro trabalho, adotou-se mistura de turfa,
farelo de trigo e dgua (15:26:59) na producao
de conidios do isolado IK726 de C. rosea (Jen-
sen et al., 2002). No Brasil, na regido de Bento
Gongalves, RS, C. rosea é produzido em esca-
la semi-comercial pela Embrapa Uva e Vinho
(Valdebenito-Sanhueza et al., 1997).

No processo de formulagao, o desempenho do
agente de biocontrole pode ser afetado, poden-
do haver aumento ou reducao de eficiéncia do
controle, além de afetar a vida dtil e a segu-
ranca do produto (Fravel, 2005). A formulacao
de antagonistas para uso comercial geralmente
envolve a mistura de propagulos vidveis com
materiais inertes, como caolim, e fonte de nu-
trientes, havendo producdo de pds molhéveis
ou granulos. Os materiais inertes podem ajudar
a estabilizar a formulacdo, podendo aumentar
o periodo de estocagem e facilitar o uso na apli-
cacdo. A natureza do antagonista, o patégeno
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alvo, o local de acdo e da aplicacao sdo os prin-
cipais fatores que determinam o tipo de formu-
lagdo (Sabaratnam e Traquair, 2002).

O periodo de vida de prateleira é crucial para o
sucesso comercial de uma formulacao a base de
microrganismos. Recomenda-se prazo de vali-
dade minimo de 1 ano, com o minimo de perdas
na viabilidade, de preferéncia sem refrigeracao
(Sarembaud e Feinberg, 2007). A preservagao
de produtos biol6gicos é fortemente influencia-
da por fatores externos, principalmente, oxigé-
nio, diéxido de carbono, etileno, umidade rela-
tiva do ar, pressdo ou estresse mecanico, luz e
temperatura (Sarembaud e Feinberg, 2007).

A umidade e temperatura sdo fatores impor-
tantes no armazenamento do agente de biocon-
trole (Wraight et al., 2001). A secagem rapida
de conidios pode ser estratégia eficiente para
manter a viabilidade dos propagulos por um
periodo maior. Como relatado por alguns au-
tores, a viabilidade de C. rosea foi maior quan-
do os conidios foram submetidos a secagem
rapida, apds producdo massal em 20 dias em
mistura de turfa, farelo de trigo e 4gua (Jensen
et al., 2002).

A eficiéncia no armazenamento de uma formu-
lagdo também depende da embalagem de ar-
mazenamento. Por exemplo, uma formulagdo
com baixa umidade ou armazenada a vécuo,
requer embalagens impermedveis, sendo a de
folhas laminadas de polietileno-aluminio as
mais adequadas. Em contraposicdo, para for-
mulacdes em que o oxigénio é necessario para
sobrevivéncia do antagonista, embalagens de
polietileno sdo eficientes. Estas permitem as
trocas gasosas e formam barreira contra perda
e ganho de umidade. Sacolas plésticas, sacos
de aluminio, potes de polipropileno sdo emba-
lagens ja utilizadas no armazenamento de C.
rosea. Pode-se usar dessecantes como silica gel
nas formulagdes, o que melhora a capacidade
de armazenamento em temperatura ambiente
(Jensen et al., 2002).
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CONCLUSAO

A busca por organismos eficientes no con-
trole biolégico de doencas e a demonstracao
da eficiéncia dos mesmos tém sido o foco de
pesquisas nas ultimas décadas. Clonostachys
rosea é um destes agentes com comprovada
eficiéncia no controle de varios patégenos.
Este fungo é amplamente distribuido, atua por
diversos mecanismos de antagonismo, pode
crescer endofiticamente em espécies vegetais,
tem diversas vantagens ecolégicas e esporula
abundantemente em alguns substratos. Estas
caracteristicas favorecem o uso do antagonis-
ta como agente de biocontrole. Pesquisas com
epidemiologia, toxicologia e efeitos ao ambien-
te em diferentes patossistemas sdo necessarias
para aumentar a disponibilidade de produtos
a base de C. rosea. A interacdo entre a planta,
0 patbgeno e o antagonista deve ser bem en-
tendida, assim como formulacdes estaveis e
eficientes devem ser desenvolvidas para que o
uso do antagonista seja potencializado. O pro-
duto formulado com C. rosea deve fazer par-
te de um manejo integrado de doengas, para
que o mesmo tenha aceitagdo do agricultores,
gerando condicao ideal de uso do produto e
contribuindo para o estabelecimento de uma
agricultura economicamente viadvel e ecologi-
camente sustentavel.
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