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RESUMO

O cacau (Theobroma cacao) ¢ um fruto de origem brasileira, caracteristico da regido da bacia
amazonica, tem preferéncia por regides de clima quente e imido. Os grandes problemas na
produtividade do cacau ¢ o ataque de varias doengas, sendo a principal a vassoura de bruxa, que
¢ causada pelo fungo Moniliophthora perniciosa. As medidas para o controle da vassoura de
bruxa ¢ manejo integrado da doenga utilizando o controle bioldgico, empregando o uso de
bioagentes para o controle da doenca. Dentro deste enfoque, este trabalho objetiva-se avaliar o
uso de bioagentes no controle da vassoura de bruxa e promogao de crescimento da cultura do
cacaueiro. O experimento foi conduzido em delineamento de blocos inteiramente casualizados,
em condi¢des de telado, contendo 4 tratamentos e 8 repetigdes, sendo 4 para avaliagdo da
supressdao da doenga e 4 para avaliacdo da promogao de crescimento. Os tratamentos foram:
T1- testemunha; T2- Trichodermil® (Trichoderma harzianum); T3- Bacillus sp.; T4- B.
pyrrocinia. O ensaio foi conduzido a partir de mudas com idade de 90 dias. Foi realizado dois
tipos de aplicagdes, uma via foliar e outra via rega, ocorrido de forma simultanea, para a
avaliag¢do da severidade da doenga, os tratamentos foram aplicados aos 7, 14, 82 ¢ 90 dias apos
o plantio, para a avaliacdo da promog¢ao de crescimento os tratamentos foram aplicados da
mesma forma que a avaliag@o anterior, porém, realizada aos 7 e 14 dias ap6s o plantio. Foram
avaliados a severidade da doenga, a promog¢ao de crescimento radicular e da parte aérea, a
biomassa e o teor de nutrientes foliares. Para promocgao de crescimento os bioagentes compostos
por Burkholderia pyrrocinia e Trichoderma, apresentaram resultados satisfatorios em relacao
a testemunha. Para a supressao da vassoura de bruxa os bioagentes que apresentaram resultados
positivos foram Burkholderia pyrrocinia, Bacillus e Trichoderma. Nos resultados obtidos,
todos os bioagentes testados foram capazes de controlar o fungo Moniliophthora perniciosa na
cultura do cacaueiro, além de apresentarem potencial na promocgao de crescimento das plantas.

Palavras-chave: Controle bioldgico, Inducao de crescimento, Trichoderma.
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1. INTRODUCAO

O cacau (Theobroma cacao) € um fruto caracteristico da regido da bacia amazoénica,
originario de regides de floresta pluviais da América Tropical, pertencente a regides de clima
quente e umido. O cacau ja era cultivado pelos indios, principalmente os Astecas, no México,
e os Maias, na América Central, quando os primeiros colonizadores espanhdis chegaram a
América. Hoje em dia ainda pode ser encontrado em estado silvestre, desde o Peru até o México.
E de conhecimento que ha, predominantemente, trés variedades de cacaueiro, o Criollo,
Forasteiro e o Trinitario (SOUZA, 2019).

O interesse econdmico do cacau esta na utilizagao de suas améndoas para a produgao de
chocolate e gordura. Para a obtencdo do chocolate, além dos fatores genéticos, modificagdes
que ocorrem no seu beneficiamento também sdo fundamentais para a formacdo do flavor
caracteristico (SILVEIRA, 2016). A importancia econdmica do cacau no contexto internacional
esta no fato de ser uma commoditie de participacdo expressiva no comércio mundial de
produtos agricolas, tanto em importagdes, quanto exportagdes (EFRAIM, 2004).

No ano de 2019 a produgdo girou entorno de 252.540 t e a area plantada de cacau
chegou a 620.573 ha™'. No ano de 2020 a produgio foi de 238.879 t e, a 4rea plantada de 606.116
ha'!. De um ano para o outro, a producio caiu cerca de 13.661 t, e essa queda est4 relacionada
a reducdo da area cultivada e a ocorréncia de diversos problemas nestas areas, que reduziu em
14.457 ha! (IBGE, 2020).

Dentre os grandes problemas que atrapalham a produtividade do cacau ¢ o ataque de
patdgenos, podendo causar diversas doencas (GRAMACHO et al. citado por PINTO et al.,
2014). O cacau ¢ alvo de varias doencas que causam grandes perdas, ocasionando assim grande
impacto econdmico. Entre estas, a principal € a vassoura de bruxa (Moniliophthora perniciosa)
(SANTOS et al., 2010).

A vassoura de bruxa promove diversos sintomas na planta, como: as folhas apresentam
tamanho exagerados e deformagdo; no meristema apical pode ocasionar inchacao,
superbrotamento e necrose; nas almofadas florais ocorre aglomeragdao de flores grandes e
compridas. Desenvolve, também, vassouras vegetais, da qual ramos emitem flores e brotos
deformados. Os frutos menores transformam em frutos inchados e deformados com
amadurecimento precoce. Os frutos maiores apresentam mancha dura. Nas partes doentes e
apodrecidas aparecem os basidiocarpos ou cogumelos (GRAMACHO et al., citador por

EFRAIM, 2009).



As medidas propostas para o controle da vassoura de bruxa estdo incluidas no manejo
integrado da doenga, utilizando-se métodos de controle quimico, genético, cultural e biologico
(COSTA et al., 2006). Entre os métodos recomendados para o controle da vassoura de bruxa, o
controle biolégico vem se destacando, atuando no uso de microrganismos antagonicos a M.
perniciosa, como fungos do género Trichoderma e Rizobactérias Promotoras de Crescimento
de Plantas (COSTA; BASTOS, 2000). Segundo Fortes et al. (2007), os fungos do género
Trichoderma spp. e Rizobactérias Promotoras de Crescimento sdo promotores de crescimento
e indutores de resisténcia de plantas a doencas e ainda sdo capazes de atuar como agentes de
controle de doengas de varias plantas cultivadas, servindo de opgao para o controle bioldgico.
Dentro deste enfoque, este trabalho objetivou-se avaliar a supressdo da doenca vassoura de
bruxa e a avaliacdo da promog¢ao de crescimento em mudas de cacaueiro com o uso de

bioagentes.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. CULTURA DO CACAUEIRO

O cacaueiro ¢ uma planta de origem brasileira que se adaptou bem as regides norte e
nordeste do pais, regides que possuem clima que a planta tem preferéncia. E originario de
regides de floresta pluviais da América Tropical, ha indicios que foi na regido Amazodnica.
Pertence ao género Theobroma da familia Sterculiaceae e ordem Malvales (COSTA, 2007).

O cacaueiro tem uma longa histéria como uma das mais importantes culturas tropicais.
Sua principal importancia estd ligada, principalmente ao uso de suas améndoas para a
fabricacdo do chocolate, um produto responsavel por impulsionar um mercado anual de bilhdes
de dolares (PRADO, 2016).

A domesticacdo do cacau e conversao a lavoura, ocorreu no Brasil no século 17, como
ato inicial da administragdo colonial lusitana, que objetivava a redu¢do da dependéncia de
Portugal em relag@o a produgdo de améndoas de cacau na América Espanhola. Através da Carta
Régia que autorizava os colonizadores a plantar cacau em suas terras e estabelecer o cultivo do
mesmo, iniciou no Brasil no ano de 1679. Foi no litoral baiano, na Capitania de Ilhéus, que a
atividade prosperou como lavoura conduzida racionalmente, mesmo a disseminacao original da
cultura sendo na regido amazonica. Estima-se que o cultivo se estabeleceu em 1746, quando
Antonio Dias Ribeiro, da Bahia, recebeu algumas mudas trazidas do Para por Louis Frederic
Warneaux, colono francés. (ASSAD citado por BAIARDI; RIBEIRO, 2018).

Possui uma extensa importancia socioecondmica para o pais, os Estados maiores
produtores do fruto sdo Para e Bahia. As sementes de cacau apresentam varias utilidades, dentre
elas sdo matérias primas para a produg¢do de chocolates e para a fabricagcdo de mudas, mais
especificamente de porta-enxertos para a formagao de lavouras de alta produtividade e para
agro-reflorestamento (SALLES et al., 2019).

Além do chocolate, obtém-se outros subprodutos do cacau, incluindo manteiga, liquor,
torta, chocolate em po e 6leo de cacau (CARNEIRO, 2008). E utilizado também na industria
farmacéutica e cosmética, sendo usufruido 6leo e manteiga do cacau, sendo possivel, também,
produzir o mel de cacau (SOUZA, 2019).

A temperatura média ¢ capaz de influenciar na ativagdo da floragdo, cultura do cacau se
adapta bem em regides com temperatura média acima dos 23 °C, temperatura minima para a
inducdo floral, requer altitude inferior a 300 m, latitude entre 15°N e 15°S para um bom

desenvolvimento do seu ciclo vegetativo e produtivo. Exige também precipitagdes
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pluviométricas superiores a 1.200 mm anuais, bem distribuidos ao longo do ano (ALVIM citado
por LEITE, 2013).

Os solos para o cultivo de cacau, devem ser profundos e bem drenados, sendo os mais
indicados Latossolos Vermelho escuro e aluviais de boa fertilidade. Os espagamentos de plantio
para a implantacdo da cultura variam de acordo com o objetivo da exploragdo econOmica,
podendo ser 1.000 a 2.000 plantas ha' (SENAR, 2018).

O plantio do cacau ocorre por meio de mudas ¢ a técnica de multiplicagdo do cacau mais
utilizada, € propagacdo vegetativa, tornando a planta conhecida como “cacaueiro clonado”, que
¢ propagado através da estaquia e também pela enxertia, utilizando porta-enxerto de mudas
seminais (SENAR, 2018). Para que haja boas mudas de cacau é necessario utilizar o seguinte
substrato: 100 kg de esterco de gado curtido e peneirado; 5 kg de superfosfato simples; 2 kg de
calcario dolomitico; 50 g de KCl (cloreto de potéssio); 30 g de micronutrientes misturados (5 g
de 4cido borico + 2 g de sulfato de cobre + 13 g de sulfato ferroso + 7 g de sulfato magnesiano
+ 3 g de sulfato de zinco); 900 kg de terrico de mato peneirado (MALAVOLTA citado por
SOUZA et al., 2006).

A necessidade de usar corretivos no solo, ndo se faz s6 para a corre¢ao da acidez do solo,
toxidez de aluminio (Al) e manganés (Mn) como também para a nutri¢ao das plantas. Na planta
do cacaueiro com a calagem, objetiva alcancar no solo uma relagdao equimolar Ca:Mg (Célcio
e Magnésio) de 3:1. Nos solos que possuem baixa fertilidade e sdo acidos, necessitam de
corre¢do, nos Latossolos distroficos, tende a elevagio dos teores trocaveis de Ca** + Mg?" para
3 cmolc dm™. Em contrapartida, nos solos Neossolos Fliivicos, e Argissolo Vermelho-Amarelo
distrofico, que expressam baixos teores de Ca** Mg?* e, satura¢io de aluminio (m) elevada, a
quantidade de corretivo precisara ser calculada para elevar a saturagdo de bases (V) para 60%
(CHEPOTE, 2013).

Os desafios da produgao de cacau sdo as doengas. As doengas sdo responsaveis por perda
de 40% da producdo anual. As principais sdo causadas por fungos a Podriddo parda
(Phytophthora spp.); a Vassoura de bruxa (Moniliophthora perniciosa) e a Moniliase
(Moniliophthora roreri) (EVANS citado por BARRETO, 2014).
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2.2. VASSOURA DE BRUXA
2.2.1. Etiologia

A doenca vassoura de bruxa, ¢ causada pelo fungo Moniliophthora perniciosa, segundo
Rosa et al. (2011), ¢ um fungo hemibiotrofico, que possui duas fases: fase biotrofica, onde a
doencga comega, ¢ definida por um micélio monocaridtico; a segunda fase € necrotréfica que €
descrita por um micélio dicariético causando a necrose dos tecidos infectados.

Como descrito por Pria, Camargo (1997), o fungo pertencente a subdivisdo
Basidiomycota. O patogeno produz basidiocarpos em forma de cogumelos réseos e pequenos,
sua producdo ¢ favorecida pela ocorréncia de dias chuvosos, seguidos por dias secos. O
diametro do pileo estd entre 5 a 20 mm e o estipe entre 2 ¢ 10 mm de comprimento. A dispersao
dos basididsporos ocorre através do ar, no periodo noturno, sob alta umidade relativa e
temperatura baixa.

A infec¢do ocorre, em tecidos jovens, meristematicos, como brotos vegetativos,
almofadas florais e frutos, ocasionando sintomas de desequilibrio hormonal, que geralmente
ocorre em interagcdes patdgenos-hospedeiros. Os basidiomas sdo produzidos em todos os
tecidos afetados depois de morto e mumificados, estando na planta ou no solo. O micélio
secundario do fungo ndo possui a capacidade de infeccdo. Os basididsporos que possui
coloragdo hialina e tamanho de 10-14p x 4-5u, tem sua producao no interior dos basidiomas,

possuindo a capacidade de infectar novos tecidos sadios (CAMILO, 2009).

2.2.2. Histérico da doenca

E considerada a doenga mais importante na cultura do cacau, sua descoberta foi no
Suriname, relatada no ano de 1895, se proliferou para parte do Caribe e América do Sul. Essa
doenca pode ocasionar perdas significativas, podendo chegar a 50%, ¢ uma doencga endémica.
No Brasil, a apari¢cao da doenga foi no ano de 1898, na Regido Amazonica. Chegou no estado
da Bahia no ano de 1989, ¢ uma ameaga grande para a producdo de cacau local, que chega a

produzir 85% da producao brasileira de cacau (PRIA; CAMARGO, 1997).
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2.2.3. Sintomatologia

A vassoura de bruxa apresenta como uma caracteristica marcante, a formagao dos
brotos hipertrofiados, com a maior apari¢cao nas regides terminais da planta, surgimento de
inimeras ramifica¢des com entre n6 curtos e folhas geralmente grandes, curvadas ou retorcidas,
possuindo aparéncia de vassouras. (SIMOES, 2010). Pria; Camargo (1997) propdem que as
plantas que apresentam os seguintes sintomas, possuem a doenca vassoura de bruxa. Nas folhas
os sintomas aparecem como manchas de forma circular, com cerca de 0,5-1,5 cm de diametro,
sua coloragdo ¢ de pardo-clara a marrom-escura, com centro branco-acinzentado, envoltas por
anel de coloragdo arroxeada, com aparéncia de olho. No ponto central das lesdes, quando o
estadio da doenca j4 estd mais avancado, sdo observadas as estruturas de frutifica¢do do fungo,
que normalmente apresenta pontuacdes pequenas pretas. As desfolhas e seca dos ramos
infectados sdo observadas aceleradamente, apds a contragdo da doenga.

Nos frutos, os sintomas comecam a aparecer, quando os mesmos, ainda estdo
pequenos, possibilitando o aumento do ataque no inicio da granacdo. O aparecimento ocorre
nas partes que sdo mais expostas aos raios solares, na forma de manchas pequenas e de
coloragdo castanhas, deprimidas que tendem em direcdo as extremidades do fruto. De acordo
com o envelhecimento das manchas, elas passam para um aspecto ressecado e escuro, fazendo
com que a casca, nesse pedago, grude a semente, quando os ataques sdo mais severos, ocorre o
chochamento. As lesdes persistem até o amadurecimento dos frutos (PRIA; CAMARGO,

1997).

2.2.4. Ciclo do patégeno

Os basidiosporos do fungo sdo produzidos em lamelas medias localizadas na parte
inferior do pileo do basidiomas. Esse fungo pertence ao grupo dos homobasidiomicetos, pois a
producao dos basididsporos em basidios ¢ realizada na superficie da membrana, que sao
desenvolvidas em um basidiocarpo visivel (NIELLA citado por SIMOES, 2010).

Para que ocorra infec¢do € necessario que os basidiosporos sejam depositados sobre
regides meristematicas (gemas vegetativas, florais e/ou frutos em formacao até os trés meses
de idade), onde penetram diretamente ou através dos estdomatos. Nas gemas dormentes, a
infeccdo torna-se latente, assumindo o aspecto de pequenos cancros ou pontos necroticos que

entram em atividade quando a planta reinicia a brota¢do (Figura 1). Essas infec¢des latentes
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tém importancia epidemiologica, pois permitem a sobrevivéncia do fungo entre os periodos
sucessivos de crescimento (langamentos foliares) e de frutificagdo (safras) da planta (LUZ et

al. citado por SIMOES, 2010).

Formagha a LDeragio
dos besickdyporos

Fonte: BASSO, 2015.
Figura 1 — Ciclo do fungo Moniliophthora perniciosa, agente causal da doengas vassoura-de-
bruxa na cultura do cacau.

2.2.5. Epidemiologia

As condic¢des de ambiente essencial para a liberagdo dos basididsporos € a que apresenta
uma umidade relativa do ar proxima a saturagao e temperaturas entre 20 e 30 °C (ROCHA;
WHEELER citado por ALVES, 2002). O fungo produz basidiocarpos exclusivamente em
vassouras de bruxa secas (necréticas) apds a ocorréncia de chuvas. Apesar disso, a precipitagao
pluvial, isoladamente, ndo determina a frutificagdo do fungo, mas deve estar correlacionada a
evaporacao. Os basidiocarpos sdo produzidos quando ocorre precipitacao pluvial no final da
tarde ou no inicio da noite, o que coincide com periodos de evaporacdo mais baixa, cerca de
1,9 mm (ANDEBRHAN citado por NUNES et al., 2001).

Os esporos sao disseminados a longas distancias através do vento, e pela d4gua da chuva

quando sdao em pequenas distancias. A disseminagdo ocorre também através do transporte de
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mudas e sementes presentes nos frutos que ja foram infectados, as vassouras que se encontram

na copa das arvores, sdo as principais fontes de inoculos (ALVES, 2002).

2.2.6. Controle

O método alternativo eficiente e ¢ remocao do material infectado pelo patogeno. as
remocoes devem ser feitas de trés em trés meses, de acordo com o calendario, afim de anteceder
o lancamento de folhas. Outro método eficiente ¢ o rebaixamento e adequagdo de copa, ou seja,
realizar a poda da planta. E um método que possibilita um controle rapido e eficiente da doenga
e promove aumento da produ¢do individual das plantas (BETTIOL, 2003). A aplica¢do de
oxidos cuprosos nas almofadas floras do cacaueiro, controla eficientemente a vassoura de bruxa
(ALMEIDA et al., 2002).

O controle quimico geralmente ¢ realizado a pulverizagdes com 6xido cuproso com: 3
g planta! mensalmente; 6 g planta! a cada dois meses; 9 g planta™ a cada trés meses, essa
alternativa impede o estabelecimento do patéogeno na planta, devido a necessidade de
reaplicagdo esse método tem valor alto. Fungicidas sistémicos como etil-trianol e triadimefon,
nas dosagens de 1000 ppm de i.a. sdo eficazes na reducao de plantas ja infectadas (PRIA;
CAMARGO, 1997).

Outra alternativa eficaz € o uso de controle bioldgico, que combate o fungo da vassoura
de bruxa sem agredir a planta nem o meio ambiente. O produto consiste no fungo Trichoderma
stromaticum que € capaz de combater a Moniliophtora perniciosa, fungo que provoca a
vassoura. O controle ocorre partir da aplicagdo direta do produto na plantagdo, que em contato
com as condi¢des ideais de reprodugdo, o fungo prolifera e cria suas proprias colonias contra o

inimigo natural (MATOS, 2013).

2.3. CONTROLE BIOLOGICO

Segundo Agrios (2005), o controle biologico ¢ definido pela a reducdo da somatoria
de indculo ou das atividades dominantes da doenca, causada por um fitopatdgeno, que surge
por meio de um ou mais individuos que ndao o homem. O conhecimento do ciclo do fitopatogeno
¢ crucial para o sucesso de alguma tatica de controle de uma determinada doenca.

De acordo com Amorim et al. citado por Tullio (2017), os agentes de controle

biolodgico conseguem atuar em maneiras diferentes em relagdo ao patdgeno. Os principais
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mecanismos s30: Antibiose, indug¢do de resisténcia, competicdo, predacdo e parasitismo.
Antibiose ¢ determinada pela a agdo entre individuos, onde um ou mais metabolitos sdo gerados
por antagonista que apresentam eficiéncia negativa ao patogeno, ocasionando a inibi¢cdo do
crescimento e/ou eclosao.

A indugdo de resisténcia ¢ a for¢a dos sistemas de guarda do hospedeiro por meio de
entrada de organismo ndo patogénicos, avirulentas do patdgeno, linhagens fracas ou seus
metabolitos. Por meio da abertura de algum agente de controle biolodgico ¢ capaz de acontecer
a coincidéncia de vérios métodos de controle pelo meio do mesmo individuo. Competigdo € a
acao por meio de dois ou mais individuos for¢ados na mesma interagdo. A predagdo acontece
no momento que um individuo adquire alimento a partir de fitopatogenos e por varios
principios. O parasitismo decorre no momento que um microrganismo se nutre através dos
orgaos vegetativos e/ou reprodutivos do outro (AMORIM et al. citado por TULLIO, 2017).

Conforme MAPA (2019), no ultimo ano a producdo de produtos bioldgicos para
combater doengas e pragas agricolas cresceu mais de 70% no Brasil. O percentual apresentado
pelo mercado internacional ¢ superado pelo o resultado brasileiro que € considerado o mais
expressivo da histdria do setor que apresentou crescimento de 17% no mesmo periodo. O
mercado brasileiro de defensivos biologicos segue tendéncia de crescimento para minimizar o
uso de agroquimicos para o controle de doencas e pragas nas lavouras. Segundo a consultoria,
a Dunham Trimmer - International Bio Intelligence a expectativa para 2020 € que a zona dos
bioldgicos fature no mundo USS$ 5 bilhdes e que em 2025 chegue a USS 11 bilhdes.

Os conjuntos de microrganismos fitopatogénicos podem conceder isolados para a
finalidade de uso em estudos na avaliagdo de resisténcia a doengas, patogenicidade, no controle
de doencas, no diagnostico, variabilidade, entre outros. Permitem a validade aos resultados
alcangados permanecendo disponiveis para comprovag¢do de estudos e também para novas
pesquisas reduzindo, assim, a inversdo em inventario e levantamentos, além disso, constituem
o produto dos fundos investidos em coletas de campo e em trabalhos executados em laboratério
(SMITH; ONIONS citado por NOGUEIRA et al., 2009). Segundo Figueiredo et al. (2008), as
regides tropicais sdo certamente aquelas que formam a mais rica fonte de novas espécies, e que
0s microrganismos exercem um papel essencial na sustentabilidade da agricultura.

Os microrganismos endofiticos como o Furarium oxysporum f. sp. Vasinfectum em
algoddo, Verticillium albo-atrum e Rhizoctonia solani em batata e Sclerotium rolfsii em feijao,
tém mostrado significativo no controle, diminuindo a ocorréncia de doengas, em patossistemas

fingicos envolvendo patdégenos de colonizacdo de sistémica (PLEBAN et al. citado por SILVA
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et al., 2006). De acordo com Lu et al. (2000), o fungo endofitico Colletotrichum sp., separado
de Artemisia annua, defendeu a sua hospedeira do ataque do fungo Gaeummanomyces graminis
var. tritici pela formacao de metabdlitos toxicos ao patdgeno. Analisaram que esses sao tipos
classicos de antibiose como método de controle de patogenos.

Os principais agentes utilizados sdo as rizobactérias promotoras de crescimento € o
fungo Trichoderma. Um dos tipos de rizobacterias que tem o poder de antagonista de maior
destaque ¢ o Bacillus spp., que tem grande versatilidade nos mecanismos de agao e de inibir as
defesas dos fitopatogenos, se destacando por produzir enddsporo resistentes a condigdes
adversas e mostrar uma multiplicidade de mecanismos antagonicos, proporcionando assim, a
sua extensa manuten¢do e sobrevivéncia em nichos ecologicos especificos. B. subtilis como
biocontrole tem um grande potencial devido a inumeros entre eles a antibiose (LANNA FILHO
etal., 2010).

O Trichoderma ¢ um fungo de filamentos, que sdo chamados de mofo ou de bolor, que
gera colonias de coloracdo verde e de crescimento rapido. Praticamente, pode ser visto em todos
os tipos de solos, apesar de ser encontrado mais nas de clima tropical e temperado, relativo a
matéria organica morta e raizes das plantas. Por ser saprofito, auxilia na decomposi¢do de
animais e dos residuos vegetais, logo depois de ser descompostos, volvem ao solo e servem de
subsisténcia para as plantas. O Trichoderma por habitar com facilidade as raizes e solos,
colabora para que as plantas continuem saudaveis, por competir com 0s patdgenos presentes

(LUCON et al., 2014),

2.3.1. Rizobactérias promotoras de crescimento

As rizobactérias promotoras de crescimento de plantas sdo eficientes competidoras
com organismos deletérios na regido da rizosfera e também conhecidas por estimularem o
crescimento vegetal. Como resultado, podem ser utilizadas no controle bioldgico de
fitopatogenos, no uso mais eficiente de fertilizantes e como rizoremediadoras, pela degradacao
de compostos nocivos as plantas (BAKKER et al., 2007).

O conceito de rizobactérias promotoras do crescimento de plantas (RPCPs) ¢ para
designar o grupo todo de bactérias que surgem espontaneamente no sistema radicular das
plantas ou que colonizam as raizes logo apos serem inoculadas em plantas cultivadas. Sendo
capaz também de caracterizar aquelas que ocasionam aumento de producdo e crescimento nas

plantas (SCHROTH; WEINHOLD citado por COSTA, 2007). As bactérias sdo conhecidas
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como endofiticas, rizosféricas ou de vida independente e livre de uma area especifica de habitat
que mostram os mesmos métodos para possibilitar o crescimento das plantas (DOTY, 2013).

As bactérias sao classificadas em modo diferentes, como neutro que tem um certo
convivio, porém, nao tem resultado nenhum sobre a planta. De outra forma, termos o deletério
e benéfico. As bactérias no benéfico sdo chamadas de promotoras de crescimento vegetal
(MELO citado por COSTA, 2007).

As PGPR possuem a capacidade de beneficiar o crescimento das plantas através de
mecanismos diretos ou indiretos. A promog¢ao por mecanismos diretos ocorre quando as PGPR
sintetizam compostos benéficos, como fitormonios, aumentam a capacidade de absor¢ao de
nutrientes pela fixa¢ao bioldgica de nitrogénio e solubilizacdo de fosfatos. A promogao indireta
do crescimento de plantas se da pelo controle bioldgico de fitopatdgenos, que por sua vez pode
ocorrer por producao de antibioticos, sideroforos, pela indugao de resisténcia e pela competigao
por sitios e nutrientes com o patdgeno na planta (FREITAS citado por BUBANZ, 2018).

De acordo com Mantelin; Touraine (2004), a supressao de doengas causadas por
microrganismos, saude, assimilagdo, crescimento e aceleracdo da disponibilidade de nutrientes
tem mostrado beneficios para as plantas hospedeiras provenientes das interagdes com as RPCP.

Segundo Romeiro (2005), as rizobactérias como promotoras de crescimento € como
agentes de controle biologico de fitopatdgenos que tem se destacado como excelente opgao. As
bactérias podem agir em diferentes mecanismos, como antibiose, fixacdo de nitrogénio,
mineralizacdo de fosfatos, inducdo de resisténcia, competicdo por ferro e reguladores de
crescimento, além de ter a capacidade de inibir o crescimento de outros organismos no solo.

Os mecanismos de acdo das RPCPs sdo variados, por isso, podem ser tanto de forma
direta como de forma indireta o favorecimento do crescimento. Quando a promog¢do de
crescimento ¢ direta os microrganismos possibilitam a absor¢ao de alguns nutrientes do solo,
solubilizando minerais como o fosforo e tornando-o pronto a planta, de acordo com o que diz
(ROSAS et al. citado por CAMPOS, 2010).

Conforme Tarnawski citado por Balbinot (2018), ha diversos modos que as
rizobactérias beneficiam as plantas e exercem, como a indugdo de resisténcia, antibiose,
producdo de fitohormonios e a producdo de sider6foros. As rizobactérias além de prevenir a
invasdo de patogenos deletérios, sdo capazes de colonizar rapidamente o sistema radicular das
plantas (KLOEPPER et al. citado por MATTOS, 2017).

O fungo Trichoderma spp., ter um papel importante na funcdo ecoldgica, por ser um

microrganismo naturalmente encontrado no solo, que contribuir com a disponibilizagdo de
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nutrientes para as plantas, além disso, participa da decomposicao e mineralizagao dos residuos
vegetais. O Trichoderma ¢ um fungo de crescimento rapido, por isso tem a grande vantagem
de utilizagdo como agente de biocontrole em larga escala. E considerado também, um
biofungicida natural, que reduz em até 100% as chances de qualquer fungo atingir a cultura
(MENEZES et al. citado por SAITO et al., 2009).

Segundo Santos (2008), a competéncia dos fungos do género Trichoderma na
promocao de desenvolvimento de plantas estar relacionada juntamente com sua agdo
decompositora, a sua capacidade de associagdo simbiotica as raizes das plantas, a sua habilidade
como agente de controle bioldgico, inibindo a acao de fitopatdogenos, que podem interferir de
forma direta no desenvolvimento normal da planta, e ainda, disponibilizando nutrientes
prontamente absorviveis para as plantas. O mecanismo de a¢do do Trichoderma sobre qual ele
atua sdo: antibiose, parasitismo, competicdo e degrada¢do de parede celular fungica.
Mostrando-se ter uma boa capacidade de proliferagdo na rizosfera, apresentando uma
diversidade de estratégias de sobrevivéncia, que os tornam fungos altamente competitivos no
ambiente (RESENDE et al., 2004).

Na antibiose o antagonista gera uma ou mais substancias que impedem a reproducao
ou o crescimento do fitopatdgeno na planta ou no ambiente. No parasitismo o antagonista se
nutre do fitopatdgeno, causando assim, enfraquecimento ou sua morte. J& na competi¢ao, o
antagonista € o patdgeno competem com os mesmos recursos de espago e alimentos para
sobreviver. E fundamental ressaltar que um ou mais mecanismos de a¢do podem ser usados ao

mesmo tempo pelas linhagens de Trichoderma (LUCON et al., 2014).

19



3. MATERIAL E METODOS
3.1. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O ensaio foi conduzido na empresa EMATER — Agéncia goiana de assisténcia técnica,
extensdo rural e pesquisa agropecudria, uma entidade autarquia estadual. Unidade de Anépolis
- Estacdo Experimental de Anapolis, estd localizada na BR 060 km 89, Zona Rural, Anapolis,
GO. A area possui uma altitude de 1.017 metros, Latitude — 16°20°12.614” S e Longitude
48°53°13.1010” (Figura 2), com um clima tropical e estacdo seca, sua area total ¢ de

aproximadamente 933 km?.

g
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Fonte: Google Earth, 2020.
FIGURA 2 — Vista aérea da Estacdo Experimental de Anapolis — GO.

O experimento foi conduzido em delineamento de blocos inteiramente casualizados, em
condi¢des de telado, contendo 4 tratamentos e 8 repetigdes, sendo 4 para avaliagdo da supressao
da doenca e 4 para avaliagdo da promogado de crescimento. Foi utilizado como tratamento um
produto comercial a base de Trichoderma, com nome Trichodermil® e, rizobactérias, como o
Bacillus sp. AGL 21, provenientes da Colecao de Isolados Microbianos do Laboratério Agrolab
e, a rizobactéria Burkholderia pyrrocinia BRM 32113, oriunda da Colecao de Microrganismos
Multifuncionais da Embrapa Arroz e Feijao.

Os tratamentos foram: T1- testemunha; T2- Trichodermil® (Trichoderma harzianum);
T3 - Bacillus sp.; T4- B. pyrrocinia. O ensaio foi conduzido a partir de mudas com idade de 90
dias, cultivadas em sacos plasticos com substrato Ouro Negro® (esterco de gado e de aves,

himus de minhoca, bokashi e casca de pinus). A cultivar utilizada foi a Forasteiro.
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3.2. APLICACAO DOS TRATAMENTOS

Os tratamentos foram aplicados em épocas diferentes de acordo com a avaliagao
realizada. Para a avaliacao da severidade da doenca, os tratamentos foram aplicados aos 7, 14,
82 ¢ 90 dias apo6s o plantio, sendo realizado dois tipos de aplicagdes, uma via pulverizacao foliar
e outra via rega, (Figura 3A e 3B), ocorrido de forma simultdnea, ou seja, 0os mesmos

tratamentos receberam pulverizacao foliar, também a rega no mesmo dia.

-

Fonte: MOREIRA, B. C.
FIGURA 3 — Aplicacdo de tratamentos a base de produtos bioldgicos na cultura do cacau,
Andpolis- GO. (A) aplicagdo via foliar. (B) aplicagdo via rega.

Para a aplicacdo dos tratamentos compostos por rizobactérias, foram preparadas
suspensoOes bacterianas. As rizobactérias foram multiplicadas em placas de Petri, contendo o
meio de cultura BDA, em seguida, as placas foram levadas para uma camara de crescimento
BOD por 48 horas, em aproximadamente 28 °C. Apos esse tempo, as placas foram lavadas com
agua destilada com a ajuda de uma alga de Drigalski, preparando-se a suspensao microbiana
(KADO; HESKETT, 1970). A suspensdo bacteriana foi padronizada com o auxilio de um
espectrofotometro e ajustada com comprimento de onda de 540 nanometros e 0,5 de
absorbancia, obtendo a concentragdo de 1x10% UFC mL™!, conforme Filippi et al. (2011). Para
as aplicacdes via rega das suspensdes bacterianas foi adotada a dosagem de 30 mL por repeticao
e, para as aplicacdes via foliar a dosagem adotada foi de 1 L.ha!, aplicado com o auxilio de um
borrifador manual. Para as aplicacdes do produto Trichodermil® a dosagem utilizada foi de 1

L.ha'!, aplicando via foliar e 30 mL de calda via rega, conforme recomendagdes do fabricante.
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Para a avaliacdo da promogao de crescimento os tratamentos foram aplicados da mesma forma
que a avaliag¢do anterior, via rega e pulverizagdo foliar, porém, realizada somente aos 7 ¢ 14

dias ap6s o plantio.

3.3. INOCULACAO DO PATOGENO E AVALIACAO DA DOENCA

O isolado do patéogeno M. perniciosa, obtido no laboratério da Colecdo de Isolados
Microbianos do Laboratério Agrolab, foi multiplicado em placas de Petri contendo meio de
cultura BDA (Batata, Dextrose, Agar) e incubado em camara de crescimento BOD, com 28 °C,
fotoperiodo de 12 horas, durante 10 dias (COSTA et al., 2010).

A inoculagao foi realizada aos 90 dias ap6s o plantio, ocorrendo por meio da deposigao
de disco de micélio do patogeno, de 1 cm de diametro, no meristema apical de cada planta
(Figura 4). Em 24 horas antes e ap6s a inoculagdo do patdgeno as plantas foram mantidas a
umidade de 100%, em camara imida, com o intuito de manter o ambiente favoravel para a
penetracao do fungo. A avaliagdo da doenca foi realizada aos 8 dias ap0s a inoculagdo, adotando
como parametro a medigdo da necrose do meristema apical, com o auxilio de uma régua

milimetrada.

Fonte: MOREIRA, B.
FIGURA 4 — Deposi¢ao de disco contendo o agente patologico no meristema apical da planta
na cultura do cacau. Anépolis — GO.

3.4. AVALIACAO DA PROMOCAO DE CRESCIMENTO
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Para a promogao de crescimento foram avaliados o comprimento e a biomassa das raizes
e da parte aérea das plantas, aos 34 dias apds o plantio (Figura 5). As plantas foram medidas

com o auxilio de uma régua, medindo-se o tamanho da parte aérea e da parte radicular.

Fonte: SILVA, M. C.
FIGURA 5 — Medic¢ao de raiz e parte aérea com auxilio de régua em plantas de cacau, para
avalia¢do da promocao de crescimento. Andpolis — GO.

Posteriormente as medi¢des, com o auxilio de uma tesoura, foram separadas a raiz da
parte aérea e as plantas foram acondicionadas em sacos de papel e levadas para a estufa, onde
ficaram por 72 horas a 60 °C para a secagem. ApOs a secagem, as plantas foram pesadas em

balanga de precisdo, determinando a biomassa de cada amostra (g).

3.5. ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e teste Tukey, a 95% de

significancia. A analise foi realizada com o auxilio do software SPSS, versao 21.
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4- RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. PROMOCAO DE CRESCIMENTO E BIOMASSA

Observou-se diferenca estatistica entre os diferentes tratamentos testados. Os resultados
obtidos a partir do comprimento da parte aérea, com plantas tratadas com produto a base do
agente biologico Burkholderia pyrrocinia BRM 32113, via rega e via foliar, se destacou em
comparac¢do aos demais tratamentos, apresentando aumento de 27,65% de tamanho em relagao
a testemunha. Os resultados obtidos através do comprimento da parte radicular, com plantas
submetidas ao tratamento via rega e via foliar com o produto comercial Trichodermil®,
apresentaram resultados positivos quando comparados com a testemunha, havendo aumento de

74,17% na raiz dessas plantas. (Tabela 1).

TABELA 1- Avaliagdo de comprimento de raiz e parte aérea da planta, realizadas no trigésimo
quarto dia apds o plantio de cacau. Teste de Tukey a 95% de significancia. Anapolis — Goids,
2020.

Comprimento (cm)

Tratamentos 5
Raiz Parte Aérea
Testemunha 8,75 ab 12,73 be
Trichodermil® 15,24 a 14,50 ab
Bacillus sp. 7,88 b 12,00 ¢
Burkholderia pyrrocinia 11,94 ab 16,25 a
CV (%) 13,82 7,56

Fonte: Moreira, B.C., 2020.

Em relag@o a biomassa da parte aérea, o tratamento composto por plantas tratadas com
o bioagente Burkholderia pyrrocinia BRM-32113, se destacou entre os demais, promovendo
um aumento de 30,18% na biomassa em relacao com a testemunha. Na avalia¢ao da biomassa
da parte radicular o tratamento contendo plantas tratadas via rega e via pulverizacao foliar com
o produto Trichodermil®, a base do fungo Trichoderma, apresentaram resultados significativos,

onde observou-se o destaque no aumento de 171,87% em relacdo a testemunha (Tabela 2).
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TABELA 2- Avaliagdo de biomassa de raiz e parte aérea da planta, realizadas no trigésimo
sétimo dia apds o plantio de cacau. Teste de Tukey a 95% de significancia. Anapolis — Goias,
2020.

Biomassa (g)

Tratamentos
Raiz Parte Aérea
Testemunha 0,032 b 0,772 be
Trichodermil® 0,087 a 0,915 ab
Bacillus sp. 0,039 ab 0,610 ¢
Burkholderia pyrrocinia 0,074 ab 1,005 a
CV (%) 10,90 14,50

Fonte: SILVA, M.C., 2020.

As rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCP) e os fungo benéficos sdo
microrganismos que habitam na rizosfera e vinculam-se as raizes das plantas e, ainda,
conseguem contribuir em uma série de métodos que ocasionam um melhor desenvolvimento
das culturas agricolas (LUVIZOTTO, 2008). Dentro destes métodos associados as BPCP, pode-
se mencionar exemplos de mecanismos diretos de promocgao de crescimento, como a producao
de fitohormdnios de crescimento, fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN), solubilizagdo e
mineralizacdo de nutrientes, como fosforo. (CATTELAN; HARTEL, citado por AHMAD et
al., 2008). Como promotor de crescimento o 7Trichoderma tem a capacidade de atuar como
bioestimulante no crescimento radicular, favorecendo o crescimento das raizes por meio de
fitohormonios e assim, aprimorar a absor¢ao de nutrientes, proporcionando aumento na area
radicular da planta, aumento na absor¢do de nutrientes e desenvolvimento na assimilacao de
nutrientes e agua (HARMAN et al., 2004).

Castro et al. (2020), relataram que a rizobactéria Burkholderia pyrrocinia BRM 32113,
como agente biologico na agricultura, foi capaz de estimular o crescimento e desenvolvimento
das plantas, e ainda capaz induzir o aumento dos teores de nutrientes foliares em mudas de
acaizeiro. Neste mesmo ensaio foi provado que houve acimulo na biomassa de 95% para a
massa seca total nas mudas inoculadas com a BRM-32113. Em outro ensaio, Castro (2018)
relatou que em mudas agaizeiro a Burkholderia pyrrocinia BRM 32113 apresentou
aceleramento superior no crescimento da parte area e radicular, aumentando a eficiéncia
fotossintética, induzindo o acimulo de biomassa e de nutrientes foliar e colaborando na
diminui¢do de obten¢do de mudas (5 meses) padrao de qualidade para campo.

Resultados obtidos por Baldotto et al. (2010), mostraram que a inoculacio com

Burkholderia spp. reforcada pela ligagdo com 4acidos humicos, resultou em maior massa da
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parte aérea e radicular e com maior capacidade conduzir nutrientes (N, 132 %; P, 131 %; K, 80
%) quando comparado com mudas de abacaxizeiro ‘Vitdria’ ndo inoculadas. Silva et al. (2011),
constataram que dezenove isolados de Trichoderma e o produto comercial Trichodermil®,
proporcionaram o crescimento da parte aérea e radicular no pepineiro em até 100%, em
avaliag¢do ao potencial de diferentes isolados de Trichoderma.

Em um ensaio na cultura do milho, Resende et al. (2004), observaram que o
Trichoderma mostrou-se ter maior acumulacdo de matéria seca do sistema radicular. Em outro
experimento Chacon et al. (2007), verificaram que as plantas de tomateiro, inoculadas com 7.
harzianum, promoveram crescimento significativo na parte area e radicular, no qual as raizes
secundarias aumentaram trés vezes mais. O autor explicou que essa promogao significativa do
crescimento da planta ¢ devido ao desenvolvimento de uma relagdo simbiotica planta-fungo ou

a secrecdo de fitormonios por 7. harzianum.

4.2. SUPRESSAO DA DOENCA

Houve diferenga estatistica entre os tratamentos testados. Em relacdo a severidade da
doenca no controle do Moniliophthora perniciosa, os tratamentos compostos por plantas
tratadas via rega e pulverizag¢do foliar com Burkholderia pyrrocinia BRM 32113, Bacillus sp.
AGL 21 e Trichodermil®, apresentaram resultados positivos em relagio a testemunha,
apresentando 86,74%; 93,02% e 94,24% de supressao da doenga, respectivamente (Figura 6).

As rizobactérias apresentam eficiéncia na supressdo contra diversos fitopatdgenos, as
quais conseguem colonizar plantas de diversas espécies botanicas, podendo, também, atuarem
na promo¢ao do crescimento vegetal (KLOEPPER et al., citado por PASCHOLATI et al.,
2019). As RPCPs oferecem beneficios associados ao controle de doencas de plantas. Esses
beneficios podem ser vistos em diferentes culturas. Esses beneficios partem de uma variedade
de mecanismos, como o controle biologico por meio da competicdo com patdgenos por
nutrientes, resisténcia induzida a doengas, a produgdo de antibidticos e outros mecanismos

(SOTTERO et al, 2006).
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FIGURA 6 - Avalia¢ao de supressdo da Vassoura de Bruxa em plantas de cacaueiro tratadas
com bioagentes em condic¢des de telado. Teste de Tukey a 95% de significdncia. Anapolis —
GO.

O Trichoderma possui algumas espécies que sao micoparasitas, eficientes no controle de

fungos fitopatogénicos, principalmente os que possuem estruturas de resisténcias dificeis de
serem atacadas por microrganismos. A atua¢do do microrganismo pode ser através de um
mecanismo ou da associacdo como parasitismo, antibiose e competicdo (BETTIOL; GHINI,
citado por REMUSKA; DALLA PRIA, 2007). As informagdes sobre o uso de antagonistas para
o controle de doengas causadas por fungos fitopatogénicos retrata o Trichoderma spp. como o
agente mais favoraveis entre os microrganismos de biocontrole (SILVA et al., citado por
REMUSKA; DALLA PRIA, 2007). Fungos do género Trichoderma sdo capazes de produzir
enzimas que podem degradar as paredes celulares de outros fungos, produzindo, também,
substancias antifungicas, que atuam como antibidticos (MELO; RESENDE et al. citado por
LOUZADA et al.,2009).

Estudos realizados por Santos et al. (2018), mostraram que o tratamento bioldgico com
T. asperellum foi capaz de inibir a incidéncia de fungos nas sementes de cupuagu. Neste mesmo
ensaio, os autores relataram que nas fases iniciais de desenvolvimento de plantulas de
Theobroma cacao (cacau) as espécies de Trichoderma podem ser utilizadas como alternativa
no biocontrole de fungos patogénicos

Em outro estudo realizado pela CEPLAC citado por Amorim et al. (2019), observaram

em um ensaio, que o biofungicida, obtido a partir do fungo Trichoderma stromaticum tem
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eficiéncia quando diluido em 4gua e pulverizado na plantagdo de cacau, com competéncia de
inibir a reprodugdo do fungo da vassoura de bruxa cerca de 57% na copa do cacaueiro e até
99% no solo. Resultados obtidos por Adedeji et al. (2008), evidenciaram que na doenga da
podridao parda do cacaueiro causada por pelo fungo Phytophthora megakarya apresentou
reducdo de incidéncia em 85% com a utiliza¢do do isolado de Trichoderma.

Em um estudo feito na cultura do citros em condi¢cdes de campo, foram testados sete
isolados de Bacillus subtilis para controle da doenga podridao floral do citros (Colleototrichum
acutatum). Neste teste, Kupper et el. (2003) obseravaram que todos os isolados inibiram o
crescimento micelial do patégeno, porém, o Bacillus subtilis ACB-69 mostrou maior eficacia
de controle, comparado estatisticamente a um fungicida quimico, proporcionando menor
porcentagem de flores com sintomas e maior nimero médio de frutos efetivos. Em outro estudo,
Kupper (2009) constatou que no controle da doenga da mancha preta (Guignardia citricarpa)
dos frutos citricos, sob condi¢des de laboratorio e campo, os isolados de Bacillus subtilis
apresentou eficiéncia na supressdo da mancha preta (Guignardia citricarpa) no citros e da
queda prematura de frutos citricos. Resultados obtidos por Costa et al. (2007), mostraram que
tratamento com Bacillus subtilis que apresenta efeito protetor e indutor de resisténcia,
comparado com a testemunha ocasionou a reducao da severidade da ferrugem do cafeeiro em
mais de 90%, igualando-se a resultados com tratamentos quimicos.

Na literatura ndo foram encontrados relatos de resultados em que a bactéria
Burkholderia pyrrocinia tenha sido testada no controle do fungo Moniliophthora perniciosa,
porém, em uma pesquisa realizada por Castro (2018), constatou que microrganismos do género
Burkholderia associadas com outras rizobactérias foram capazes de reduzir 26% a severidade
da doenga antracnose (Colletotrichum sp.) em mudas de agaizeiro. Através de analises feitas
com espectrometria, Bach (2016) constatou que a Burkholderia sp. gera diferentes diversidades
de compostos antifiingicos, verificando ao género potencial biotecnoldgico com possivel

controle bioldgico de fungos fitopatogénicos em aplicagdes farmacéuticas e agrondmicas.
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5- CONCLUSAO

Os resultados obtidos com os bioagentes Bacillus sp. AGL 21, Burkholderia pyrrocinia
BRM 32113 e Trichoderma, mostraram-se eficientes no controle da Moniliophthora perniciosa
na cultura do cacaueiro, além de apresentar potencial na promog¢ao de crescimento nas plantas,
para o crescimento da biomassa e também no comprimento da parte area e das raizes. Maiores
estudos precisam ser realizados para o aprofundamento do conhecimento sobre o efeito destes
bioagentes na cultura do cacaueiro. O uso destes microrganismos pode ser ¢ uma alternativa
para o manegjo nutricional de plantas e para o manejo integrado da vassoura-de-bruxa do
cacaueiro, tendo em vista sistemas agricolas mais sustentaveis, contribuindo para o aumento da

produtividade.
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