CENTRO UNIVERSITARIO DE ANAPOLIS — UniEVANGELICA
CURSO DE AGRONOMIA

BIOCONTROLE DE Macrophomina phaseolina EPROMOCAO DO
CRESCIMENTO NA CULTURA DO GIRASSOL COM O USO DE
Trichoderma sp. E RIZOBACTERIAS

Nelrilene Pereirada Silva

ANAPOLIS-GO
2020



NELRILENE PEREIRA DA SILVA

BIOCONTROLE DE Macrophomina phaseolina E PROMOCAO DO
CRESCIMENTO NA CULTURA DO GIRASSOL COM O USO DE
Trichoderma sp. E RIZOBACTERIAS

Trabalho de concluséo de curso apresentado ao
Centro Universitario de Anépolis-
UniIEVANGELICA, para obtencdo do titulo de
Bacharel em Agronomia.

Area de concentragdo: Fitopatologia
Orientador: Prof. Dr. Alan Carlos Alves de
Souza

ANAPOLIS-GO
2020



Silva, Nelrilene Pereira da
Biocontrole de Macrophominaphaseolinae promocéo do crescimento na culturado girassol
como uso de Trichodermasp. e rizobactérias/Nelrilene Pereira da Silva. — Anépolis: Centro
Universitario de Anapolis — UniEVANGELICA, 2020.

39 p.

Orientador: Prof. Dr. Alan Carlos Alves de Souza
Trabalho de Concluséo de Curso— Curso de Agronomia — Centro Universitario de Anépolis
— UniEVANGELICA, 2020.

1. Controle biolégico. 2. Antagonismo 3. Helianthus annuus I. Nelrilene Pereira da Silva. Il.
Biocontrole de Macrophominaphaseolinae promocé&o do crescimento na culturado girassol
como uso de Trichoderma sp. e rizobactérias.

CDU 504

Permitida a reproducdo total ou parcial deste documento, desde que citada a fonte — A Autora.



NELRILENE PEREIRA DA SILVA

BIOCONTROLE DE Macrophomina phaseolina EPROMOCAO DO
CRESCIMENTO NA CULTURA DO GIRASSOL COM O USO DE
Trichoderma sp. E RIZOBACTERIAS

Monografia apresentada ao Centro
Universitario de Anépolis -
UnIEVANGELICA, para obtengdo do titulo de
Bacharel em Agronomia.

Area de concentragdo: Fitopatologia

Aprovada em: 19/06/2020

Banca examinadora

14 / 7
'wa' andats [ V'/’ ‘/"1
Prof. Dr. Alan Carlos Alves de Souza
UniEvangélica
Presidente

¢ I. Alson de Jesus .\I'lU\l)('\ Jamorn
Prof. Dr. Elson de Jesus Antunes Janior

UniEvangélica

Douma. s di Wntino—

?Drofa. Dra. Lo{ena Alves de Oliveira
UniEvangélica




Aos meus queridos pais Altamir Ferreira da Silva (in memorian), com amor e saudades, e
Renilda Pereira da Silva, que sempre foi minha motivacéao.



AGRADECIMENTOS

Primeiramente a Deus que ilumina meu caminho pela graca da vida, por confortar meu
coracdo e me dar forgas durante todos os momentos dificeis, pelas batalhas que venci, e também
pelas que perdi, pois me ensinaram licbes importantes para a vida inteira.

H& uma grande quantidade de pessoas que passaram pela minha vida nesses cinco
anos, outros gue permaneceram, cujas perspectivas, companheirismo e encorajamento foram
importantes. Dentre estes, ha os que se ligaram a este projeto deixando um pedaco de suas vidas
dentro da historia, minha mée Renilda, meu padrasto Cicero, irmaos Lenir, Nelto, André, No€,
Nelrivan e minha cunhada Débora, aos quais eu tenho eterna gratiddo em meu coracao, pelas
oracdes infindas, todo o amor e cuidado dispensados a mim em todo o tempo.

Ao professor, orientador e amigo Dr. Alan Carlos, pela dedicacdo constante, toda a
atencdo, disponibilidade e paciéncia ao ensinar e auxiliar em cada detalhe.

Aos amigos, em especial aqueles que estiveram mais proximos de mim, me ajudaram
inimeras vezes, me apoiaram, incentivaram e mantiveram a paciéncia comigo mesmo com toda
a minha teimosia, William, Herlon, Talyta, Daniele, Sara, e Jodo Vitor.

Ao meu grande amigo Henrique Tobias, por nunca se afastar apesar da distancia fisica,
pelos melhores conselhos, por acreditar em mim, e pelo seu apoio incondicional sempre.

A todos os docentes do curso de Agronomia da UniEvangélica, aos funcionarios da
secretaria do curso, e a todos os funcionarios da Unidade Experimental, pela disposicdo em
contribuir para 0 meu aprendizado, e meu crescimento pessoal e profissional.

Ao laboratdrio de andlises microbioldgicas AgroLab, pela infraestrutura concedida, e
disponibilizacdo do espaco fisico e materiais necessarios para a realizacdo dos experimentos.



“Quem escolheu a busca ndo pode recusar a travessia. ”

Guimaraes Rosa



SUMARIO

RESUMO . ...ttt ettt ettt e bt et e e st e e s b e e et e e snteeanteeebeeenee s vii
L. INTRODUGAO ...ttt ettt ettt 8
2. REVISAO DE LITERATURA ..ot ettt ettt 10
2.1. CONSIDERACOES GERAIS SOBRE A CULTURA DO GIRASSOL ..................... 10
2.1.1. Podridao negrada raiz (M. phaseoling) .........ccccovvmiiniiiiiiiiie e 11

2.2. CONTROLE BIOLOGICO DE DOENCAS DEPLANTAS .....oooveveeeeeceee e 13
2.2.1. Rizobactérias Promotoras de CreSCImento ..........ccceeeeveiviivveneesvesiiieneee s 14

VA I o] g ToTo (=T 1 47= ] o] o TSP 15

3. MATERIAL E METODOS .......o oot ceeeecceiees et seneve s eve s en s se s 16
3.1 ENSAITO TN VITIO 1ottt ettt sttt s e er e st 16
3.1.1. Delineamento eXperimental ...........cc.ocoooiiiiiiiiiee e 16

3.1.2. MONtagem dOS TESTES .....vvuerrirreirriereeeee e s e s se e st sr e e er e e er e e se e s se e are e 16

3.1.3. AValiag80 dOS TESTES ...ttt 18

3.2 ENSAITO TN VIV ..ttt ettt sttt sttt ee e er e 18
3.2.1.Delineamento e XPerimental .........c..covvvieeieieiie et 18

3.2.2. Aplicacao dOS tratame TS ........c.vvviiiie e e eee s e e et sr e er e et e e e e er e 19

3.2.3. Inoculacgéo do patogeno e avaliagdo dadoenca .........cvuvvvveeveeiiivieienee s s siin, 20

3.2.4. Avaliacdo da promocao de CreSCIMENTO ......ccccceevviiviriiiivirrerre e 20

3.3. ANALISE ESTATISTICA ..ottt ettt 21

4. RESULTADOSE DISCUSSAQ .....oouiiriieiieseieseiesiesse st 22
4.1 ENSAITO TN VITFO 1oiiiiiiiiiiiieie oottt st et sttt et sr e er s 22
4.2, ENSATO INVIVO ..iieiiiiees ettt eee st e et e ae e s se s e e e 1e e s ee s s an s ee s e ee s eseenreenee e 23
4.2.1. PromoG8a0 de CreSCIMENTO ....ceiiiuiieiiieeeieiiiriiie ettt er e sr e 23

4.2.2. SUPFESSE0 JAUOBIGA ....cciieeiiete ettt ettt ettt er e 26

5. CONCLUSAO ..ottt ettt st 30
6. REFERENCIASBIBLIOGRAFICAS ......cooiiiiiiiiiiiieieieieiees st 31



RESUMO

Fungos fitopatogénicos habitantes do solo como Macrophomina phaseolina sdo de dificil
controle, principalmente por formarem estruturas de resisténcia, os microesclerédios. E por se
tratar de uma espeécie polifaga, faz-se necessario realizar estudos para se obter diferentes formas
efetivas de controle desse patdgeno. Diante disso, 0 objetivo deste trabalho foi testara eficiéncia
de um isolado de Trichoderma sp. e rizobactérias no controle biolégico de M. phaseolina, e
avaliar seuefeito como promotores de crescimento na cultura do girassol. A presente pesquisa
foi realizada em duas etapas, uma com ensaio in vitro e outra com ensaio in vivo. O ensaio in
vitro foi conduzido no laboratorio de analises microbioldégicas AgroLab, onde realizou-se teste
de pareamento de culturas com seis tratamentos e trés repeticdes, sendo, (T1 - Trichoderma sp.
+ patogeno; T2 - Bacillus sp. + patdégeno; T3 — B. pyrrocinia + patdégeno; T4 — P. fluorescens
+ patégeno; T5 — B. subtilis + patdégeno e T6 - somente o patdgeno), avaliou-se a ocorréncia de
antibiose e selecionou-se os isolados mais promissores para o ensaio in vivo. O ensaio in vivo
foi realizado na Unidade Experimental do laboratério AgroLab, em recipientes de 400 mL, em
cultivo protegido, sendo conduzido em DIC cinco tratamentos (T1 — controle; T2 -
Trichodermil®; T3 - Trichoderma sp.; T4 - B. pyrrocinia e T5 - B. subtilis) em oito repeticdes.
Foram avaliados a capacidade dos bioagentes em suprimir a severidade da doenca e, sua
eficiéncia como promotores de crescimento para a cultura do girassol. Os parametros avaliados
nas analises de crescimento foram: comprimento de raiz e parte aéreae, biomassa da raiz e parte
aerea. Os resultados mostraram diferenca significativa entre si pelo teste de F (p < 0,05). Nos
testes in vitro, os isolados de Trichoderma sp., Bacillus subtilis e B. pyrrocinia reportaram
melhor atividade antagbnica com 10,93%, 10,26% e 3,71% de inibicdo do crescimento micelial
do patdgeno, respectivamente. Na promoc¢ado de crescimento todos os tratamentos promoveram
maior comprimento da raiz e aumento da biomassa da parte aérea. Nao houve diferenca
significativa para comprimento da parte aérea em relagdo a testemunha, e os isolados de B.
subtilis, B. pyrrocinia e Trichoderma sp. apresentaram maior biomassa da raiz. Na severidade
da doenca os tratamentos com B. subtilis, B. pyrrocinia, Trichoderma sp. e Trichodermil®,
apresentaram 90,5%, 81,0%, 81,0% e 625% de supressdao do patdgeno, respectivamente.
Concluiu-se que estes microrganismos apresentam potencial como promotores de crescimento
e biocontroladores de doencas para a cultura do girassol, podendo tornar-se técnica viavel a ser
integrada ao MID.

Palavras-chave: antagonismo, controle bioloégico, Helianthus annuus.
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1. INTRODUCAO

Segundo Lourenco (2009), a busca por um modelo de agricultura mais sustentavel é
de extrema importancia para o Brasil, pois 0 agronegdcio contribui positivamente para as contas
externas do pais, sendo considerado o setor mais importante da nossa economia. Logo, deve ser
conduzido sob padrdes de sustentabilidade, para manutencéo e preservagdo dessa riqueza.

A area desta safra é estimada em 65.109,8 mil ha, representando um incremento de
2,9% na area plantada em comparacao a safra passada ou uma variagdo absoluta de 1.847,6 mil
ha, influenciado principalmente pelo crescimento das areas de soja e milho. As culturas de
primeira safra ocupam uma area de 45,5 mil ha, enquanto as culturas de segunda e terceira
safras e de inverno sdo cultivadas em 19,6 mil ha, amaior parte aproveitando areas ja cultivadas.
A Regido Centro-Oeste € a principal produtora de girassol, sendo o Estado de Goids o maior
responsavel por esse cultivo (CONAB, 2020).

A cultura do girassol esté entre as principais espécies vegetais com potencial para a
producdo de energia renovavel no Brasil. Por ser uma oleaginosa que produz alto teor de 6leo
de boa qualidade, configura-se como uma importante fonte de matéria-prima para a producdo
de dleo comestivel e biocombustivel (OLIVEIRA et al., 2018). Tem importante papel na
alimentagdo humana e animal, e & uma cultura com elevado potencial ornamental, dentre as
flores tropicais, destaca-se por possuir altura de hastes variadas e belas inflorescéncias com
cores diversas, dependendo da variedade (ZOBIOLE et al., 2010).

Apresenta caracteristicas desejaveis do ponto de vista agronémico, como ciclo curto,
ampla adaptabilidade as diferentes condi¢cBes edafoclimaticas, rusticidade e resisténcia a
déficits hidricos, podendo ser cultivada em todas as regifes do Pais, pois o rendimento € pouco
influenciado pelas latitudes e altitudes, assim como pelo fotoperiodo, o que facilita a expansédo
do cultivo no Brasil (CASTRO et al., 2005).

No entanto, de acordo com Lazzarotto et al., (2005) a expansdo da cultura do girassol
no pais pode ser prejudicada, pela ocorréncia de doencas causadas por fungos, bactérias, virus
e nematoides, devido apresentar climas que favorecem o desenvolvimento desses patogenos, e
seu controle pode ser considerado de alto custo, levando os produtores a dar preferéncia para
culturas com maiores rendimentos, a exemplo, soja e milho.

A importancia dessas doengas pode variar anualmente dependendo de condigGes
climaticas que favorecam a ocorréncia e o processo infectivo de determinados patogenos. De
modo geral, as doencas ocorrem com maior intensidade nessa cultura a partir do florescimento,
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e as mais comuns sdo mancha de alternaria (Alternaria helianthi); mofo branco (Sclerotinia
sclerotiorum); ferrugem (Puccinia helianthi Schw.); oidio (Erysiphe cichoracearum); mancha
preta da haste (Phoma oleracea var. helianthi tuberosi Sacc.) e a podriddo negra
(Macrophomina phaseolina (Tass.) Goid.), sendo esta, muito estudada devido ao grande
ndmero de culturas que é capaz de causar danos (RIBEIRO, 2008; SU et al., 2001; SANTOS,
2018).

Fungos fitopatogénicos habitantes do solo, como Macrophomina phaseolina, sdo de
dificil controle, principalmente por formarem estruturas de resisténcia, os microesclerécios. A
eliminagdo ou reducdo de alguns microrganismos tem sido eficientemente alcancada por
tratamentos quimicos (DOMENE et al., 2016), porém, para esta doenca este método ndo tem
sido efetivo, nem economicamente viavel, e levando em consideracdo que M. phaseolina é um
fungo cosmopolita e patogénico de diferentes espécies, o que facilita a disseminacéo da doenga,
uma vez que pode sobreviver em culturas como o amendoim, girassol, morango, soja, milho,
entre outras espécies cultivadas e também algumas invasoras, a rotacdo de culturas e o uso de
controle quimico nem sempre sdo uma alternativa para diminuir a fonte de in6culo, podendo
ser utilizado o controle bioldgico, incluindo-o ao manejo integrado da doenca (LINHARES et
al., 2015).

Alguns fungos do género Trichoderma, sdo registrados como agentes de biocontrole
para um grande nimero de patdgenos e como promotores de crescimento de plantas (YEDIDIA
et al., 2003). A compatibilizacdo da producdo agricola, conservacdo ambiental e a seguranca
alimentar tornaram-se o grande desafio deste século, 0 que tem como principio aintegragdo dos
fatores bioldgicos nos sistemas de producdo (PATERNIANI, 2001). Com isso, tem aumentado
0 uso de microrganismos, como o Trichoderma sp., e as rizobactérias promotoras de
crescimento, que podem resultar no acimulo de biomassa, na supressdo de doencas, aumento
da produtividade no campo e reducdo do uso de defensivos quimicos (GHINI et al., 2000;
SOTTERO et al., 2006).

Diante disso, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia de um isolado de
Trichoderma, e algumas rizobactérias na supressdo da podriddo negra da raiz (Macrophomina

phaseolina) e a promogéo de crescimento na cultura do girassol em cultivo protegido.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. CONSIDERACOES GERAIS SOBRE A CULTURA DO GIRASSOL

Originario do continente norte americano, o girassol (Helianthus annuus L.) é cultivado
em todos os demais continentes, devido sua grande capacidade de adaptacdo a diferentes
condicBes edafoclimaticas, refletindo em caracteristicas agronémicas, tais como resisténcia a
seca, ao frio, ao calor e de pouca influéncia da latitude, altitude e fotoperiodo. Assim, apresenta-
Se como opcao para os sistemas de rotacdo e sucessao de culturas em varias regides produtoras
de grdos (CASTRO et al.,, 1993; CORREIA et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2017).

E uma das culturas de maior expressdo econdmica e esta entre as oleaginosas em
producdo de gréos, que responde por grande parte de todo o 6leo vegetal produzido no mundo.
Quase tudo se aproveita dessa cultura, das flores podem ser extraidos de 20 a 40 kg de mel por
ha plantado; as hastes podem ser usadas para forracao acustica, além de que juntamente com as
folhas, podem ser ensiladas para formacgao de adubo verde (UNGARO, 2000).

Os gréos de girassol podem ser utilizados para a extragdo de 6leo de alta qualidade,
este 0leo apresenta teores de acido linoleico entre 55 e 65% que ajudam a reduzir o colesterol
plasmético e, por consequéncia, diminuem os riscos de doencas cardiovasculares. Além dos
beneficios a salde, como aqueles proporcionados pelo acido graxo linoleico, o 6leo rico em
acido graxo oleico apresenta maior grau de estabilidade oxidativa (NAGARATHNA et al.,
2011; CORREIA et al., 2017). No entanto sua maior importancia econdmica esta concentrada
na utilizacdo do 6leo para producédo de biocombustivel (RIBEIRO, 2008).

No processo de extracao, obtém-se também um farelo (coproduto) altamente proteico
e usado na producdo de racdo animal (SILVA et al., 2009; RODRIGUES et al., 2013). Segundo
Ribeiro (2008), a cultura do girassol tem grande potencial no fornecimento de matéria-prima.
Outro efeito benéfico do plantio do girassol na entressafra esta ligado ao seu sistema radicular.
Segundo Gomes et al. (2007), as raizes dessa cultura sdo profundas, o que permite a extracao
de nutrientes em profundidades ndo alcancadas por culturas como a soja. Neste sentido, além
de promover a melhoria na estrutura do solo, contribui para o enriquecimento das camadas
superficiais, quando da decomposicdo dos restos culturais (SODRE FILHO et al., 2004).

O cultivo do girassol no pais oscila muito, pois depende de fatores como bons precos
no mercado, formalizacdo de contratos de comercializacdo e a competicdo com culturas de
segunda safra mais rentaveis, a exemplo do algodao, milho, e até mesmo o gergelim, o que

resulta nessa perda de espaco a cada ano (CONAB, 2020). Estima-se que, no ciclo 2019/20,
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25,2 mil ha foram semeados, queda de 33,7% em relacdo aos 38 mil ha plantados na safra
2018/19. O maior produtor de girassol no pais atualmente € o Estado de Goids com mais de
70% de toda a &rea cultivada, e a maior parte é decorrente de contratos firmados com uma
indGstria processadora de 6leo de girassol no estado, em que o plantio ja é feito com venda
garantida por meio de contrato (CONAB, 2020).

O girassol € hospedeiro natural de mais de trés dezenas de microrganismos
fitopatogénicos, em que os fungos sdo os mais importantes, dependendo das condicOes
climaticas que favorecam a ocorréncia e o processo infectivo pelos patdgenos, podem levar a
reducdo significativa da producdo e da qualidade do produto (CASTRO etal., 1996; LEITE et
al., 2007), sendo também atacado por doencas causadas por virus, bactérias e nematoides
(GAZZOLA et al., 2012).

A importancia das doencas esta relacionada com as cultivares, tratos culturais e
condicdes climaticas. As principais doencgas observadas na regido do cerrado, sdo mancha de
alternéria, causada por Alternaria helianthi, que tem sido a doenga predominante na cultura do
girassol no Brasil, ocorrendo em praticamente todas as regifes e em todas as épocas de
semeadura (LEITE et al., 2017), e o mofo branco (Sclerotinia sclerotiorum), sendo esta, a
doenca mais importante do girassol no mundo, devido os graves danos causados e o dificil
controle (LEITE, 1997; BACKES et al., 2008).

Outra doenca que tem sido muito estudada € a podriddo negra da raiz, causada pelo
fungo Macrophomina phaseolina devido sua severidade e capacidade de infectar diversas
culturas, além de em condicdes de estresses da planta incrementar os danos inicialmente
ocasionados por outros fungos, e encontra-se amplamente distribuida nas regibes produtoras de
girassol no mundo (GAZZOLA et al., 2012). Devido ao seu carater continuo e devastador, as
doengas radiculares causadas por fungos estdo entre as principais causas de reducdo na
produtividade de culturas de interesse econémico (CORREIA; MICHEREFF, 2018).

2.1.1. Podridao negra da raiz (M. phaseolina)

A podriddo negra da raiz, é causada pelo fungo Macrophomina phaseolina que é um
patdgeno veiculado pelo solo capaz de infectar centenas de espécies de plantas
agronomicamente importantes, ou espécies de plantas invasoras, causando podridfes de raizes
e de caules. E uma espécie polifaga e tem grande variabilidade genética. A hifa é unicelulada,

apresentando células multinucleadas nas extremidades. Ocorre formagdo de picnidios em
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determinados hospedeiros como soja, milho, sorgo, feijdo e juta, ndo foi descrito essa
ocorréncia na cultura do girassol (ALMEIDA et al., 1981).

Os picnidios sdo globosos e negros, os conidios unicelulares e hialinos. Produz
microesclerddios em tecidos infectados que sdo a principal fonte de indculo, estes sdo estruturas
multicelulares, duras e resistentes. Os microesclerddios sao liberados no solo, a partir da
decomposicdo de tecidos de plantas infectadas, onde sobrevivem por anos, sob condigbes
adversas, principalmente em condicGes de temperaturas elevadas e estresse hidrico. A
disseminacdo ocorre atraves de implementos agricolas, aguas de irrigacdo, vento, animais, além
de sementes contaminadas (BIANCHINI et al., 1997).

E uma doencga que provoca redugdo no estande das plantas no campo, devido causar a
morte das mesmas, além de induzir a maturacdo prematura, minorando a producéo e a qualidade
das sementes. As plantas podem ser infectadas desde o inicio do desenvolvimento, no entanto,
0s sintomas tipicos s6 aparecem a partir do florescimento. O sintoma mais comum ¢é a
desagregacdo dos tecidos das raizes e da base da haste, apresentando coloragdo negra
caracteristica, causada pela abundante produgdo de microesclerédios que sdo facilmente
visiveis pela remogéo da epiderme. Ocorre acamamento das plantas devido as hastes infectadas
tornarem-se ocas e facilmente quebradicas. Massas de esclerodios também podem causar
descoloracdo na base da haste (ALMEIDA et al., 1981; AMBROSIO, 2003).

Fungos fitopatogénicos habitantes do solo, uma vez introduzidos em uma area de
plantio, dificilmente serdo eliminados, pois possuem elevada capacidade de competicdo
saprofitica e podem sobreviver na forma de estruturas de resisténcia, e em residuos de plantas
introduzidos no solo e, podem permanecer viaveis na auséncia de plantas hospedeiras em
elevadas densidades populacionais, mesmo apds longos anos ou diferentes formas de manejo
(DIAS et al., 2017; CORREIA; MICHEREFF, 2018).

Uma forma de controle bastante utilizada, é a cobertura do solo com restos de culturas
acompanhada do bom manejo quimico e fisico do solo, porem devido a agdo polifaga deste
fungo, torna-se dificil a realizagdo dessa préatica, comprometendo também a rotagédo de culturas
que acaba apresentando uma baixa eficiéncia no controle da doenca. O controle quimico
praticamente ndo é utilizado, devido os custos serem elevados e ndo apresentar uma boa
eficiéncia, tornando-se importante a introducdo do controle biolégico ao manejo integrado da
doenca (SANTOS et al., 2010).
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2.2. CONTROLE BIOLOGICO DE DOENCAS

Existem varias definicbes de controle bioldgico de doencas de plantas, umas mais
abrangentes e outras mais restritas, sendo que ambos 0s conceitos envolvem a reducédo da
densidade populacional do patdgeno, a protecdo biologica da superficie de plantas e o controle
dentro da planta (MARIANO et al., 2005). Dentre as definicdes mais aceitas, tem destaque o
ponto de vista de Cook; Baker (1983), que considera o controle biolégico como a redugdo da
soma do inoculo ou das atividades determinantes da doenca, provocada por um patogeno,
realizada por ou através de um ou mais organismos que ndao o homem.

Iniciou-se como ciéncia em 1.926, quando Sanford publicou um trabalho sobre fatores
que afetavam a patogenicidade de Streptomyces scabies, agente causal da sarna comum da
batata, porém o termo “controle biologico” s0 foi utilizado pela primeira vez em 1.931, quando
Sanford e Broadfoot empregaram o termo em um artigo sobre o mal-do-pé do trigo, causado
por Gaeumannomyces graminis var. tritici (MICHEREFF; MARIANO, 1993; BETTIOL et al.,
2008).

No Brasil, a histéria do controle biolégico de doencas € relativamente recente, tendo
inicio em 1.950 quando foi publicado o primeiro artigo sobre o tema por Foster, pesquisador
do IAC, em que trabalhou com isolados de Trichoderma na inativacdo do virus do mosaico
comum do fumo. Entretanto, a areaso foi estruturada depois da ocorréncia da primeira Reunido
Brasileira sobre Controle Bioldgico de Doencas de Plantas, realizada em Piracicaba, SP, em
1.987 (MORANDI; BETTIOL, 2009), e desde entdo tem sido uma &rea crescente de estudos e
com grande potencial, sendo considerada por varios autores como a grande ferramenta do futuro
para uma agricultura mais sustentavel (GHINI et al., 2000; MARIANO et al., 2013; ROEL,
2016).

Segundo Michereff (1993), o conhecimento dos mecanismos de antagonismo é
essencial, pois na pratica, provavelmente poucos organismos exer¢cam um Unico mecanismo
antagbnico. Os mecanismos basicos de antagonismo sdo, antibiose, competicdo, parasitismo,
hipoviruléncia, predacdo e inducdo de resisténcia. Estes mecanismos ndo sdo mutuamente
exclusivos, pois sua importancia relativa pode variar de acordo com as condi¢cdes ambientais e
estado de desenvolvimento do agente biocontrolador e do fitopatdgeno. Um antagonista pode
atuar através de um ou mais mecanismos, 0 gue proporciona um aumento nas chances de

sucesso do controle biolégico, sendo considerada uma caracteristica desejavel.
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Diversos microorganismos antagonistas sdo utilizados, ou apresentam potencial para
utilizacdo no biocontrole de doencas e promocgdo de crescimento de plantas como os fungos e
bactérias dos géneros Serratia, Bacillus, Pseudomonas, Trichoderma, Gliocladium,
Coniothyrium, Verticilium, Enterobacter, Talaromyces, Fusarium, Athelia, Alternaria,
Darluca, Scytalidium, Ampelomyces, Cryphonectria, Peniphora, Streptomyces, Acremoniume
Clonostachys. Sdo também utilizadas estirpes fracas de virus para premunizacdo, como CTV
ou PRSV-W. Dentre os principais mais estudados estdo as rizobactérias que além de suas
caracteristicas antagonistas também agem como promotoras de crescimento, e os fungos do
género Trichoderma que apresentam potencial diferenciado para o controle de doencas de solo
que formam estruturas de resisténcia (BETTIOL; MORANDI, 2009).

2.2.1. Rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (RPCP)

As bactérias que crescem proximo as raizes e que sdo estimuladas pelos exsudatos
radiculares sdo chamadas rizobactérias. Algumas delas promovem o crescimento vegetal por
diferentes mecanismos ao serem inoculadas nas sementes ou no solo, sendo conhecidas como
rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (RPCP) (CATTELAN, 1999). A prospec¢ao
e sintese de bioprodutos a partir dessas rizobactérias estdo em ascensdo, visto gque apresentam
grande potencialidade atuando por diversos mecanismos, como producdo de substancias
fitorreguladoras, aumento da disponibilidade de nutrientes e biocontrole de fitopatdgenos
(SANTOS, 2018).

Ha rizobactérias que atuam como agentes de biocontrole de doencas radiculares em
diversas culturas, como algumas espécies do género Bacillus, procariotos que possuem a
capacidade de colonizar e se multiplicarem na rizosfera de plantas cultivadas, onde podem atuar
como antagonistas a fitopatogenos (TAN et al., 2013). Segundo Silva et al. (2008), os géneros
de bactérias antagonistas de maior prevaléncia sdo Bacillus spp., Streptomyces spp.
Pseudomonas do grupo fluorescentes (P. putida e P. fluorescens), e representantes da familia
Enterobacteriaceae.

Oliveira et al. (2012), em seus estudos para observar o desempenho do milho sob
adubacdo mineral e inoculacdo das sementes com rizobactérias, constatou que ainoculagdo com
Pseudomonas fluorescens associada a adubacao de semeadura favoreceu o desenvolvimento e
0 desempenho produtivo do milho de segunda safra. Silva; Romeiro (2015), trabalhando com

isolamento e selecdo massal de rizobactérias indutoras de resisténcia sistémica a mancha-
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bacteriana-pequena do tomateiro, obtiveram resultados positivos para 0s 28 antagonistas
utilizados, de maneira que todos mostraram-se colonizadores do sistema radicular e protegeram
as plantas de tomate contra o patdégeno desafiante, comprovando a eficiéncia das rizobactérias

como promotoras de crescimento e biocontroladoras de doencas.

2.2.2. Trichoderma spp.

O género Trichoderma € composto por fungos de vida livre, que sdo comuns nos
ecossistemas do solo e das raizes. Sdo considerados simbiontes oportunistas e avirulentos de
plantas, aléem de serem parasitas de outros fungos. Eles produzem ou liberam uma variedade de
compostos que induzem respostas de resisténcia localizadas ou sistémicas nas plantas, e a
colonizacdo de raizes por Trichoderma spp., também melhora o crescimento e desenvolvimento
das raizes, a produtividade das culturas, a resisténcia a estresses abiéticos e a captacdo e uso de
nutrientes (HARMAN et al., 2004). De acordo com Pomella; Ribeiro (2009), os mecanismos
de Trichoderma na promogao de crescimento vegetal, em auséncia de fitopatdgenos, ainda séo
pouco esclarecidos em comparagdo aos mecanismos de agdo envolvendo o controle biol6gico.

Trichoderma harzianum destaca-se por ser a espécie mais estudada do ponto de vista
do controle biolégico, contudo outras espécies como T. koningii, T. viride, T. hamatum, T.
pseudokoningii e T. polysporum também tém sido isoladas e estudadas (MARIANO et al.,
2005). A producdo em massa de Trichoderma tornou-se um foco de pesquisa e desenvolvimento
industrial na busca de alternativas atratamentos quimicos para o controle de doengas de plantas
ocasionadas por microrganismos presentes no solo e em sementes (MACHADO et al., 2012).

Em estudos realizados por Carvalho et al. (2011), avaliando-se a capacidade
antagonista de Trichoderma harzianum a Fusarium oxysporum f.sp. phaseoli, in vitro e em
tratamento de sementes, constatou-se que todos os isolados utilizados apresentaram
antagonismo in vitro ao patdgeno. E quatro, dos seis isolados utilizados foram superiores a
testemunha no controle de F. oxysporumem sementes, reduzindo entre 35 e 51% da incidéncia
do patégeno e proporcionando entre 73 e 81% de plantulas normais, colaborando com os
resultados de outros autores (HARMAN et al., 2004; BETTIOL et al., 2009; MERTZ, et al.,
2009; MACHADO et al., 2012;).

15



3. MATERIAL E METODOS

Foram realizados dois ensaios: in vitro e in vivo. O objetivo do ensaio in vitro foi testar
0 antagonismo de bioagentes perante o patégeno Macrophomina phaseolina e selecionar os
melhores microrganismos para a realizacdo do ensaio in vivo. O objetivo do ensaio in vivo foi
avaliar os bioagentes selecionados na promocdo de crescimento e supressdo da doenca em
plantas de girassol.
3.1. ENSAIO in vitro

3.1.1 - Delineamento expe rimental

A presente pesquisa foi realizada no laboratério de anélises microbiologicas AgroLab,
localizado na Av. do povo, Jardim Liberdade, Goidnia-GO. Utilizou-se um isolado de
Trichoderma e quatro rizobactérias para testar sua eficiéncia como antagonistas a
Macrophomina phaseolina. Todos os microrganismos utilizados na pesquisa, inclusive o
patdgeno, sdo provenientes da colecdo de microrganismos multifuncionais do laboratério
AgroLab.

O ensaio foi conduzido utilizando a técnica de pareamento de culturas em placas de
Petri contendo meio de cultura BDA (batata, dextrose e agar), conforme descrito por Dennis;
Webster (1971). O teste foi composto por um total de cinco tratamentos (antagonistas) e a
testemunha (patégeno cultivado na auséncia do antagonista), com trés repeticdes, em
delineamento inteiramente casualizado. Os tratamentos foram: T1 - Trichoderma sp. +
patdégeno; T2 - Bacillus sp. + patégeno; T3 - Burkholderia pyrrocinia + patogeno; T4 —
Pseudomonas fluorescens + patogeno; T5 - Bacillus subtilis + patégeno e T6 - somente o0

patdgeno M. phaseolina.

3.1.2 - Montagem dos testes

Para a montagem dos testes, o patdgeno M. phaseolina foi cultivado em placa de Petri
com meio BDA e incubado em camara de crescimento do tipo BOD por um periodo de dez
dias, com fotoperiodo de 12h e temperatura de 28°C. Para testar a eficiéncia do isolado fingico
de Trichoderma sp., previamente conservado em papel celofane, pareou-se na mesma placa de
Petri um disco de micélio, de 0,5 cm de diametro, de M. phaseolina (previamente cultivada)
com um pedaco de papel celofane de Trichoderma sp. com 0,5 cm de diametro. Ambas as
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estruturas foram colocadas a 1,5 cm da borda da placa, contendo 20 mL do meio de cultura
BDA, em lados opostos (Figura 1A).

Para o teste de antagonismo das rizobactérias, os isolados bacterianos foram
multiplicados em erlenmeyers contendo 100 mL do meio de cultura liquido caldo nutriente, os
quais foram colocados em mesa agitadora na velocidade de 110 rpm por 48 horas. Em seguida,
as suspensdes multiplicadas foram padronizadas com o auxilio de um espectrofotbmetro e
ajustadas com comprimento de onda de 540 nandmetros e 05 de absorbéancia, obtendo a
concentracdo de 1x108 UFC.mL-1. Posteriormente, foram adicionados 100 pL da suspensao
padronizada de cada isolado bacteriano em placa de Petri (9 cm de diametro) contendo 20 mL
do meio de cultura BDA e, com o auxilio de uma alca de platina, foram feitas quatro estrias em
sentidos opostos na mesma placa, uma com cada bactéria, a 1,5 cm da borda. Em seguida, um
disco de micélio de 0,5 cm de didametro do fitopatdgeno M. phaseolina foi colocado no centro

da placa (Figura 1B).

Figura 1- Placas de Petri contendo meio de cultura BDA, disco com colbnias de M. phaseolina
e papel celofane com Trichoderma sp. (A). Placa contendo estrias com as rizobactérias e ao

centro disco com colbnias do patégeno (B). Goiania-GO.
Fonte: SILVA (2020).

No caso da testemunha, transferiu-se para o centro das placas de Petri, contendo meio
BDA um disco de 0,5 cm de diametro do fitopatdgeno M. phaseolina. Todas as placas foram
incubadas em camara de crescimento do tipo BOD por 8 dias, na temperatura de 28°C, com
fotoperiodo de 12h (ETHUR et al., 2005).
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3.1.3 - Avaliacéo dos testes

As avaliaces foram realizadas aos 8 dias ap6s a incubagdo, medindo-se o didmetro da
area de crescimento micelial do patégeno M. phaseolinaem cada repeticdo. A partir dos
resultados obtidos, foram selecionados aqueles isolados que demonstraram o melhor

desempenho em relagéo ao percentual de reducdo de crescimento micelial do patdgeno.

3.2. ENSAIO in vivo

3.2.1 Delineamento experimental

Os testes in vivo foram realizados na Unidade Experimental do laboratério de analises
microbiologicas AgroLab, localizado nas coordenadas geograficas de latitude 16° 40" 48" Sul
e longitude 49° 15’ 18" Oeste, com altitude de 749m. O clima da regido € classificado de acordo
com Kdppen, como Aw (tropical com estacdo seca). A temperatura média anual é de 24.9°C e
a pluviosidade média anual de 1924 mm, com chuvas de outubro a abril.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, sendo cinco
tratamentos previamente determinados e selecionados no ensaio in vitro, consistindo em: T1 —
controle; T2 - Trichodermil®; T3 - Trichoderma sp.; T4 - Burkholderia pyrrocinia e T5 -
Bacillus subtilis, com oito repeticGes, sendo que quatro foram utilizados para avaliacdo da
promocao do crescimento e quatro utilizou-se para avaliar a ocorréncia e severidade da doenga
(Figura 2).

O ensaio foi realizado em condicdes de cultivo protegido com telado utilizando
recipientes de plastico descartaveis (400mL) com substrato comercial Ouro Negro® (esterco
de gado e de aves, himus de minhoca, bokashi e casca de pinus). Foram semeadas duas
sementes por repeticdo, deixando apenas uma planta, com desbaste realizado aos 14 dias apos

o0 plantio. A cultivar de girassol utilizada foi a BRS 324.
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Figura 2- Ensaio experimental de girassol aos 14 dias ap6s o plantio, tratado com bioagentes

em condicBes de telado. Goiania-GO.
Fonte: SILVA (2020).

3.2.2 - Aplicagdo dos tratamentos

Para o preparo da suspensdo utilizada nos tratamentos com o Trichoderma sp., o
isolado foi multiplicado em placas de Petri contendo meio de cultura BDA. As placas foram
incubadas em camara de crescimento do tipo BOD por 8 dias, na temperatura de 28 °C, com
fotoperiodo de 12 h. Apds isso, as placas foram lavadas com agua destilada, com o auxilio de
uma alca de Drigalski, obtendo-se a suspensdo, a qual foi ajustada para a concentragdo de 3,0
X 105 conidios viaveis mL* por meio de uma cadmara de Neubauer em microscépio Optico
(SOUZA et al., 2015).

Para 0 preparo da suspensdo com as rizobactérias, os isolados bacterianos foram
multiplicados em Erlenmeyers contendo 100 mL do meio de cultura liquido caldo nutriente, os
quais foram colocados em mesa agitadora na velocidade de 110 RPM por 48 horas. Em seguida,
as suspensdes multiplicadas foram padronizadas com o auxilio de um espectrofotdmetro e
ajustadas com comprimento de onda de 540 nandémetros e 05 de absorbancia, obtendo a
concentragdo de 1x108 UFC.mL-1 (SOUZA et al., 2015).

A aplicacéo das suspensdes foi realizada no momento do plantio, através do tratamento
das sementes, na dosagem de 500 mL das suspensbes para 100 Kg de sementes e, uma
pulverizacdo foliar aos 14 dias apds o plantio, com dosagem de 200 mL ha-! com o auxilio de
um pulverizador manual. O produto biolégico comercial utilizado foi o Trichodermil® SC 1306

(Trichoderma harzianum), aplicado da mesma forma e dosagem que os tratamentos anteriores.
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3.2.3 - Inoculagdo do patdgeno e avaliacdo da doenca

A inoculagdo do patégeno ocorreu artificialmente através da técnica do palito, aos 21
dias apds o plantio, espetando-se o palito colonizado na haste das plantas sem atravessa-la
totalmente, cerca de 1 cm abaixo do n6 cotiledonar. Para obtencdo dos palitos colonizados,
utilizou-se palitos-de-dente de madeira de pinus de formato cilindrico, os quais foram fervidos
com duas trocas de &gua para eliminar a resina e, depois de secos, foram cortados em ¥4 do
tamanho normal e apontados em uma das extremidades. Em seguida foram colocados nas placas
de Petri e esterilizados em autoclave por 30 min a 120 °C e 1 atm. O meio de cultura BDA foi
vertido na placa de Petri contendo cerca de 60 palitos por placa e, a quantidade de meio de
cultura foi distribuida de forma que apenas 3 a 4 mm da extremidade afinada do palito, na
posicdo vertical, ficasse fora do meio. Apos a solidificacdo do meio, o fungo foi repicado sobre
0 BDA eas placas foram incubadas a temperatura de 30 °C durante 10 dias, até os palitos serem
totalmente colonizados pelo fungo (TESSO; EJETA, 2011). O experimento foi mantido em
telado sendo irrigado de dois em dois dias.

As avaliagdes de ocorréncia da doenca foram efetuadas determinando a severidade,
aos 8 dias apds a inoculagdo e, a Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca (AACPD), aos
2, 4 e 8 dias apos a inoculagdo com o patégeno. Paraa avaliagdo empregou-se uma escala de
notas, adaptada de Abawi e Pastor-Corrales (1990), com variacdo de 1 a 9, onde 1 = auséncia
de sintomas visiveis; 3 = discreta lesdo necrética a até 10% do hipocétilo com lesGes
superficiais; 5 = aproximadamente 25% do hipocétilo apresentando lesGes necroéticas; 7 =
aproximadamente 50% do hipocétilo lesionada, com percepc¢do discreta das estruturas fungicas
e 9 = aproximadamente 75% ou mais dos tecidos do hipocétilo apresentando lesdes, sendo
observado intenso crescimento flngico. Os valores da severidade média obtidos foram

utilizados para o calculo da AACPD, conforme metodologia de Campbell e Madden (1990).

3.2.4 - Avaliacéo da promocéo de crescimento

As avaliagbes da promocdo de crescimento foram realizadas aos dezoito dias apos a
semeadura. Os parametros avaliados nas analises de crescimento foram: comprimento de raiz e
parte aérea e biomassa de raiz e parte aérea. Efetuou-se a medida do comprimento da parte
aérea das plantas e da parte radicular com auxilio de régua milimétrica, em seguida com uma

tesoura, separou-se a raiz da parte aérea e as plantas foram acondicionadas emsacos de papel e
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colocadas em estufa por 72 horas a 60 °C para a secagem. Depois de secas, cada amostra foi
pesada separadamente em balanca de precisdo, determinando a biomassa, conforme Rodrigues
(2010).

3.3 — ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados obtidos nos dois ensaios foram submetidos a analise de variancia e
teste de Tukey a 5% de probabilidade. Utilizou-se o software SPSS versdo 21.0 como auxilio

na andlise.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4. 1. ENSAIOQO in vitro

De acordo com os resultados obtidos (Tabela 1), observou-se diferenca significativa
entre os tratamentos utilizados. O tratamento controle contendo somente o patégeno M.
phaseolina apresentou crescimento micelial de 90 mm, demonstrando que houve condigbes
favoraveis para o desenvolvimento do mesmo. Os tratamentos contendo os isolados de
Trichoderma sp. e Bacillus subtilis se destacaram dos demais, apresentando crescimento
micelial do patégeno de 80,16 mm e 80,76 mm, com 10,93% e 10,26% de inibicdo de M.
phaseolina em relacdo ao tratamento controle, respectivamente, reportando melhor atividade
antagonica. A bactéria Burkholderia pyrrocinia tambem se mostrou eficiente estatisticamente,
apresentando 86,66 mm de crescimento micelial do patégeno, com 3,71% de inibicdo em
relacdo ao tratamento controle (Tabela 1).

TABELA 1. Crescimento micelial (mm) de colonias de Macrophomina phaseolina em funcao
da acdo inibitéria de diferentes microrganismos antagonistas em meio BDA.

Tratamentos Crescimento Micelial (mm)
M. phaseolina 90,00 ¢
Pseudomonas fluorescens x M. phaseolina 90,00 ¢
Bacillus sp. x M. phaseolina 90,00 ¢
Burkholderia pyrrocinia x M. phaseolina 86,66 b
Bacillus subtilis x M. phaseolina 80,76 a
Trichoderma sp. x M. phaseolina 80,16 a

CV (%) 2,97

Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>5%).

De acordo com Carvalho Filho (2013), o Trichoderma sp. esta entre os antagonistas
mais utilizados contra patogenos do solo, pois sdo capazes de inibir o desenvolvimento de
varios desses fitopatogenos. Segundo Machado et al. (2012), essa capacidade é devido a sua
versatilidade de agdo, como parasitismo, antibiose e competicdo. Dias (2011), avaliando o
potencial de doze isolados de Trichoderma na inibicdo de patdgenos de solo, (Sclerotiumrolfsii
em tomateiro, Rhizoctonia solani na cultura da alface e Fusarium oxysporum f.sp. phaseoli no
feijoeiro-comum, constatou que todos os isolados testados apresentaram capacidade em inibir
0 crescimento de pelo menos um dos patdgenos e, em alguns casos, o0 antagonista chegou a

ocupar 100% da distancia entre as colonias.
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Corroborando com os resultados obtidos, Amaral (2018), testou diferentes isolados de
Trichoderma e obteve resultados positivos, onde trés isolados da espécie T. atroviride inibiram
o0 crescimento micelial de todos os cinco isolados de M. phaseolina avaliados.

As bactérias do género Bacillus spp. se destacam como bactérias antagonistas por
formarem enddsporo e apresentarem uma multiplicidade de mecanismos antagénicos (LANNA
FILHO et al, 2010). Bactérias antagbnicas, como B. subtilis, de modo geral agem
significativamente por antibiose e, ocasionalmente, por parasitismo e competicdo. Estudos
realizados por Chen et al. (2008), revelaram que B. subtilis é capaz de produzir substancias
volateis com atividade antifingica, o que pode ser um dos fatores que contribuiram neste caso,
para que fosse um dos tratamentos mais eficientes na inibicdo do crescimento micelial de M.
phaseolina.

Néo foram encontrados relatos na literatura de resultados em que, a bactéria
Burkholderia pyrrocinia tenha sido testada como antagonista a Macrophomina, no entanto, em
pesquisa realizada por Massenssini et al. (2016), um isolado do género Burkholderia, inibiu
severamente o crescimento radial da colonia de Pisolithus sp., levando a producdo de micélio
aéreo pouco denso. Bach (2016), testando isolados de diferentes microrganismos antagonistas,
constatou que a Burkholderia sp. se destacou entre os demais tratamentos pela produgdo de um
metabolito estavel com ampla atividade contra fungos fitopatogénicos, apresentando atividades
antagonicas contra patdgenos. Devido aos resultados positivos, os isolados de Trichodermasp.,

Bacillus subtilis e Burkholderia pyrrocinia foram escolhidos para a realizagéo do teste in vivo.

4. 2. ENSAIQ in vivo

4.2.1. Promocéo de crescimento

Os tratamentos testados na promocdo de crescimento mostraram diferenca
significativa entre si (Tabela 2). Em relacdo ao parametro comprimento de parte aérea, nenhum
dos tratamentos utilizados diferiram estatisticamente do tratamento controle, constatando que
nao houve diferenca no crescimento da parte aérea das plantas.

Para o parametro comprimento de raiz, as plantas mostraram melhor desenvolvimento
nos tratamentos contendo Trichodermil®, Trichoderma sp., B. subtilis e B. pyrrocinia,
apresentando 33,66%, 27,06%, 26,07% e 23,43% de aumento no crescimento das raizes em
relacdo ao tratamento controle, respectivamente. Quanto a biomassa das raizes, observou-se

que o tratamento contendo a bactéria Burkholderia pyrrocinia destacou-se dos demais, com
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259,23% a mais de biomassa em relacdo ao tratamento controle, seguido dos tratamentos com
a bactéria Bacillus subtilis, com 176,92% e, com o isolado de Trichoderma sp. com aumento
de 76,92% da biomassa em relacdo a testemunha. Para a biomassa da parte aérea as plantas
tratadas com B. pyrrocinia, B. subtilis, Trichoderma sp. e Trichodermil®, obtiveram 420,48%,
369,87%, 153,01% e 48,19% de aumento da biomassa em relacdo ao tratamento controle,

respectivamente.

TABELA 2- Avaliagdo da promocdo de crescimento, dado pelo teste de médias, considerando
comprimento de raiz e parte aérea e, biomassa de raiz e parte aérea, realizada no décimo oitavo
dia apos a semeadura em plantas de girassol, em condi¢des de telado.

Comprimento (cm) Biomassa (g)

Tratamentos Raiz Parte Aérea Raiz Parte Aérea
Controle 1515 b 7,60 a 0,0130 ¢ 0,0083 ¢
Trichodermil® 20,25 a 6,70 a 0,0162 ¢ 0,0123 bc
Trichoderma sp. 19,25 a 730 a 0,0230 bc 0,0210 b
Burkholderia pyrrocinia 18,70 a 702 a 0,0467 a 0,0432 a
Bacillus subtilis 19,10 a 6,62 a 0,0360 ab 0,0390 a

CV (%) 8,96 114 4,28 137

Médias seguidas pelas mesmas letras, na coluna, ndo diferementre si pelo teste de Tukey (P>5%).

Diversos microrganismos que vivem na rizosfera se associam as raizes das plantas e
podem auxiliar em uma série de processos que resultam no melhor desenvolvimento das
culturas agricolas. Dentre eles estdo fungos benéficos e as rizobactérias promotoras de
crescimento de plantas (BPCP) (LUVIZOTTO, 2008).

Segundo Parretetal. (2003), as rizobactérias que habitam as plantas estdo expostas a
microambientes altamente competitivos, onde 0s microrganismos presentes competem por
nutrientes e pela ocupacdo do nicho ecologico. Este fato interfere nos resultados da interagao
das BPCPs com as plantas, ocasionando diferentes resultados para cada espécie.

As rizobactérias, como as do género Burkholderia, apresentam grande potencial para
adaptarem-se a nichos ocupados e promoverem maior nutricdo e sanidade as plantas, por serem
descritas como bactérias diazotréficas endofiticas (que habitam o interior do tecido vegetal), e
também rizosféricas (habitantes da fina camada de solo aderente as raizes). Geralmente as
bactérias deste género sdo capazes de fixar nitrogénio atmosférico, solubilizam fosfato

inorganico, sao produtoras de fitohorménios como AIA, sideréforos, enzimas e apresentam
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capacidade de produzir compostos com atividade antimicrobiana (YABUUCHI et al., 1992;
REIS et al., 2004; LUVIZOTTO, 2008).

Em pesquisa realizada por Lopes et al. (2018), utilizando Burkholderia pyrrocinia em
solos cultivados com Brachiaria brizantha para avaliar a producdo de biomassa da graminea,
constataram o aumento na producdo de biomassa, nos teores de nitrogénio, nitrato e proteina.
Baldotto et al. (2010), avaliando o desempenho inicial do abacaxizeiro 'Vitoria' propagado por
cultura de tecidos, em resposta a aplicacdo de &cidos huimicos isolados de vermicomposto e
Burkholderia spp., verificaram que essa associacao resultou em maior massa da parte aérea e
raiz e maior contetdo de nutrientes (N, 132 %; P, 131 %; K, 80 %) quando comparado com
mudas n&o inoculadas.

Segundo Gray e Smith (2005), bactérias do género Bacillus, inoculadas isoladamente
ou em consorcio com estirpes de Rhizobium ou Bradyrhizobium, aumentam o crescimento
vegetal de leguminosas. Santos et al. (2014), realizaram testes em casa de vegetacdo para
determinar o efeito da inoculagdo de bactérias do género Bacillus sobre o crescimento e teores
de nutrientes e de solutos organicos, em folhas e raizes de girassol sob estresse hidrico e, as
bactérias incrementaram o crescimento das plantas e também aumentaram a capacidade das
plantas, sob estresse hidrico, realizarem o ajustamento osmético pelo maior acimulo de solutos
organicos, quando comparadas com as plantas ndo inoculadas.

Da Silva et al. (2019), constataram que sementes de trés cultivares de girassol
inoculadas com Bacillus sp. apresentaram maior taxa de germinacao e crescimento de plantulas.
Em pesquisa realizada por De Sa et al. (2019a), um isolado de Bacillus subtilis influenciou
positivamente a germinacdo e o crescimento inicial de feijdo caupi, promovendo aumento
significativo na massa seca da parte aérea e da raiz.

De acordo com Silveira (2008), a promocdo do crescimento radicular é um dos
marcadores pelo qual o efeito benéfico das BPCPs é medido, promovendo em diversos casos o
aumento no comprimento das raizes primarias e o acréscimo de raizes laterais e adventicias,
sendo favorecido pela presenga de AlA, podendo ser vantajoso para plantas jovens. De acordo
com Srinivasan et al. (1996), Bacillus spp. isolados da rizosfera de Phaseolus vulgaris,
produziram quantidades significativas de AIA, promovendo o crescimento das raizes de plantas
de feijoeiro. O que pode ter levado o Bacillus subtilis, do presente estudo, a contribuir para o
aumento significativo do comprimento e da biomassa das raizes das plantas de girassol.

Fungos benéficos também podem proporcionar diversas vantagens relacionadas com

a promogdo do crescimento de plantas. Varios autores citam em suas pesquisas algumas
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espécies do género Trichoderma atuando na promocéo de crescimento de uma gama de culturas
atraves de diferentes mecanismos como por exemplo, a melhoria na absor¢do de nutrientes
(LUCON, 2009; CARVALHO et al.,, 2011; PEDRO et al., 2012; HOFFMANN et al., 2015).

Segundo Harman et al. (2004), os fungos do género Trichoderma, produzem
metabdlitos secundarios de importante acdo na promoc¢do de crescimento de plantas, para eles
a colonizacdo radicular por fungos desse género frequentemente aumenta o crescimento e
desenvolvimento da raiz, incrementa a produtividade das culturas, induz a resisténcia a estresses
abioticos e auxilia na absorcéo e utilizacdo de nutrientes. Tais resultados corroboram com 0s
obtidos nesta pesquisa, quando é possivel observar que tanto o isolado de Trichoderma quanto
o0 produto comercial promoveram um maior comprimento das raizes.

Os isolados de Trichoderma spp. mais eficientes em pesquisa realizada por Pedro et
al. (2012), proporcionaram aumentos superiores a 30% na producdo de matéria seca da parte
aérea das plantas. Silva et al. (2011), avaliando o potencial de diferentes isolados de
Trichoderma, constataram que dezenove isolados e o produto comercial Trichodermil®

promoveram o crescimento da parte aérea e radicular de pepineiro em até 100%.

4.2.2. Supresséo da doenca

Em relacdo a severidade da doenca, observou-se que os tratamentos utilizados via
tratamento de sementes e pulverizacdo foliar com Bacillus subtilis, Burkholderia pyrrocinia,
Trichoderma sp. e Trichodermil® mostraram eficiéncia na supressdo da Macrophomina
phaseolina, apresentando 90,5%, 81%, 81% e 62,5% de supressdo da doenca em relacdo ao

tratamento controle, respectivamente (Tabela 3).

TABELA 3- Avaliagcdo da severidade de M. phaseolina em plantas de girassol aos oito dias
apods a inoculagdo, em condigdes de telado.

Tratamentos Severidade (%)
Controle 5350 b
Trichodermil® 20,00 a
Trichoderma sp. 10,00 a
Burkholderia pyrrocinia 10,00 a
Bacillus subtilis 500 a
CV (%) 721

Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferementre si pelo teste de Tukey (P>5%).
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Para a Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca (AACPD), os tratamentos com
Bacillus subtilis, Burkholderia pyrrocinia e Trichoderma sp. se destacaram com 89,2%, 83,2%
e 69,4% de supressdo da doenga em relagéo ao tratamento controle, respectivamente (Figura
3A). A partir da observacdo do comportamento da doenga durante os oito dias apos a
inoculacdo, foi possivel perceber o efeito positivo dos demais tratamentos em relacdo ao
tratamento controle, apresentando menor progresso da doenca aos 2, 4 e 8 dias apo6s a
inoculagdo (Figura 3B).
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Figura 3 — Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca (AACPD) em plantas de girassol
com avaliagBes aos 2, 4 e 8 dias apos a inoculagdo (DAI) (A). Severidade (%) da Macrophomina
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phaseolina emplantas de girassol aos 2, 4 e 8 dias ap6s a inoculacdo (DAI) (B). Teste de Tukey
a 95% de significancia. Goiania — Goias.

As RPCPs proporcionam beneficios relacionados ao controle de doencas de plantas
que podem ser verificados em diversas culturas, sendo resultado de mecanismos como controle
biologico pela competicdo por nutrientes com o patdgeno, producdo de siderdforos e
antibioticos eainda, aresisténcia induzida a doencas (SOTTERO etal., 2006). Muitas linhagens
de B. subtilis produzem lipopeptideos, que sdo compostos organicos com atividades surfactante
e antimicrobiana. A producdo desses compostos, associada a capacidade de formacdo de
esporos, contribui para a utilizagdo comercial desta espécie como controlador bioldgico de
véarias doencgas de plantas (DE OLIVEIRA; SOUTO, 2006).

Isolados de bactérias Bacillus sp. foram eficientes no controle do fungo
Macrophomina phaseolina emtestesin vitro realizados por Marroni; Germani (2011). Segundo
Moreira (2013), o produto comercial a base de Bacillus subtilis (Serenade®), em testes para
controle de antracnose na cultura da maca, evidenciou a producdo de compostos antifingicos
termoestaveis nos testes in vitro, contribuindo para uma evolu¢cdo mais lenta do numero de
lesGes da antracnose em mudas de macieira Gala, quando comparada aos outros tratamentos.

Avaliando a compatibilidade entre rizobactérias biocontroladoras pré-selecionadas e o
efeito de suas combina¢Bes sobre a queima-das-bainhas (Rhizoctonia solani)e a meloidoginose
(Meloidogyne graminicola) na cultura do arroz, Souza Janior et al. (2010), observaram que a
combinacdo de um isolado de Bacillus sp. com um isolado n&o identificado (DFs306/416)
proporcionou os melhores resultados para o controle das duas doencgas. Ferreira (2019), realizou
uma revisdo de bibliografia reunindo novas informacdes acerca da melhoria da sanidade e da
nutricdo de plantas de milho pelo auxilio de isolados do género Bacillus, e concluiu que diversos
isolados de Bacillus sp. podem ser Uteis por promoverem a sanidade, em relacdo a patdgenos
de solo, e amelhoria da nutricdo aos plantios de milho, corroborando com os resultados obtidos
neste trabalho.

Bach (2016), através de andlises de espectrometria comprovou-se que isolados de
Burkholderia sp. produzem diferentes variantes de antifungicos, conferindo a este género um
potencial biotecnolégico com possiveis aplicacbes farmacéuticas e agrondmicas para o
biocontrole de fungos fitopatogénicos. Brito et al. (2018), ao avaliarem isolados de
Burkholderia sp. em acdo antagonista a M. phaseolina, relataram que o patégeno teve o

desenvolvimento inibido em 26% pela bactéria.
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Espécies de Trichoderma tem despertado interesse cientifico e vem sendo aplicadas
como agentes de controle bioldgico devido sua agdo antagonista a diversos fitopatdgenos
através de competicdo, parasitismo, antibiose e a importante acdo de metabdlitos secundarios
produzidos por estes fungos benéficos na inducdo de resisténcia. Muitas espécies deste género
sdo capazes de produzir substancias antifingicas e também enzimas que degradam paredes
celulares de outros fungos, além de apresentarem diversidade estratégica de sobrevivéncia, o
que os torna altamente competitivos no ambiente, garantindo grande capacidade de proliferagédo
na rizosfera (POMELLA; RIBEIRO, 2009; ASAD et al. 2015).

Corroborando com os resultados obtidos nesta pesquisa, em testes realizados por
Amaral (2018), um isolado de Trichoderma atroviride chegou a reduzir em mais de 50% o
nimero de plantas com sintomas em variedade de feijdo inoculada com Macrophomina
phaseolina. Menezes et al. (2013), testaram quatro isolados de espécies diferentes de
Trichoderma paraavaliar a supressdo da M. phaseolina emfeijao utilizando duas metodologias,
o tratamento do solo e o tratamento das sementes com 0s antagonistas, e todos os isolados
mostraram potencial no controle do fitopatdgeno inoculado tanto nas sementes quanto no solo.
Das quatro espécies estudadas, o Trichoderma harzianum mostrou melhor resultado em ambos

os tratamentos, indicado pelo maior percentual de plantas sobreviventes.

29



5. CONCLUSAO

Os isolados de Bacillus subtilis, Burkholderia pyrrocinia e Trichoderma sp. foram
capazes de inibir o crescimento micelial do fungo M. phaseolina emtestes in vitro, promover
o crescimento das plantas e suprimir a severidade da doenca em condi¢Ges de casa de vegetacao,
sugerindo que essas espécies tém potencial para serem introduzidas ao Manejo Integrado de
Doengas, utilizadas para promogdo de crescimento e melhoria da sanidade das plantas. A
utilizacdo de inoculantes contendo microrganismos com potencial para promover o crescimento
e/ou o controle bioldgico de doencas no cultivo de girassol é uma alternativa sustentavel, e que

pode contribuir para o0 aumento da producdo dessa oleaginosa no Brasil.
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