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CARDOSO, Fernanda Moreira. Trichoderma e Bacillus no controle de patégenos
de Sementes, na germinacgédo e crescimento de plantulas de milho doce. 2022.
67 f. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia) — Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, 2022.

RESUMO

O milho doce possui graos com pericarpo mais fino, maior teor de agucar e menor teor
de amido do que os grédos de milho comum e por isso suas sementes sdo mais
susceptiveis ao ataque de fitopatdgenos tornando importante o tratamento de
sementes para implantacdo da cultura. Com o aumento da procura pelos
consumidores por produtos livres de agrotéxicos, o controle bioldgico tem se tornado
uma alternativa aos fungicidas quimicos pois € um método de controle mais seguro
de para a saude humana e o meio ambiente. Fungos do género Trichoderma e
bactérias do género Bacillus sdo amplamente empregados no controle de
fitopatdgenos, inclusive no tratamento de sementes. Neste sentido, o objetivo deste
trabalho, foi avaliar dez isolados de Trichoderma asperellum (T2, T7, T20, T26, T37,
T38, T41 e T70), um de Trichoderma asperelloides (T25), um de Trichoderma sp.
(T24) e trés cepas de Bacillus (LAFUEL 01, LAFUEL 02 e LAFUEL 03) no controle de
fitopatdgenos da semente, bem como o efeito dos agentes de controle biolégico sobre
a germinacao e o crescimento inicial de plantulas de milho doce. O antagonismo de
isolados de Trichoderma sp. e Bacillus sp. foi avaliado através de testes de confronto
direto e teste de difusdo em &gar de sobrenadante livre de células (SLC) das cepas
de Bacillus. Os agentes de controle biolégico também foram testados em
experimentos de casa de vegetacao via microbiolizacdo de semente, para avaliacdo
dos efeitos sobre a germinacéo e o crescimento inicial de plantulas de milho doce. Os
experimentos in vitro foram em delineamento inteiramente casualizado e o0s
experimentos in vivo foram em delineamento de blocos casualizados. Os patdgenos
de semente (Fusarium sp., Acremonium striticum, dois isolados de Aspergillus sp. e
Penicillum sp.) foram isolados de maneira direta de sementes de milho doce. Os dados
foram avaliados quanto a normalidade dos dados (teste de Shapiro-Wilk) e
homogeneidade das variancias (teste de Bartlett) e submetidos a analise de variancia
e se constatado efeitos significativos, as médias foram comparadas pelo teste de
Tukey ou Scott Knott a 5% de probabilidade. Nos testes de confronto direto todos os
isolados de Trichoderma apresentaram fungitoxicidade variando de 31 a 59,8% de
inibicdo no experimento 1 e de 45,8 a 73,8% no experimento 2, dependendo dos
patdgenos confrontados. As cepas de Bacillus inibiram o crescimento dos patégenos
de semente em niveis entre 44,7 e 76 % (exp.1l) e entre 47,6 e 78,5 (exp. 2)
dependendo da cepa e o fungo confrontado. No teste de difusdo em agar o SLC do
isolado LAFUEL 03 foi o que obteve melhores resultados, entretanto, nos testes in
vivo, foi responsavel por prejudicar a germinacdo das sementes tratadas. Sementes
de milho doce tratadas com o isolado de T. asperellum T41, apresentaram maior
germinacdo considerando todos os patdégenos inoculados e as plantulas oriundas
dessas sementes, apresentaram maior crescimento de raiz e planta inteira nos testes
de promocgé&o de crescimento.

Palavras-chave: controle bioldgico; promoc¢do de crescimento; tratamento de
sementes; zea mays |.; grupo saccharata.



CARDOSO, Fernanda Moreira. Trichoderma and Bacillus in the control of seed
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ABSTRACT

Sweet corn has grains with thinner pericarp, higher sugar content and lower starch
content than common corn grains and therefore its seeds are more susceptible to
phytopathogen attack, making seed treatment important for crop implantation. With the
increase in consumer demand for pesticide-free products, biological control has
become an alternative to chemical fungicides as it is a safer control method for human
health and the environment. Fungi of the genus Trichoderma and bacteria of the genus
Bacillus are widely used in the control of phytopathogens, including at the treatment in
seeds. In this sense, the objective of this work was to evaluate ten isolates of
Trichoderma asperellum (T2, T7, T20, T26, T37, T38, T41 and T70), one from
Trichoderma asperelloids (T25), one from Trichoderma sp. (T24) and three strains of
Bacillus (LAFUEL 01, LAFUEL 02 and LAFUEL 03) in the control of seed
phytopathogens, as well as the effect of biological control agents on germination and
growth Resumen initial in seedlings in corn sweet. The antagonism of isolates of
Trichoderma sp. and Bacillus sp. was evaluated through direct confrontation tests and
cell-free supernatant (SLC) agar diffusion test of Bacillus strains. Biological control
agents were also tested in greenhouse experiments via seed microbiolization to
evaluate the effects on germination and initial growth of sweet corn seedlings. The in
vitro experiments were in a completely randomized design and the in vivo experiments
were in a randomized block design. Seed pathogens (Fusarium sp., Acremonium
striticum , two isolates of Aspergillus sp. and Penicillum sp.) were isolated directly from
sweet corn seeds. Data were evaluated for data normality (Shapiro-Wilk test) and
homogeneity of variances (Bartlett 's test) and submitted to analysis of variance and if
significant effects were found, the means were compared by Tukey 's or Scott Knott 's
test at 5 % probability. In direct confrontation tests, all Trichoderma isolates showed
fungitoxicity ranging from 31 to 59,8% inhibition in experiment 1 and from 45,8 to 73,8%
in experiment 2 depending on the pathogens confronted. Bacillus strains inhibited the
growth of seed pathogens at levels between 44,7 and 76 % (exp.1) and between 47,6
and 78,5 (exp. 2) depending on the strain and the fungus challenged. In the agar
diffusion test, the SLC of the isolated LAFUEL 03 was the one that obtained the best
results, however, in the in vivo tests, it was responsible for harming the germination of
the treated seeds. Sweet corn seeds treated with the T. asperellum T41 isolate showed
higher germination considering all inoculated pathogens and seedlings from these
seeds showed higher root and whole plant growth in the growth promotion tests.

Key words: biological control; growth promotion; seed treatment; zea mays l.; group
saccharate.
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1 INTRODUCAO

O milho doce (Zea mays L. grupo saccharata) classifica-se como
especial e é considerado uma hortalica, pois esta voltado ao processamento industrial
e para 0 consumo in natura, principalmente nos Estados Unidos, México, Nigéria,
Indonésia, Hungria, Franca, Africa do Sul, Canadéa e Peru.

Distingue-se do milho comum pela presenca de alelos mutantes que
séo responsaveis pelo aumento da sintese de carboidratos no endosperma, fazendo
com que os graos apresentem um alto teor de agucares e, portanto, apresentando um
sabor mais adocicado. Apresenta pouco amido no endosperma, o que faz com que os
graos ao secarem fiqguem enrugados e tenham uma aparéncia mais transparente.

O sabor adocicado do milho doce, é a caracteristica mais desejada
pela indastria. Além disso, o pericarpo mais fino, que atribui maciez ao gréo, o torna
mais atrativo ao consumo humano. Porém, o alto teor de acucar no endosperma e a
pouca quantidade de amido na semente, faz com que a camada de aleurona e o
pericarpo desenvolvam espacos, apds a sua maturagao, deixando a semente com o
aspecto enrugado e resultando em uma semente ce qualidade inferior que a do milho
comum. Isso faz com que o pericarpo seja mais delicado, o que facilita danos
mecanicos no armazenamento e transporte e colabora para a penetracdo de
fitopatdégenos que reduzem a taxa de germinacao.

Os patdégenos que podem infectar as sementes de milho doce sao os
mesmos que afetam o milho comum, como por exemplo: Pythium spp., Diplodia
maydis, Rhizoctonia sp., Penicillium oxalicum e Fusarium moniliforme. Esses
fitopatdgenos sédo capazes de sobreviver no solo e no interior de sementes e quando
presentes provocam a diminui¢éo de plantas na area.

Geralmente essas doencas sao controladas através do emprego de
tratamento quimico nas sementes. As demandas atuais de uma agricultura mais
sustentavel, com reducdo do uso de produtos quimicos, tém promovido o
desenvolvimento do controle biologico de doencas de plantas o qual € uma alternativa
menos agressiva ao meio ambiente e menos prejudicial a saude humana.

Controle biolégico é a supressdo da doenca pela aplicacdo de um
agente de biocontrole (BCA), sendo geralmente leveduras, fungos filamentosos ou

bactérias. Dentre os microrganismos mais estudados e utilizados como agentes de



13

controle biologico, podemos citar os fungos do género Trichoderma e as bactérias do
género Bacillus.

Fungos do género Trichoderma apresentam varios mecanismos de acéo
sobre os fitopatdbgenos sendo as principais: parasitismo, competicdo, antibiose e
inducdo de resisténcia. Sdo considerados competidores agressivos, devido ao seu
rapido crescimento vencendo o patdgeno na competicao por nutrientes, luz, espaco e
outros fatores de crescimento.

Existem evidéncias de controle de varios fungos fitopatogénicos por
espécies de Trichoderma, tais como Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani,
Alternaria alternata, Sclerotinia sclerotiorum, Fusarium spp., Botrytis cinerea,
Sclerotium rofsii, Pythium spp. e Ustilago maydis.

Bactérias do género Bacillus atuam no controle de patogénos através
de mecanismos como parasitismo, predacdo, producdo de antibiéticos como os
lipopeptideos ciclicos, que constituem o mecanismo de antagonismo mais importante.
Esses estdo envolvidos na desintegracdo de componentes intracelulares, como acido
nucléico e mitocondria.

As espécies de Bacillus sintetizam através de rotas metabdlicas
secundarias substancias como as bacilomicinas, iturinas, micossubtilina, fengicinas
ou plipastatina. Estudos provam gue esses metabdlitos secundarios sdo capazes de
inbir o crescimento de fungos como Ralstonia solanacearum, Aspergillus flavus,
Colletotrichum gloeosporioides, Rizoctonia solani e Penicillium purpurogenum.

Com isso, 0 objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito de isolados de
Trichoderma e Bacillus no controle de fitopatégenos de sementes, na germinacao e

crescimento de plantulas de milho doce.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A CULTURA DO MILHO

Pertencente a familia Poaceae, o milho (Zea mays L.) € uma planta
monoica com sua estrutura morfolégica composta por uma haste cilindrica, formada
por n6és e entrends, inflorescéncia masculina e feminina, folhas lanceoladas
dispostas de forma alternada e uma raiz fasciculada (BARROS; CALADO, 2014).

Existem trés teorias sobre a origem da cultura do milho. A primeira,
conhecida como evolucéo divergente, afirma que o teosinte, do género Tripsacum, deu
origem ao milho que conhecemos hoje. Ambas as culturas apresentam semelhanca
estrutural e suas diferencas sedevem, provavelmente, ao melhoramento. A segunda
teoria € que o milho deu origem ao teosinte, por conta das reacdes de alteracdo no
sabugo, como a diminuicdo do numero de graos pareados e Unicos, endurecimento
das glumas e da raque, em resposta ao fotoperiodismo. A terceira e ultima hipotese
propde que o milho se originou do teosinte por conta da selecao realizada pelo ser
humano ao longo dos anos. As mais notaveis modificacdes foram o aumento da
dominancia apical, a diminuicdo da sensibilidade ao fotoperiodismo, a reducdo no
namero de perfilhos, 0 aumento da separacéo entre as inflorescéncias masculinas e
femininas e o aumento no tamanho das espigas (FORNASIERI FILHO, 2007).

O milho é uma das mais importantes culturas de cereais do mundo
devido ao seu valor nutritivo, composicdo quimica e produtividade (OLIVEIRA
JUNIOR, et al., 2006). Sua producdo mundial em 2020/2021, segundo USDA (2022)
foi de 1,12 bilh&o de toneladas.

No Brasil, a producdo de milho é um gerador de empregos na zona
rural e urbana, sendo de grande importancia na cadeia de producdo de todo o
agronegocio (GALVAO et al., 2014).

O grao de milho é utilizado principalmente na alimenta¢do animal sendo
0 consumo humano de forma direta com o milho in natura e de forma indireta através
de produtos como: leite, ovo, carne e outros derivados de animais (ABIMILHO, 2019)

O milho também por ser utilizado como matéria prima na produgéo do
etanol, e de acordo com a CONAB - Companhia Nacional de Abastecimento (2022),
no Brasil, na safra 2020/2021, serdo produzidos cerca de 3,5 bilhdes de litros de

etanol a partir do gréao de milho.
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Conforme CONAB (2022), em 2020, a producéo brasileira de milho foi
de 115 milhdes de toneladas com uma produtividade préxima a 5.4 mil kg hatem uma
area cultivada de 21,2 milhdes hectares.

A semente de miho comum pesa aproximadamente 0,3 g e consegue dar
origem a uma planta com mais de 2,0 metros de altura em nove semanas. Em poucos
meses, a planta produz entre 600 e 1000 sementes semelhantes as que deu origem
a planta (ALDRICH et al., 1982). Essa eficiéncia produtiva deve-se ao metabolismo
C4, que permite uma utilizacdo mais eficiente da agua, CO2, nitrogénio e luz solar no
processo de fotossintese, comparadas com plantas com metabolismo C3. A eficiéncia
de utilizacdo de agua de uma planta C4 é quase o dobro das plantas C3 e a taxa de
transpiragdo € muito menor (EDWARDS, 2009).

O desenvolvimento do milho se da em uma ampla gama de condi¢ées
climaticas, em regibes geogréaficas que variam de latitude 40° S a 58° N, e em
localidades abaixo do nivel do mar até regides de 2500 m de altitude (FANCELLI;
DOURADO NETO, 2004). A temperatura 6tima para a emergéncia € de 24 a 30°C, e
a necessidade de agua é de aproximadamente 600 mm para todo o ciclo (SANGOI et
al., 2010).

O ciclo do milho depende de seu destino final de consumo (mini milho,
milho verde, silagem ou grdo), do gendtipo (super precoce, precoce ou tardio)
(FORNASIERI FILHO, 2007) e da temperatura a qual afeta a duracdo dos periodos
de desenvolvimento da planta (LOZADA; ANGELOCCI, 1999).

2.1.1 Milho Doce

O milho (Zea mays L.), pertence a classe Magnoliopsida, ordem
Poales, familia Poaceae, tribo Maydeae. Seu centro de origem € na América, mais
precisamente na regido do México. Sua domesticacdo ocorreu a aproximadamente
7.000 anos.

O milho doce (Zea mays L. grupo saccharata) comparte a mesma
origem geografica e caracteristicas botanicas do milho comum, diferindo apenas na
composicao do grao (PEREIRA FILHO; TEIXEIRA, 2016).

A diferenca com o milho comum é a presenca de genes mutantes
gue sao responsaveis pela sintese de carboidratos no endosperma, o que determina

que os grdos apresentam um alto teor de acUcares e pouco amido no endosperma,
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deixando-os com um aspecto enrugado e mais transparente quando secos
(DODSON-SWENSONET; TRACY, 2015).

O teor de agucar no milho comum fica em torno de 3%, ja no milho
doce esse teor varia de 9 a 14% e de 15 a 25% no milho super doce. O gene
responsavel por essa caracteristica € de carater recessivo, razdo pela qual essa
caracteristica € facilmente controlada pelo melhoramento genético (TEIXEIRA et al.,
2014).

O sabor do milho doce é a sua principal qualidade. Outra caracteristica
desejada para o consumo in natura e para a industria, é a espessura do pericarpo, que
€ mais finaque a do milho comum, o que deixa os grdos mais macios (TRACY, 2001).
Essas caracteristicas o tornam mais atrativo ao paladar humano em rela¢do ao milho
comum (PEREIRA FILHO; TEIXEIRA, 2016).

No caso do milho doce, os aspectos visuais, como a uniformidade de
graos e de espigas sdo mais importantes quando comparado ao milho comum, assim
como seu ponto de maturagdo para consumo, que deve ser no estagio de grao leitoso
(KWIATKOWSKI; CLEMENTE, 2007). A colheita do milho doce ocorre quando os
graos da espiga apresentam em torno de 70 a 75% de umidade. Nesse ponto, o milho
esta pronto para ser consumido in natura ou para a industrializacdo (CRUZ; PEREIRA
FILHO 2002).

Dados da producao especifica de milho doce ndo sédo facilmente
encontrados. Souza (2018) mostra que no ano de 2014 o cultivo de milho doce no
Brasil ocupava 36 mil ha, sendo 90% dessa area localizada no estado de Goias.

Nos Estados Unidos, o milho doce é muito popular, sendo responséavel
por 25% da producdo mundial da hortalica em 2015 (SOUZA, 2018). A popularidade
do milho doce nos Estados Unidos e o Brasil € muito diferente, pois os estadunidenses
consomem o milho in natura e os brasileiros em conserva. Além disso, existe uma
grande dificuldade de difundir o consumo de milho doce no Brasil devido a falta de
cultivares adaptados para o clima brasileiro (PEREIRA FILHO; TEIXEIRA, 2016).

Conforme com a Associacao Brasileira de Comércio de Sementes e
Mudas (2014) e mencionado no livro: O Cultivo do Milho Doce (PEREIRA FILHO E
TEIXEIRA, 2016) o valor gerado pela produgéo de milho doce ficou proximo a R$ 302
milhdes em 2012.

O estado de Goias é responsavel pela maior parte da producéo de

milho doce no Brasil, devido a producédo na regido ser vidvel o ano todo, o cultivo ser
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realizado sob pivo central, e, principalmente pela quantidade de industrias localizadas
no estado, que colaboram financeiramente para a producdo da cultura (PEREIRA
FILHO E TEIXEIRA, 2016).

A industrializagdo € o principal destino do milho doce produzido no
pais com praticamente 100% da producéo utilizada para esse fim (PEREIRA FILHO,
2002). A industria destina o milho doce principalmente para conserva na forma de
enlatados e congelados. O milho doce também pode ser utilizado para outros fins,
como: minimilho, milho verde para consumo in natura e até silagem. Infelizmente, o
desconhecimento por parte da populacéo brasileira, torna o produto pouco popular no
pais (TEIXEIRA et al., 2013).

Embora o custo por hectare de milho doce ser maior que o do milho
comum, 0 pre¢co pago pela industria torna o cultivo do milho doce uma atividade
atrativa (PEREIRA FILHO; TEIXEIRA, 2016).

2.1.2 Fenologia da Cultura

Por ser a mesma espécie do milho comum, o milho doce possui os
mesmos estagios fenoldgicos, apresentando como Unica diferenca o ponto de colheita
(PEREIRA FILHO; TEIXEIRA, 2016).

Segundo Pereira Filho e Teixeira (2016), os estagios de
desenvolvimento do milho s&o divididos em vegetativos (V) e reprodutivos (R). Os
estagios vegetativos sao subdivididos de acordo o numero de folhas completas
emitidas pela planta (V1, V2, V3... Vn), onde n, € o numero de folhas emitidas pela
planta antes do florescimento, VE e VT séo o primeiro e o Ultimo estagio da fase
vegetativa, representados por emergéncia e florescimento, respectivamente.

Nos estagios entre V3 e V5, o numero de folhas e espigas sao
definidos, ocorre a determinacdo do numero potencial de grdos da espiga, ou a sua
producao em potencial e pode ser visto o pendao ainda microscépico na extremidade
do caule (SANGOI et al, 2010). Em V6, € quando acontece o alongamento acelerado
do caule, o ponto de crescimento ja se apresenta acima do solo e o sistema radicular
esta quase completo. Em V9, desenvolvem-se as flores masculinas e femininas e as
possiveis espigas ja séo visiveis ao dissecar o colmo (PEREIRA FILHO; TEIXEIRA,
2016).
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No estagio V12, a planta estd com 90% de toda a sua area foliar
formada, inicia-se o desenvolvimento das raizes adventicias, é definido o numero final
de gréos da espiga, assim como o tamanho dessas. Em V18 acontece o pendoamento
e a espiga continua em ritmo acelerado de desenvolvimento. Em VT, a planta alcanca
o total do desenvolvimento vegetativo, a inflorescéncia masculina fica finalmente
exposta e poucos dias depois, os estilos-estigmas emergem da planta para que ocorra
a polinizagdo (embonecamento), o que caracteriza 0 estagio R1, (SANGOI, et al,
2010).

A fase R2 é caracterizada pelo grao bolha d’agua, a R3 pelo grao
leitoso, a R4 pelo grao pastoso, a R5 pela formacgéo do dente e o estagio final R6 pela
maturidade fisioldgica, quando as sementes chegam em seu peso mMaximo e
comecam a perder umidade até que seja possivel a colheita sem que ocorra danos as
sementes (SANGOI, et al, 2010).

De acordo com Kwiatkowski e Clemente (2007), a colheita do milho
doce se d& até o estadio R3, que normalmente se inicia de 19 a 23 dias apés a
polinizacdo, onde mais de 50% das espigas apresentam grdos leitosos com

aproximadamente 80% de umidade.

2.1.3 Exigéncias Edafoclimaticas

Sobre os requerimentos de solo, o milho requer um solo de textura
meédia com pH entre 5 e 8 (BARROS; CALADO, 2014).

O milho é uma planta de origem tropical, portanto, necessita de calor
e umidade em todos 0s seus estagios vegetativos para que consiga alcancar seu pico
de producgédo. A temperatura € um dos elementos essenciais para o crescimento da
cultura. Para cumprir o seu desenvolvimento, o milho precisa das chamadas unidades
térmicas, calculadas a partir da temperatura meédia diaria e a temperatura basal, que
€ de 10°C para a esta cultura (BERGAMASCHI; MATZENAUER 2014).

Para avancar de um estagio de desenvolvimento para outro, a cultura
deve fazer uma soma térmica minima, também chamada de graus-dia (GDs). E
necessario que a planta acumule cerca de 1500 GDs em todo o seu estagio vegetativo
para completar todas as suas fases, isso pode durar de 60 a 65 dias (MAHANNA,
2014).
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A temperatura do solo deve ficar entre 10 e 42°C, com um 6timo para
a germinacdo e emergéncia entre 25 e 30°C. A temperatura do ar ideal para o
florescimento € de 26°C, se superior a isso, pode levar a aceleracdo do ciclo da
cultura, e inferior a essa temperatura, pode retardar o mesmo. O desenvolvimento
adequado ocorre, se a temperatura ficar na faixa de 25 a 30°C (SANGOI et al., 2010).

A disponibilidade hidrica também €& importante em todas as fases de
desenvolvimento do milho, sendo o florescimento e o enchimento de gréo as fases
mais sensiveis ao estresse hidrico (BERGAMASCHI; MATZENAUER 2014).

2.2 FATORES QUE AFETAM A GERMINAGAO DO MILHO DOCE

Existem diversos fatores que podem influenciar o potencial
germinativo da semente tais como: vitalidade, viabilidade, longevidade, grau de
maturidade, dorméncia, genoétipo, sanidade e fatores do ambiente como agua,
temperatura e luz (MARCOS FILHO, 2015).

A sanidade envolve fatores bidticos como presenca de doencas,
pragas e plantas invasoras, e fatores abiéticos como toxidez em decorréncia do
manejo, falta ou excesso de agua e nutrientes, entre outros (DOS SANTOS et al.,
2019).

Os agentes bidticos que podem estar associados as sementes de
milho sdo: fungos, bactérias, virus e nematoides, que podem afetar a qualidade
fisioldgica e o desenvolvimento da cultura (MAPA, 2009). As sementes infectadas séo
apontadas como a mais importante fonte de indculo priméario de doencas (FERRARI
et al., 2015).

O teor de acucar elevado no endosperma e a baixa quantidade de
amido de reserva na semente de milho doce, resulta no desenvolvimento de espagos
entre a camada de aleurona e o pericarpo logo apos a sua maturagdo, deixando a
semente com o aspecto enrugado e resultando em semente cequalidade inferior ao do
milho comum. Essas caracteristicas fazem com que o pericarpo seja mais delicado, o
gue determina danos mecanicos no armazenamento e transporte e colabora para a

penetracdo de fitopatdégenos, reduzindo a taxa de germinagdo (ZUCARELI, 2014).
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2.3 FUNGOS DE ARMAZENAMENTO DE SEMENTES

Grande parte das doencas que acometem a cultura do milho séo
transmitidas através das sementes, sendo sdo consideradas o mais importe meio de
disseminacdo de patdégenos para a cultura (PRESTES et al., 2019). Dentre os
microrganismos disseminados através sementes, os fungos sdo 0s que mais se
destacam, séo transportados por longas distancias e levados para areas onde nao ha
incidéncia de doencas (COSTA et al., 2020).

Existem diversos fungos e oomicetos que afetam as sementes de
milho sdo: Aspergillus flavus, Fusarium verticillioides, F. subglutinans, F. proliferatum,
Stenocarpella maydis e S. macrospora (BENEDIT, 2016). Pythium spp., D. maydis,
Rhizoctonia sp., Penicillium oxalicum, F. moniliforme e F. graminearum Schwabe,
guando presentes nas sementes do milho afetam a emergéncia e, por conseguinte a
producdo. Acarretam danos como podriddo radicular, morte de plantulas e podridao
de espiga e de colmo, e reduzem a produtividade da cultura e a qualidade dos gréos
(DE CARVALHO et al., 2016; KUHNEM, 2013). Os géneros mais importantes sao
Penicillium e Aspergillus (PINTO, 2006).

Um dos fungos que provocam podriddo em grdos de milho € o
Aspergillus flavus, comuns em clima seco e quente. As plantas com deficiéncia hidrica
e nutricional sdo mais sensiveis. Seu desenvolvimento € favorecido por baixas
umidades e geralmente sdo encontrados na fase de amadurecimento dos graos,
quando a lavoura esta mais propensa a ataque de insetos. Seu micélio € e coloragao
amarelo-esverdeado e visto facilmente na superficie dos grdos (WOLOSHUK; WISE,
2011).

Fusarium moniliforme € o fungo mais frequentemente encontrado
disseminado via semente (PRESTES et al., 2019). Na cultura do milho, seus principais
sintomas sdo o0s colmos podres e mudancas na cor da medula, essas ficam
esbranquicadas ou de cor marrom. Quando a doencga ja esta mais avancada pode
ocasionar a quebra do colmo. Esse fungo também produz micotoxinas como a
zearalenona, fumonisinas e vomitoxinas, que sao prejudiciais as espigas, graos
armazenados e podem provocar a morte da plantula (BENTO et al., 2012).

O fungo Penicilium spp. é causador de podriddo em diversos
vegetais. Quando esta nos graos, também a sintetiza micotoxinas, como a ocratoxina
gue é nefrotoxica. Esse fungo possui a capacidade de sobreviver no solo ou gréos e
é capaz de prejudicar seres humanos e animais (GARVIL; BORGES; GALVAO, 2014).
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A cultura do milho por ser prejudicada pela presenca do Penicillium acarretando danos
como: descoloracfes nas sementes, reducdo na germinacao, diminui a matéria seca,
producgéo de micotoxinas e alteragao do valor nutricional. (DONATI, 2008)

Graos contaminados com fungos também podem provocar danos a
saude de animais e humanos devido a presenca de micotoxinas liberado pelos
mesmos (GROMADZKA et al., 2016). Portanto, a presenca desses microrganismos

desvaloriza lotes de sementes e grédos (PRESTES et. Al 2019).

2.4 CONTROLE BIOLOGICO DE DOENGAS

Um dos fatores limitantes da producdo agricola sdo os danos
causados por doencas. Estima-se que as perdas causadas por infeccbes de
microrganismos chegam a aproximadamente 25% por ano em todo o mundo
(LUGTENBERG, 2015).

A disseminacédo de fitopatdbgenos por sementes acontece quando o
patégeno se encontra aderido superficialmente, em meio de restos vegetais e de solo
contaminado e aderido aos tecidos internos, infectando o embrido, e pode estar em
forma propagulos como esporos, estruturas de resisténcia, micélio e outros
(MEDEIROS et al., 2016).

Uma das medidas mais utilizadas no combate desses fitopatdgenos é
o controle quimico, mas o custo do manejo dessas doencas € muito oneroso na
producao agricola. Além disso, a preocupacdo com os efeitos dos produtos quimicos
no ambiente e nos alimentos que serdo consumidos vem crescendo, e com isso,
acarretando a suspensdo do registro de muito desses pesticidas. Atualmente, o
interesse em substitui-los vem sendo colocado em pauta (O'BRIEN, 2017).

O mercado de biopesticidas vem crescendo a nivel global, estimando-
se que até 2024 atinja uma movimentacgao de US$8,5 bilhdes (MARKETS; MARKETS,
2019).

O controle biologico é a utilizagdo de um organismo que ndo seja
patogénico ao hospedeiro em questdo, a fim de controlar um segundo organismo,
neste caso, maléfico (MEDEIROS et al., 2018). Vale ressaltar que o biocontrole ndo
possui 0 objetivo de exterminar o patégeno, mas sim em alcancar o equilibrio entre a
populacdo do microrganismo maléfico e o seu inimigo natural, e com isso diminuir os
prejuizos bioldgicos e econémicos de forma sustentavel (GOVINDASAMY et al.,
2010).
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Os agentes de controle biolégico acarretam distarbios biolégicos em
outros organismos atraves de mecanismos como antibiose, competicdo, parasitismo,
predacao, entre outros (FERREIRA; BETTIOL, 2019).

A antibiose envolve a sintese por um microrganismo de compostos
toxicos, capazes de inibir a capacidade de crescimento e/ou até de provocar a morte
do microrganismo. Atuam de maneira similar a de um fungicida quimico, porém um
Unico microrganismo pode produzir mais de uma substancia e possui mecanismo de
autorregulacéao (ARIZA, 2012).

Competicao é quando dois organismos ocupam 0 mesmo sitio, ambos
competem por espaco e/ou nutrientes, e desta forma um organismo pode sair
prejudicado pela agédo do outro. A competicdo pode ser utilizada como uma forma de
controle do organismo invasor desde que o agente de controle biolégico seja capaz
de crescer mais rapido que o patdégeno, ocupando o tecido da planta hospedeira
impedindo que outro microrganismo o colonize (SHARMA, 2009).

Parasitismo é quando um organismo parasita o outro, obtendo os
nutrientes do organismo hospedeiro, podendo ou néo ser fatal para o organismo
parasitado. Na predacéo, todo ou parte do organismo € ingerido por outro organismo
(WU et al., 2016).

A inducdo de resisténcia é basicamente a ativacdo de formas de
resisténcia na planta por acdo de agentes indutores quimicos ou fisicos. Os agentes
biol6gicos servem como elicitores de moléculas que atuam no mecanismo de defesa
da planta (CAWOQY et al., 2014).

Em 2018, o mercado brasileiro de controle biol6gico apresentou um
crescimento de 77%. Dentro dos produtos biologicos, os fungicidas bioldgicos tiveram
um crescimento de 148% no mesmo ano. Infelizmente, os biopesticidas ainda
representam menos de 20% de todo o mercado de quimicos da agricultura (BETTIOL
et. al, 2019).

2.4.1 O género Trichoderma

Os fungos do género Trichoderma pertencem ao Filo Ascomycota;
subfilo: Pezizomycotina; classe: Sordariomycetes; subclasse: Hypocreomycetidae
ordem: Hypocreales subordem: Hypocreacea. Atualmente, encontram-se descritas
mais de 450 espécies dentro do género Trichoderma (MYCOBANK, 2021).
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Esses fungos sao sapréfitas, de vida livre e considerados
cosmopolitas, podendo sobreviver e se desenvolverem em diversos substratos
(ATANASOVA et al., 2013).

Fungos do género Trichoderma possuem um crescimento micelial
rapido, tanto na natureza quanto em laboratério. A colénia apresenta uma coloracao
branca, e ao se desenvolverem é possivel notar o aparecimento de tufos em forma de
anéis de coloracdo verde amarelada a verde escura. Possuem conidios verdes ou
hialinos, com paredes rugosas ou lisas, os conidiéforos sdo ramificados e variam de
acordo com a espécie (JAKLITSCH; VOGLMAY, 2015).

Os fungos do género Trichoderma sao capazes de controlar diversos
organismos fitopatogénicos, como por exemplo bactérias, nematoides e fungos,
inibindo seu crescimento de forma direta através de mecanismos como
hiperparasitismo, competicdo e antibiose (ZHANG et. al, 2017), e indiretamente,
promovendo o crescimento e o vigor da planta, aumentando a tolerancia ao estresse
e a absorcao de nutrientes, biorremediacéo de rizosfera contaminada e fornecendo as
plantas diversos metabdlitos secundarios, enzimas e proteinas (KUMAR et. al, 2013).

Trichoderma spp. € considerado um competidor agressivo, devido ao
seu rapido crescimento vencendo o patdégeno na competicdo por nutrientes, luz,
espaco e outros (SILVA et al. 2020). Trichoderma spp. possuem uma grande
capacidade de mobilizar e absorver nutrientes do solo em comparagdo com outros
microrganismos. Estudos de Nirmalkar et al., (2017) comprovaram que o0 uso de T.
harzianum no tratamento de sementes de grdo de bico, foi capaz de controlar
patdgenos de solo, causadores de murcha como o F.oxysporum e R. solani.

A antibiose por metabdlitos secundarios também é um dos
mecanismos de controle de Trichoderma. Estes compostos de baixo peso molecular
sdo difusiveis e exercem uma atividade inibitéria de microrganismos. Ja foram
encontrados mais de 180 metabdlitos secundarios isolados de espécies de
Trichoderma indicando classes distintas de produtos quimicos sintetizados pelo fungo
(MASI et. al, 2018). Esses metabolitos secundarios do género Trichoderma sdo uma
variedade de moléculas volateis e ndo volateis que agem de forma isolada ou
concomitantemente (JELEN, BLASZCZYK, et al., 2014).

Trichoderma spp. possuem a capacidade de sintetizar uma classe de
metabolitos defensivos classificados de acordo com o seu local de producéao,

chamados de policetideos, peptaibols e terpenos (HU et. al, 2017).
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Os compostos produzidos por Trichoderma, demonstraram a
capacidade de reduzir o crescimento micelial de alguns fitopatégenos de solo como
Sclerotium rofsii (ABDUL; ALTINOK, 2019). Em estudo de Azevedo et al. (2020), os
compostos volateis apresentados por Trichoderma sp. também foram capazes de
inibirem o crescimento micelial de Fusarium spp.

Esses compostos sdo considerados um importante mecanismo de
biocontrole do género Trichoderma imposto como um dos parametros para a
determinacao de linhagens desses fungos como agentes de biocontrole em produtos
comerciais (KADDES et al., 2019).

Diversos estudos mostram que isolados de Trichoderma atacam e
desintegram fungos fitopatogénicos por meio do micoparasitismo, como por exemplo,
R. solani, A. alternata, S. sclerotiorum, Fusarium spp., B. cinerea, Pythium spp. e U.
maydis (HARWOKO et. al, 2021).

O processo do micoparasitismo do Trichoderma inclui eventos
sequenciais: primeiramente, a identificagdo entre Trichoderma e o fungo a ser
parasitado acontece através da ligacdo de carboidratos presentes na parede celular
dos Trichoderma e as lectinas presentes no fungo hospedeiro. Em seguida acontece
0 enovelamento e desenvolvimento do apressorio, que envolve um maior nimero de
compostos osmoticos como o glicerol. Ap6s a penetracdo bem-sucedida, o
Trichoderma inicia o ataque ao contetdo celular do hospedeiro através da geracao de
Sao enzimas degradadoras de parede celular, como glucanases, quitinases e
proteases. A acdo simultdnea dessas enzimas causa a dissolucdo das paredes
celulares do hospedeiro, o0 que acaba resultando no parasitismo do fungo alvo.
Trichoderma spp. ndo apenas degradam a parede celular do fungo, mas também
inativam enzimas, essenciais do fungo fitopatogénico para colonizar e penetrar nos
tecidos vegetais (HARMAN et. al, 2004).

A adicdo de diferentes espécies de Trichoderma na rizosfera de uma
planta melhorou a defesa da planta contra varios organismos patogénicos,
estimulando de diferentes mecanismos de resisténcia como a resisténcia sistémica
induzida, resposta de hipersensibilidade e resisténcia sistémica adquirida (HARMAN
et. al, 2004).

A inducao de resisténcia acontece devido ao aumento das respostas
de defesa da planta, como as enzimas quitinases e glucanases e a biossintese de
fitoalexinas (KADDES et. al, 2019).
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O tratamento com Trichoderma longibrachiatum, cepa H9 em
pepineiros inibiu significativamente o fungo patogénico Botrytis cinerea. As analises
de transcriptoma e proteoma da planta indicaram que muitos genes diferencialmente
expressos (DEGS) e proteinas diferencialmente expressas (DEPs) foram identificados
em plantas de pepino 96 h apds a inoculagao. DEGs e DEPs regulados positivamente
foram associados principalmente a processos de defesal/estresse, metabolismo
secundério e sintese e sinalizacao de fitohorménios, incluindo acido jasmonico (JA),
etileno (ET) e acido salicilico (SA) em plantas de pepino microbiolizadas com a cepa
H9 em comparacdo com plantas nao tratadas (YUAN et al. 2019).

Os produtos existentes a base de Trichoderma no mercado sdo muito
eficazes no combate de fitopatdgenos de solo, como por exemplo fungos dos géneros
Fusarium, Rhizoctonia, dentre outros e oomicetos como Pythium. Geralmente esses
produtos sdo empregados no tratamento de semente, apresentando formulacdes
como pd molhavel, granulos dispersaveis em agua e liquida (BETTIOL; MORANDI,
2009).

Em abril de 2022, no Brasil, existem registrados um total de 40
produtos a base de Trichoderma, 25 desses a base de T. harzianum, doze a base de
T. asperellum, um a base de T. stromaticum, um de T. afroharzianum e um de T.
endophyticum (AGROFIT, 2022).

2.4.2 O género Bacillus

O género Bacillus pertence ao reino Bactéria, filo Firmicutes, classe
Bacilli, ordem Cariofanais, familia Bacillaceae. Ja foram descritas aproximadamente
614 espécies do Género Bacillus, conforme o Manual de Bergey’s, responsavel pela
classificagao dos procariotos (LPSN, 2022).

O nome Bacillus, vem da morfologia da bactéria, que é caracterizada
pela forma de bastao ou bastonete. S&o bactérias gram positivas, aerdbias facultativas
ou obrigatdrias, possuem a capacidade de sintetizar a enzima catalase. Podem se
desenvolver em diferentes fontes de carbono. Sdo capazes de formar endosporos,
gue sao estruturas de resisténcia responsaveis pela sobrevivéncia em condi¢bes
desfavoraveis (MADIGAN et al., 2016).
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E possivel encontrar espécies de Bacillus em diversos nichos
ecologicos, como ambientes aquaticos (MIRANDA et al., 2008), em diferentes tecidos
de plantas e em ampla gama de temperaturas (LOGAN et al., 2000).

A mais importante e mais estudada aplicagdo de Bacillus na
agricultura € como agentes de biocontrole (CLEMENTE et al., 2016).

As bactérias do género Bacillus destacam-se como agentes de
biocontrole, pois além da capacidade de formacéo de enddsporos, possuem diversos
mecanismos de acdo para o controle de fitopatdégenos, tais como, parasitismo,
predacdo, antibiose através da producdo de lipopeptideos ciclicos, e metabdlitos
secundarios (ALlI, et al., 2015).

O género Bacillus sintetizam varios tipos de lipopeptideos,
metabdlitos secundarios, que atuam contra fitopatdgenos de plantas. Entre eles,
alguns peptideos que possuem propriedades antifungicas. Alguns peptideos estédo
envolvidos na desintegracdo de O6rgdos intracelulares, como &cido nucléico e
mitocondria (ZHAO et al, 2013).

Além da producéo de diferentes materiais surfactantes, as espécies
de Bacillus produzem muitos lipopeptideos anfifilicos e surfactantes potentes que
compreendem, bacilomicinas, iturinas e micossubtilina e também podem produzir
fengicinas ou plipastatina (GONG et al, 2015).

Os lipopeptideos sintetizados por Bacillus possuem propriedades
fisico-quimicas que atuam na desestruturacdo das bicamadas lipidicas e declinio da
tensao superficial (SHAFI; TIAN, 2017).

A bacilomicina-D produzida por Bacillus subtilis foi considerada eficaz
contra Aspergillus flavus, provocando lesdes graves na parede celular e na membrana
celular de esporos e hifas. Em microscopia eletrénica foi possivel notar a formacao de
buracos por exsudacao de citoplasma e organelas celulares. A bacilomicina purificada
inibiu significativamente a germinagao de esporos em 96,63% e a esporulagdo em
98,10% (GONG et al, 2014).

Uma outra forma das espécies de Bacillus atuarem no controle de
doencas € através da ativagcdo do mecanismo de resisténcia sistémica das plantas.
Os Bacillus possuem a capacidade de interferir na produgéo de fitohorménios, que
possuem uma importante funcdo de transducdo de sinais e ativacdo dos genes de

defesa da planta contra o ataque de fitopatégenos (SHAFI; TIAN, 2017).
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A utilizacéo de suspensao de células de Bacillus sp. com 72 h de vida
foi responsavel pelo controle de C. acutatum em sementes de tremoco de 8,5-9,4%
em sementes ndo tratadas para 0,4-1,0% nas sementes tratadas (YANEZ-
MENDIZABAL; FALCONI, 2018).

Sementes de feijao tratadas com suspensao de células de Bacillus sp.
cepa B19, Bacillus sp. cepa P12 proporcionaram aumento das taxas de germinagao
em 14,5%, aumentaram o comprimento da raiz entre 10,4 e 15%, o comprimento do
caule entre 20,2 e 30% (SABATE et al., 2018).

2.5 MICRORGANISMOS PROMOTORES DE CRESCIMENTO

Os microrganismos promotores de crescimento de plantas sdo um
grupo de microrganismos benéficos as plantas em virtude da capacidade de colonizar
arizosfera, a filosfera e os tecidos internos das plantas (DAVISON, 1988; KLOEPPER
et al., 1989).

Em geral, acredita-se que 0s microrganismos promotores de
crescimento de plantas beneficiam o crescimento das plantas por uma combinacéo
de diversos mecanismos (DOBBELAERE et al., 2003). A promocao de crescimento é
um tipo de interacdo planta-microrganismo, considerada uma relagdo simbidtica, as
bactérias sdo beneficiadas, pois se encontram protegidas dentro dos tecidos internos
da planta (RAO, 2014) em troca, as bactérias fixam o N2 da atmosfera para as plantas,
produzem fitohormodnios como auxinas (SOUZA; AMBROSINI; PASSAGLIA, 2015),
produzem sider6foros (PANDEY et al., 2017), solubilizam P e K
(MUTHUKUMARASAMY et al., 2017), colaboram no processo de germinagao
(GAIERO et al., 2013) e aumentam a atividade da redutase do nitrato (CASSAN et al.,
2008).

O género Bacillus, compreende bactérias gram-positivas, nao
patogénicas. Sao microrganismos estudados para promover o crescimento de plantas
através da producdo de metabdlitos secundarios, esporulagéo, desenvolvimento de
biofilme, fixacdo as raizes das plantas e outros (HASHEM, et al., 2019).

Bacillus subtillis possui diversos mecanismos diretos e indiretos para
promover o crescimento das plantas e consequentemente o rendimento das culturas,

através da melhoria da disponibilidade de nutrientes, alterando a homeostase do
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horménio de crescimento das plantas e reduzindo a gravidade dos estresses abioticos
(BLAKE et al, 2021).

Bacillus spp. sintetiza metabdlitos que possuem a capacidade de
aumentar a disponibilidade de nutrientes para as plantas e promove diretamente 0
crescimento e o rendimento das plantas (SOUZA, 2015).

Bactérias do género Bacillus produz a enzima nitrogenase,
catalizadora da reacdo que converte o (N2) presente na atmosfera e ndo disponivel as
plantas, em amonia (NHs) disponivel para absor¢do das plantas, aumentando
significativamente o teor de N total e a biomassa seca de plantas de milho (KUAN,
2016).

Bacillus megaterium, B. subtillis e B. simplex, demonstraram
capacidade solubilizante de P através da producdo de acido acético, propibnico,
isobutirico, isocaproico, capréico e heptandico, e apresentam efeitos positivos na
germinacdo de sementes e parametros de crescimento vegetativo de berinjela,
pimenta e tomate (BAHADIR, 2018).

A producéo de fitohorménios também é uma forma de microrganismos
como Bacillus spp. promover o crescimento de plantas, como por exemplo com a
producdo de &cido indol acético, giberelinas, citocininas e etileno (MILJAKOVIC,
2020).

O uso de Bacillus subtilis aumentou o vigor de plantulas, comprimento
de raizes e area foliar de tomate, as plantas tratadas apresentaram altos niveis de
giberelinas e de acido indol acético (CHOWDAPPA, 2013).

Em estudos de Jiang et al. (2018) as cepas de B. velezensis 5YN8 e
DSNO012 aplicados em forma de suspenséo de células na raiz, foram capazes de
promover o crescimento de mudas de pimenta. as plantas tratadas apresentaram
maior numero de folhas, didametro de caule e também aumentam o teor de clorofila,
apresentando plantas mais verdes.

Sementes de feijao tratadas com suspensao de ceélulas de Bacilo sp.
cepa B19, Bacillus sp. cepa P12 proporcionaram aumento das taxas de germinagao
em 14,5%, aumentaram o comprimento da raiz entre 10,4 e 15%, o comprimento do
caule entre 20,2 e 30% (SABATE et al., 2018).

Os fungos do género Trichoderma também sao capazes de promover
o crescimento de plantas estimulando a sintese de &cido indol acético e horménios

semelhantes. Os metabdlitos secundarios de Trichoderma responsaveis pela
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promocado de crescimento sdo koningininas, pironas, peptaibols, dicetopiperazinas,
terpenoides, policetideostricocaranos A-D, harzianopiridona ciclonerodiol,
harzianolide e acido harzianico (PATIL, et al., 2016).

Devido ao seu rapido crescimento, Trichoderma é capaz de colonizar
a rizosfera das plantas rapidamente e atuar como estimulante de raizes, promovendo
o crescimento vegetal (GOMES et al., 2015). Também atuam na decomposicao de
matéria organica, e na mineralizacdo de nutrientes presentes no solo (MAZA et al.,
2014).

As hifas dos Trichoderma secretam compostos que promovem a
ramificacdo das raizes, aprimorando assim a absorcdo de nutrientes e agua
(GARNICA-VERGARA et al., 2016).

Em estudos de Meng et al., (2019) o isolado de Trichoderma
guizhouense NJAU4742, se mostrou responsavel pela producdo de uma proteina
TgSWO, envolvida no crescimento e desenvolvimento do sistema radicular. Foi
observado modificacbes na parede celular das raizes de pepino, proporcionando
melhor desenvolvimento e crescimento nas plantas tratadas.

Quando presente na rizosfera e nos tecidos internos vegetais
Trichoderma € capaz de aumentar a tolerancia da planta a estresses bidticos e
abidticos (VERMA et al., 2021).

Estudos mostraram que plantas de colza (Brassica napus L.)
microbiolizadas com Trichoderma parareesei apresentaram alta tolerancia ao estresse
oxidativo, salino e hidrico. Através da inoculacdo radicular, as plantas de colza
também obtiveram um rendimento maior em comparacdo com as plantas néo
tratadas. O fungo atuou aumentando a expressao de genes relacionados as vias
hormonais do acido abscisico, consequentemente melhorando a resisténcia da planta
ao estresse hidrico, uma vez que o ABA é o hormbnio responsavel pela abertura
estomatica (POVEDA, 2020).
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3. ARTIGO A

EFICIENCIA DE Bacillus e Trichoderma NO TRATAMENTO DE SEMENTES DE
MILHO DOCE PARA CONTROLE DE FITOPATOGENOS E PROMOGAO DE
CRESCIMENTO

RESUMO

O milho doce possui graos com pericarpo mais fino, maior teor de agucar e menor teor
de amido do que os grdos de milho comum e por iSso suas sementes sao mais
susceptiveis ao ataque de fitopatdgenos tornando importante o tratamento de
sementes para implantacdo da cultura. Com o aumento da procura pelos
consumidores por produtos livres de agrotoxicos, o controle biolégico tem se tornado
uma alternativa aos fungicidas quimicos pois € um método de controle mais seguro
de para a saude humana e o meio ambiente. Fungos do género Trichoderma e
bactérias do género Bacillus sdo amplamente empregados no controle de
fitopatdgenos, inclusive no tratamento de sementes. Neste sentido, o objetivo deste
trabalho, foi avaliar dez isolados de Trichoderma asperellum (T2, T7, T20, T26, T37,
T38, T41 e T70), um de Trichoderma asperelloides (T25), um de Trichoderma sp.
(T24) e trés cepas de Bacillus (LAFUEL 01, LAFUEL 02 e LAFUEL 03) no controle de
fitopatdgenos da semente, bem como o efeito dos agentes de controle bioldgico sobre
a germinacao e o crescimento inicial de plantulas de milho doce. O antagonismo de
isolados de Trichoderma sp. e Bacillus sp. foi avaliado através de testes de confronto
direto e teste de difusdo em agar de sobrenadante livre de células (SLC) das cepas
de Bacillus. Os agentes de controle biolégico também foram testados em
experimentos de casa de vegetacao via microbiolizacdo de semente, para avaliagao
dos efeitos sobre a germinacao e o crescimento inicial de plantulas de milho doce. Os
experimentos in vitro foram em delineamento inteiramente casualizado e o0s
experimentos in vivo foram em delineamento de blocos casualizados. Os patégenos
de semente (Fusarium sp., Acremonium striticum, dois isolados de Aspergillus sp. e
Penicillum sp.) foram isolados de maneira direta de sementes de milho doce. Os dados
foram avaliados quanto a normalidade dos dados (teste de Shapiro-Wilk) e
homogeneidade das variancias (teste de Bartlett) e submetidos a analise de variancia
e se constatado efeitos significativos, as médias foram comparadas pelo teste de
Tukey ou Scott Knott a 5% de probabilidade. Nos testes de confronto direto todos os
isolados de Trichoderma apresentaram fungitoxicidade variando de 31 a 59,8% de
inibicdo no experimento 1 e de 45,8 a 73,8% no experimento 2, dependendo dos
patdgenos confrontados. As cepas de Bacillus inibiram o crescimento dos patégenos
de semente em niveis entre 44,7 e 76 % (exp.1l) e entre 47,6 e 78,5 (exp. 2)
dependendo da cepa e o fungo confrontado. No teste de difusdo em agar o SLC do
isolado LAFUEL 03 foi o que obteve melhores resultados, entretanto, nos testes in
vivo, foi responsavel por prejudicar a germinacédo das sementes tratadas. Sementes
de milho doce tratadas com o isolado de T. asperellum T41, apresentaram maior
germinacdo considerando todos os patdgenos inoculados e as plantulas oriundas
dessas sementes, apresentaram maior crescimento de raiz e planta inteira nos testes
de promocé&o de crescimento.

Palavras chave: Antagonismo, biocontrole, promocao de crescimento. tratamento de

sementes, Zea mays L. group saccharata.
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ABSTRACT

Sweet corn has grains with thinner pericarp, higher sugar content and lower starch
content than common corn grains and therefore its seeds are more susceptible to
phytopathogen attack, making seed treatment important for crop implantation. With the
increase in consumer demand for pesticide-free products, biological control has
become an alternative to chemical fungicides as it is a safer control method for human
health and the environment. Fungi of the genus Trichoderma and bacteria of the genus
Bacillus are widely used in the control of phytopathogens, including at the treatment in
seeds. In this sense, the objective of this work was to evaluate ten isolates of
Trichoderma asperellum (T2, T7, T20, T26, T37, T38, T41 and T70), one from
Trichoderma asperelloids (T25), one from Trichoderma sp. (T24) and three strains of
Bacillus (LAFUEL 01, LAFUEL 02 and LAFUEL 03) in the control of seed
phytopathogens, as well as the effect of biological control agents on germination and
growth Resumen initial in seedlings in corn sweet. The antagonism of isolates of
Trichoderma sp. and Bacillus sp. was evaluated through direct confrontation tests and
cell-free supernatant (SLC) agar diffusion test of Bacillus strains. Biological control
agents were also tested in greenhouse experiments via seed microbiolization to
evaluate the effects on germination and initial growth of sweet corn seedlings. The in
vitro experiments were in a completely randomized design and the in vivo experiments
were in a randomized block design. Seed pathogens (Fusarium sp., Acremonium
striticum , two isolates of Aspergillus sp. and Penicillum sp.) were isolated directly from
sweet corn seeds. Data were evaluated for data normality (Shapiro-Wilk test) and
homogeneity of variances (Bartlett 's test) and submitted to analysis of variance and if
significant effects were found, the means were compared by Tukey 's or Scott Knott 's
test at 5 % probability. In direct confrontation tests, all Trichoderma isolates showed
fungitoxicity ranging from 31 to 59,8% inhibition in experiment 1 and from 45,8 to 73,8%
in experiment 2 depending on the pathogens confronted. Bacillus strains inhibited the
growth of seed pathogens at levels between 44,7 and 76 % (exp.1) and between 47,6
and 78,5 (exp. 2) depending on the strain and the fungus challenged. In the agar
diffusion test, the SLC of the isolated LAFUEL 03 was the one that obtained the best
results, however, in the in vivo tests, it was responsible for harming the germination of
the treated seeds. Sweet corn seeds treated with the T. asperellum T41 isolate showed
higher germination considering all inoculated pathogens and seedlings from these
seeds showed higher root and whole plant growth in the growth promotion tests.

Keywords: Biological control, growth promotion, seed treatment, Zea mays L. group
saccharate.
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INTRODUCAO

O milho comum e o milho doce s&o botanicamente semelhantes, a
diferenca estd na presenca de genes que sdo responsaveis pela producédo de
carboidratos no endosperma, os grdos do milho doce possuem elevado teor de
acucares e baixo teor de amido no endosperma (DODSON-SWENSONET; TRACY,
2015). Essas caracteristicas do grao acarretam espacos entre a camada de aleurona
e 0 pericarpo assim que o grédo amadurece, isso faz com que a semente tenha uma
aparéncia enrugada e transparente, e que tenha uma qualidade inferior a semente do
milho comum. Fazem com que o pericarpo seja mais delicado, o que proporciona
maiores danos mecanicos durante armazenagem e transporte e facilita a penetracéo
de patdgenos, reduzindo a taxa de germinacgao (ZUCARELI, 2014).

O teor de acucar no milho comum € de 3%, no milho doce esse teor
varia de 9 a 14% e de 15 a 25% no milho super doce (TEIXEIRA et al., 2014). O sabor
do milho doce e a espessura do pericarpo, mais finaque a do milho comum, tornam
0s graos mais macios (TRACY, 2001) eportanto, mais atrativos ao paladar humano
em relagdo ao milho comum (PEREIRA FILHO; TEIXEIRA, 2016).

Os gastos para produzir milho doce sdo mais elevados devido ao
custo das sementes e irrigacdo. Porém o preco pago pela industria faz do cultivo do
milho doce uma atividade interessante (PEREIRA FILHO; TEIXEIRA, 2016).

Os patdégenos responsaveis por transmitirem doencas através das
sementes de milho s&o: Pythium spp., Diplodia maydis, Rhizoctonia sp., Penicillium
oxalicum e Fusarium moniliforme (DE CARVALHO et al., 2016). F. verticillioides e F.
graminearum, podem afetar a emergéncia e, consequentemente a producéo;
provocam danos como podridao radicular, morte de plantulas e podridao de espiga e
de colmo e reduzem a produtividade da cultura e a qualidade dos graos (KUHNEM,
2013).

O controle quimico € o mais empregado para o controle desses
fitopatdgenos, porém, a preocupacao com o uso de produtos quimicos nos alimentos
e com o dano que causam a saude humana e ao meio ambiente vem crescendo, 0
gue aumenta o interesse em formas alternativas para o controle de patdgenos de
plantas (O’'BRIEN, 2017). Uma dessas alternativas € o controle biolégico, o qual
consiste em utilizar um organismo que nao seja patogénico ao hospedeiro, com o

objetivo de controlar outro organismo, no caso, patogénico (MEDEIROS et al., 2018).
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Fungos do género Trichoderma sao atualmente um dos mais
utilizados como agentes de controle biolégico podendo controlar varios fitopatégenos,
como bactérias, nematoides e fungos de forma direta através de mecanismos como
competicdo e antibiose (ZHANG et. al, 2017) e indireta, através da promoc¢do de
crescimento e do vigor da planta, proporcionando maior tolerancia ao estresse e na
melhoria de absorcéo de nutrientes (KUMAR et. al, 2013). Trichoderma spp. também
estdo envolvidos na inducdo de resisténcia aumentando as respostas de defesa da
planta através do aumento na producdo de enzimas quitinases e glucanases e da
biossintese de fitoalexinas (KADDES et. al, 2019).

As bactérias do género Bacillus também sdo cada vez mais utilizadas
no biocontrole de patdgenos, atuando por mecanismos como parasitismo, predacao e
antibiose através de metabdlitos secundarios (ALlI, et al., 2015). Podem atuar também
na promocado de crescimento de planta, proporcionando aumento na producéao,
aumentando a disponibilidade de nutrientes para a planta, a sintese de hormonio de
crescimento e proporcionando maior tolerancia aos estresses abiéticos (BLAKE et al,
2021).

Existem muitos trabalhos que atestam o controle que Trichoderma
spp. exerce sobre patdégenos de plantas e no controle de doencas que estas causam
em varias plantas hospedeiras. O tratamento de sementes de grao de bico com T.
harzianum, controlou fitopatbgenos de solo, como F. oxysporum e R. solani
(NIRMALKAR et al., 2017). Trichoderma sp. também foi capaz de controlar o
crescimento de Sclerotium rofsii (ABDUL ; ALTINOK, 2019). O isolado de T.
asperellum GDFS1009, aplicada diretamente no solo em forma de granulos foi capaz
de controlar F. graminearum em plantas de milho (He et al., 2019a).

Estudos comprovam que Trichoderma também pode controlar outros
fungos fitopatogénicos como: R.a solani, A. alternata, S. sclerotiorum, cinerea,
Pythium spp. e Ustilago maydis (HARWOKO et. al, 2021).

O uso de espécies de Bacillus para o controle de fitopatdgenos esta
amplamente relatado na literatura. Estudos de Deng et al. (2020) verificaram a
eficiéncia de B. sonorensis cepa KLB GS-3 no controle de Penicillium digitatum. Foi
comprovada a inibigdo do crescimento micelial do fungo e a reducgéo da incidéncia em
pos-colheita de toranja. B. siamensis cepa G-3, foi capaz de controlar B. cinerea e

Rhizopus stolonifer em pés-colheita de frutos de framboesa (ZHANG et al. 2020).
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Sementes de feijdo infestadas naturalmente com Cladosporium sp.,
Fusarium sp. e Rhizopus sp. quando tratadas com suspenséo de células vivas de
Bacillus sp. B19, Bacillus sp. P12 e B. amyloliquefaciens B14, ndo apresentaram
crescimento de fitopatdgenos (SABATE et al., 2018). O tratamento de sementes de
tremoco com suspenséo de células de Bacillus oriundas de culturas bacterianas com
72h reduziu a incidéncia de Colletotrichum acutatum de 8,5-9,4% nas sementes de
tremoco nao tratadas, para 0,4-1,0% nas sementes tratadas (YANEZ-MENDIZABAL;
FALCONI, 2018).

O objetivo desse estudo foi avaliar o efeito de dez isolados de
Trichoderma e trés de Bacillus no controle de fitopatdgenos isolados de sementes de

milho doce e na promocao de crescimento das plantulas.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 ORIGEM DOS ISOLADOS FUNGICOS E BACTERIANOS

Trés cepas de Bacillus sp. (LAFUEL 01, LAFUEL 2 e LAFUEL 3) e
dez isolados de Trichoderma sp. (T2, T7, T20, T24, T25, T26, T37, T38, T4l e
T70)pertencentes a colecéo do Laboratério de Fitopatologia da Universidade Estadual
de Londrina, foram utilizados nos testes de antagonismo contra os fitopatdgenos
Fusarium sp. (FUS), Acremonium striticum (ACR), Aspergillus sp. (AP1), Aspergillus
sp. (AP2) e Penicillium sp. (PEN), os quais foram isolados de forma direta de sementes
de milho doce.

As bactérias foram mantidas em meio Luria Bertani a 28° C e
fotoperiodo 12/12 h. Os fungos foram mantidos em tubo inclinado contendo meio de
cultura batata-dextrose-agar (BDA) (15 g de agar, 20 g de dextrose, 200g de batata /
L-1) a 25° C e fotoperiodo 12/12 h.

4.2 ENSAIO DE ANTAGONISMO IN VITRO

A atividade antagonista de isolados de Trichoderma foi testada em
ensaios de confronto direto contra os fitopatdbgenos em meio BDA. Discos de agar (5
mm de diametro) retirados da borda de colonias com sete dias de idade de isolados
de Trichoderma e dos isolados FUS, ACR, AP1, AP2 e PEN foram colocados em lados
opostos (6 cm de distancia) de placas contendo meio BDA e incubadas a 25° C e
fotoperiodo de 12/12 h. As placas controle foram inoculadas apenas com o0s
fitopatdgenos.

A avaliacdo do antagonismo pelos isolados de Trichoderma spp. foi
realizada apos o controle completar a placa de petri, A porcentagem de inibicdo do
crescimento micelial pelo Trichoderma (ICMT) foi calculada pela formula: ICMT = [(r1
—12) / r1] x100 (MAYO et al. 2015). O antagonismo foi também avaliado de acordo
com a classificacdo da escala de Bell: 1- antagonista ocupa toda a placa; 2-
antagonista ocupa 2/3 da placa; 3- antagonista e patbgeno ocupam metade da placa,
4- patégeno ocupa 2/3 da placa; 5- patégeno ocupa toda a placa (BELL,
MARKHABELL; WELLS, 1982).



36

As cepas de Bacillus sp. foram ativadas em meio Luria Bertani Agar
(LBA) a 28 °C por 24h. Para o teste de antagonismo, foram inoculadas em quatro
pontos equidistantes nas bordas da placa contendo meio BDA, com auxilio de al¢a
bacteriol6gica. Em seguida um disco micelial de 5 mm de diametro do fungo
fitopatogénico foi inoculado no centro da placa. As placas foram incubadas a 25° C e
fotoperiodo de 12/12 h. Placas somente com o fungo fitopatogénico foram utilizadas
como controle.

O micélio fungico foi medido até que o fungo no tratamento controle
crescesse completamente em toda a placa de Petri. A porcentagem de inibicdo do
crescimento micelial pelo Bacillus (ICMB) foi calculada através da formula: ICMB =
[(DTC — DT) / DTC] x100. Onde, 'DTC' é o diametro médio da coldnia no controle e
‘DT, o didametro médio da colbénia de cada tratamento (YAHYAZADEH et al., 2008).

O delineamento experimental dos experimentos de antagonismo dos
isolados de Trichoderma e de Bacillus foi inteiramente casualizado em esquema
fatorial com 5 repeticdbes. Uma placa foi considerada uma repeticdo. Cada

experimento de antagonismo foi realizado duas vezes.

4.3 OBTENCAO DA SUSPENSAO DE BACTERIAS E DO SOBRENADANTE LIVRE DE CELULAS

Primeiramente as cepas de Bacillus foram ativadas em meio de
cultura Nutriente Agar (NA) e ap6s 24 horas de crescimento a 28°C, foram
preparadas as suspensdes de células de Bacillus sp., LAFUEL 01, LAFUEL 02 e
LAFUEL 03 em agua destilada esterilizada e ajustadas em espectrofotbmetro na
concentragcéo ODeoo. = 0,3

Para a producdo de metabdlitos antifungicos, aliquotas de 1% (v/v)
das suspensdes de Bacillus foram transferidos para frascos erlenmeyer de 250 mL,
contendo 125 mL de meio Caldo Nutriente (NB). A incubacao foi realizada em shaker
orbital a 28°C e 200 rpm por 72 h. Apos incubacdo, as culturas foram centrifugadas a
4° C e 9000 rpm por 10 min e filtradas em membrana de 0,22 um para obtencdo do

sobrenadante livre de células (SLC).

4.4 TESTE DE DIFUSAO EM AGAR
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Os fungos fitopatogénicos foram repicados em meio BDA em placas
de Petri de 90 mm de diametro e incubados a 25° C e fotoperiodo de 12/12 h. Disco
de micélio de 6 mm de diametro foi retirado de cada fitopatégeno e inoculado no centro
de outra placa. Na borda da placa foram realizados, de forma equidistantes, quatro
pocos de 6 mm de diametro onde foram pipetados 200 uL do SLC.

As placas foram incubadas a 25° C e fotoperiodo de 12/12 h. Como
controle foram utilizadas placas somente com o fungo fitopatogénico. Apoés cinco dias
foi determinado o didmetro da col6nia fungica. O delineamento experimental foi

inteiramente casualizado com 4 repeti¢cdes e 0 experimento foi realizado duas vezes.

4.5 CONTROLE DOS FUNGOS FITOPATOGENICOS

O experimento foi conduzido em casa de vegetacao, localizada na
Universidade Estadual de Londrina, em Londrina, no estado do Paranad. O
delineamento experimental foi em blocos casualizados, com cinco repeti¢cdes. O

experimento foi realizado duas vezes.

4.5.1 Inoculacdo de sementes com os fungos fitopatogénicos

Para obtencao de sementes inoculadas pelos fitopatdgenos, foi usada
a técnica de restricdo hidrica utilizando-se meio BDA + manitol. Foram adicionados
73,54 g de manitol a 1000ml de BDA, para atingir o potencial hidrico de -0,4 MPa.
Apods 10 dias de cultivo do fitopatdgeno nas placas de 9 cm de diametro com seis
discos por placa e constatada a colonizacao total da superficie do meio, as placas
receberam sementes de milho doce previamente desinfestadas (1 minuto com
hipoclorito de sodio 1%, lavadas duas vezes por 1 minuto em agua destilada
esterilizada e submetidas a secagem em camara de fluxo laminar por 20 minutos). As

sementes foram distribuidas na superficie do meio colonizado e as placas, incubadas

por 24 horas em fotoperiodo 12/12 h (BERTAGNOLLI et. al, 2017).

4.5.2 Tratamento de sementes

As sementes, cultivar da Embrapa BR400 Super-doce Havai,
produzidas pela Isla sementes foram tratadas com 2 ml de suspenséo de células de
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Bacillus sp na concentragdo ODsoo= 0,3, para cada 100g de sementes. Também foi
utilizado o SLC, produzido como descrito no item 4.3.

Para comparar a eficiéncia das cepas de Bacillus spp, foi utilizado o
produto comercial Serenade, a base de esporos de Bacillus subtillis linhagem QST 713
(minimo de 1 x 10° UFC/g de ativo), na dose de 4 a 6 I/ha de produto no sulco de
plantio, para R. solani e fitopatdgenos responsaveis por tombamento conforme o
fabricante.

Para o tratamento de sementes com os isolados de Trichoderma spp,
as colbnias. foram raspadas com o auxilio de uma alca estéril e o contetdo colocado
em agua destilada para a obtencao da suspenséao de conidios. A suspensao foi filtrada
em dupla gaze e calibrada para a concentracdo em 108 conidios/ml. em camara de
Neubauer e utilizada na dosagem de 20 mL para 45 sementes (MAYO et al. 2015).

Para a comparacdo com os isolados de Trichoderma spp. foi utilizado
o produto comercial ECOTRICH ® contendo conidios de Trichoderma harzianum
isolado IBLF 006 (1 x 10° UFC/g de produto). Utilizou-se a recomendacdo do
fabricante para F. solani f. sp. phaseoli e R. solani que é para aplicacdo via semente,
na dose de 40 a 60 g do produto para cada 100 kg de semente, deixando agir por
alguns minutos e a semeadura foi realizada em no maximo 24 horas apos a
inoculacao.

O fungicida quimico utilizado para o controle positivo foi o Vitavax
(Thiram+Carboxina) que para o tratamento de sementes, € recomendado a dose de
250 a 300 mL do produto a cada 100kg de sementes, de acordo com a bula para a
cultura do milho.

As sementes microbiolizadas foram semeadas em bandejas com substrato
estéril, sendo 25 sementes por bandeja, aos sete dias apdés a emergéncia foram

avaliadas a porcentagem de germinacao.

4.6 DETERMINACAO DA GERMINACAO DE SEMENTES E DE PARAMETROS DE CRESCIMENTO DE

PLANTULAS DE MILHO DOCE

As sementes de milho doce foram esterilizadas com hipoclorito de
sédio a 1% por 1 minuto e lavadas trés vezes com agua estéril. Apos essa etapa, as
sementes foram tratadas como no item 4.5.2. No tratamento controle foi utilizada agua

esterilizada.
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O teste de germinacdo em papel germitest foi realizado, apenas com
os isolados de Trichoderma para a determinacéo dos isolados a serem utilizados na
casa de vegetacdo. As sementes microbiolizadas, foram distribuidas em papel filtro,
25 sementes para cada rolo e incubados em camera de germinagéo a 24° C, com 55%
de umidade relativa, fotoperiodo 12\12h. Apos sete dias foi realizada a contagem das
germinadas e determinada a taxa de germinacédo, plantas normais e anormais. Para
cada isolado de Trichoderma foram realizadas quatro repeticdes, sendo cada rolo de
papel considerado uma repeticéo.

Em casa de vegetacdo as sementes microbiolizadas foram semeadas
em vasos com solo estéril. Trés sementes foram colocadas por vaso e adubadas com
NPK 5:25:25, na dose de 115 kg por ha. ApGs a emergéncia foram mantidas apenas
duas plantas que foram conduzidas até a fase fenologica V3. Foram avaliadas a
porcentagem de germinagdo, o comprimento da parte aérea, comprimento da raiz e
para a determinacdo da matéria seca, as plantas foram colocadas em estufa a 60 °C
para a secagem e apds atingirem peso constante foi realizada a pesagem. O
experimento foi realizado duas vezes, com 5 repeti¢cdes.

Os dados experimentais foram avaliados quanto a normalidade
(Shapiro-Wilk) e homogeneidade (Bartlett) e submetidos a analise de variancia. As
médias com efeitos significativos foram posteriormente comparadas pelo teste de
Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ANTAGONISMO IN VITRO

No primeiro experimento de confrontacdo direta, ndo houve interacéo
entre o tratamento de sementes e os fungos fitopatogénicos (Tabela 1 e Figura 1). O
crescimento micelial das duas espécies de Aspergillus sp. foi inibido em 59,78% e
51,20% para AP1 a AP2, respectivamente. O crescimento micelial de Penicillium sp.
(PEN) foi inibido em 41,05%, enquanto o de Fusarium sp. (FUS) e Acremonium
striticum (ACR) foi inibido em 33,59 e 31,04%, respectivamente. Os isolados de

Trichoderma n&o apresentaram diferenca com inibicdes entre 39,91 e 48,13 %.

Tabela 1. Inibicdo do crescimento micelial (%) de Fusarium sp. (FUS), Acremonium
striticum (ACR), Aspergillus sp. (AP1), Aspergillus sp. (AP2) e Penicillium sp. (PEN)
em confrontagao direta com Trichoderma asperellum (T2, T7, T20, T26, T37, T38, T41
e T70), T. asperelloides (T25) e Trichoderma sp. (T24).

TRAT. FUS ACR AP1 AP2 PEN MEDIA

Experimento 1
T2 39,851 30,14 61,26 63,16 46,25 48,13
T7 29,16 18,85 52,66 70,49 39,99 42,23
T20 27,86 32,73 48,89 53,82 42,48 41,15
T24 30,92 53,80 51,20 59,71 36,38 46,40
T25 32,83 21,11 43,63 61,05 41,98 40,12
T26 38,17 38,85 43,31 61,03 37,49 43,77
T37 26,32 17,59 55,84 62,37 51,29 42,68
T38 38,75 34,44 58,32 59,97 48,52 48,00
T41 31,87 22,89 50,74 53,66 40,41 39,91
T70 40,19 40,03 46,23 52,55 25,78 40,95
MEDIA 33,59CD 31,04D 51,20B 59,78 A 41,05C 43,33
C.V (%) 15,74

Experimento 2

T2 47,10'aB 42,06 aB 75,18 aA 72,00 abA 70,72 abcA 61,41
T7 45,92 aB 45,61 aB 65,63 aA 68,00 abA 69,77 abcA 58,98
T20 46,78 aC  47,74aC 81,50 aA 67,72 abAB 53,68 cBC 59,48
T24 48,91aB 51,00 aAB 67,51 aA 58,72 bAB 56,95cAB 56,61
T25 47,50 aB 47,67 aB 73,09 aA 80,40 aA 68,13 abcA 63,35
T26 49,89 aB 53,58 aB 83,22 aA 72,22 abA 81,00 aA 67,98
T37 44,41 aB 46,02aB 67,13 aA 69,27 abA 63,77 abcA 58,12
T38 57,08 aB 45,15aB 77,22 aA 78,50 aA 58,00 bcB 63,19
T41 49,71 aB 39,91aB 73,13 aA 69,04 abA 66,78 abcA 59,71
T70 47,04 aB 39,07aB 74,86 aA 79,29 aA 76,72 abA 63,39
MEDIA 48,43 45,78 73,84 71,51 66,55 61,22
C.V (%) 15,21

ns-Nao significativo a pela andlise de variancia a 5% de probabilidade
IMédias seguidas de mesma letra minGscula nas colunas e mailscula nas linhas nédo diferem entre si a 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.
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Figura 1. Fusarium sp. (FUS), Acremonium striticum (ACR), Aspergillus sp. (AP1),
Aspergillus sp. (AP2) e Penicillium sp. (PEN) em confrontacdo direta com Trichoderma
asperellum (T2, T7, T20, T26, T37, T38, T4l e T70), T. asperelloides (T25) e

Trichoderma sp. (T24).
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No segundo experimento foi constatada interacéo significativa entre
os tratamentos e os patdégenos (Tabela 1). De forma geral, a maior inibicdo do
crescimento micelial foi nos patdégenos AP1 e AP2 seguida por PEN, FUS e ACR,
seguindo a mesma tendéncia do que no experimento 1. No caso de FUS, ACR e AP1
a inibicao exercida pelos isolados de Trichoderma foi estatisticamente igual, variando
de 44,41 a 57,08% para FUS, de 39,07 a 51% para ACR e de 65,63 a 83,22% para
AP1. Para AP2, os isolados T38 e T70 exerceram maior inibicdo. No caso de PEN,
maior inibicdo foi exercida pelos isolados T26 e T70, estatisticamente maior que a
exercida por T20, T24 e T38.

Nos experimentos de confronto direto foi avaliado também a

agressividade do antagonismo segundo a escala de Bell (Tabela 2).

Tabela 2. Classificacdo na Escala de Bell dos isolados de Trichoderma asperellum
(T2, T7, T20, T26, T37, T38, T4l e T70), T. asperelloides (T25) e Trichoderma sp.
(T24)em confrontacdo direta com Fusarium sp. (FUS), Acremonium striticum (ACR),
Aspergillus sp. (AP1), Aspergillus sp. (AP2) e Penicillium sp. (PEN). Resultados de
dois experimentos.

Isolado FUS ACR AP1 AP2 PEN
T24 11 1 2 2 2
T41 1 1 2 2 2
T20 1 1 2 2 2
T70 1 1 2 2 2
T26 1 1 2 2 2
T38 1 1 2 2 2
T2 1 1 2 2 2
T25 1 1 2 2 2
T7 1 1 2 2 2
T37 1 1 2 2 2

lEscala de Bell: 1- antagonista ocupa toda a placa; 2- antagonista ocupa 2/3 da placa; 3- antagonista e patégeno
ocupam metade da placa; 4- patégeno ocupa 2/3 da placa; 5- patégeno ocupa toda a placa.

Nos dois experimentos, os isolados de Trichoderma obtiveram a
mesma nota na Escala de Bell. Contra FUS e ACR apresentaram nota 1, ou seja, 0s
diferentes isolados de Trichoderma foram capazes de crescer sobre o crescimento
micelial desses patégenos, ocupando toda a placa. No caso do confronto contra AP1,
AP2 e PEN, a nota dos isolados de Trichoderma foi 2, pois mesmo sendo capazes de
crescer mais que os fitopatdégenos, seu crescimento ocupou 2/3 da placa sendo detido

de encontro com o crescimento micelial dos patégenos.
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Os Trichoderma reduzem o crescimento micelial de varios fungos
patdgenos de solo tais como Sclerotium rofsii (ABDUL; ALTINOK, 2019), Rhizoctonia
solani (MAYO et al.,, 2020), Fusarium verticillioides (VEENSTRA et al., 2019) e
Pythium spp. (BIAM et al, 2019), dentre outros.

Fungos do género Trichoderma s&o competidores agressivos,
competindo com o patégeno principalmente por nutriente, luz e espaco (SILVA et al.
2017). O crescimento micelial dos fungos patdégenos é afetado principalmente porque
a maioria dos isolados de Trichoderma sp. apresentam um crescimento muito rapido
e agressivo em meio de cultura. Uma vez que os nutrientes séo limitados, aquele com
maior crescimento é capaz de absorver maior quantidade e se torna mais competitivo
(MARTINS et al., 2018).

Em estudo de Azevedo et al. (2020), os metabdlitos secundarios
produzidos por Trichoderma sp. também foram um dos mecanismos capazes de inibir
o crescimento micelial de Fusarium spp. Os compostos sintetizados pelo género
Trichoderma como: pironas, terpenos, alcoois, cetonas, xantonas, alcanos, alcenos e
fenois sé@o derivados de diversas vias metabdlicas do fungo (KADDES et al., 2019).

Em estudos de Aoyagi et al. (2021) foi verificado que o crescimento
de T. harzianum cepa TCA5 sobre F. oxysporum e B. cinerea, recebeu nota 1 na
escala de Bell, o que o classifica como muito competitiva A capacidade do
Trichoderma sobrecrescer sobre fungos patégenos foi comprovada no confronto direto
com Sclerotium rolfsii (SILVA et al., 2017).

Trichoderma sp. identificam estimulos quimicos sintetizados pelas
hifas de fungos fitopatogénicos e crescem em sua direcao para parasitar e utilizar o
conteudo do hospedeiro como fonte de nutrientes. De forma geral, as enzimas como
quitinases, proteases e [-1,3-glucanases, destroem a parede celular do fungo
possibilitando que Trichoderma penetre o patégeno e realize a antibiose através de
metabdlitos secundarios (CONSOLO et al., 2012; GERALDINE et al., 2013).

Os metabdlitos secundarios encontrados no género Trichoderma séo
moléculas volateis e n&o volateis que podem atuar sozinhas ou em conjunto (JELEN,
BLASZCZYK, et al.,, 2014). Sado exemplos, as quinonas, pironas, terpenoides,
esteroides (REINO et al.,, 2008), gliotoxinas, gliovirinas (HOWELL, 1991) e os
peptideos antibidticos, denominados de peptaibols (DANIEL; RODRIGUES FILHO,
2007).
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No confronto direto entre Bacillus e os fungos fitopatégenos, foi
constatada interacéo significativa entre as cepas de Bacillus e os fitopatégenos, nas
duas repeticbes (Tabela 3 e Figura 2).

No primeiro experimento, as trés cepas de Bacillus sp. apresentaram
estatisticamente a mesma inibicdo para cada patogeno. De forma geral o PEN (72,37
a 76,04%) foi o mais inibido, seguido por FUS (48,89 a 54,10%), ACR (50,41 a
53,61%), AP1 (44,67 a 49,01%) e AP2 (47,91 a 51,80%).

Tabela 3. Inibicdo do crescimento micelial (%) de Fusarium sp. (FUS), Acremonium
striticum (ACR), Aspergillus sp. (AP1), Aspergillus sp. (AP2) e Penicillium sp. (PEN)
em confrontacdo direta com Bacillus sp. LAFUEL 01, LAFUEL 02 e LAFUEL 03.

TRAT. FUS ACR AP1 AP2 PEN
Experimento 1
LAFUEL 01 50,27'aB 50,41aB 44,67 aB 50,06 aB 72,37 aA
LAFUEL 02 54,10aB 53,61aB 46,49aC 51,80aBC 75,34 aA
LAFUEL 03 48,89aB 51,45aB 49,01aB 47,91 aB 76,04 aA
C.V (%) 5,67
Experimento 2
LAFUEL 01 47,77aB 47,63aB 48,75aB 49,58 bB 72,81 aA
LAFUEL 02 57,63aB 56,52aB 51,53aB 60,27 aB 76,66 aA
LAFUEL 03 52,77aB 5458aB 47,50aB 58,02 aB 78,52 aA
C.V (%) 12,39

IMédias seguidas de mesma letra minGscula nas colunas e mailscula nas linhas néo diferem entre si a 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.

No segundo experimento o PEN (72,81 a 78,52%) novamente foi 0
patbgeno mais afetado pelas cepas de Bacillus, os demais FUS (47,77 a 57,63 %),
ACR (47,63 a 56,52 %) e AP1 (47,50 a 51,53 %) nao se diferiram estatisticamente,
apenas AP2 foi menos controlado pela cepa LAFUEL 01 com 49,58% de inibicéo,
LAFUEL 02 (60,27%) e LAFUEL 03 (58,02%).

O indice de velocidade do crescimento micelial dos fitopatdgenos em
confrontacdo direta com Bacillus sp. também foi avaliado e esta apresentado na
Tabela 4.

No primeiro experimento, FUS apresentou um crescimento mais lento
guando em confronto com o isolado LAFUEL 02 e PEN teve a sua velocidade de
crescimento mais reduzida pela cepa LAFUEL 03. Para os demais patogenos, ACR,

AP1 e AP2, as cepas de Bacillus ndo foram diferentes estatisticamente, porém
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interferiram a velocidade crescimento dos patdégenos, com médias menores

estatisticamente que as médias do controle.

Figura 2. Confronto direto de Fusarium sp. (FUS), Acremonium striticum (ACR),
Aspergillus sp. (AP1), Aspergillus sp. (AP2) e Penicillium sp. (PEN) em confronto direto
com Bacillus sp. LAFUEL 01, LAFUEL 02 e LAFUEL 03.

TEST LAFUEL 01 LAFUEL 02 LAFUEL 03

No segundo experimento, PEN foi o patbgeno que reduziu mais o seu
crescimento pelo antagonismo das cepas de Bacillus, que foram diferentes entre si.
Os fitopatogenos FUS e ACR, tiveram velocidades de crescimento semelhantes, todas
as cepas de Bacillus diminuiram de forma similar a velocidade do crescimento desses
patégenos. AP2 e APL1 tiveram o maior indice velocidade de crescimento micelial em

comparagao com os outros fungos. AP1 cresceu mais lentamente sob a influéncia das
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trés cepas de Bacillus, mas apenas a cepa LAFUEL 03 reduziu a velocidade de
crescimento micelial de AP2.

Bactérias do género Bacillus sdo considerados bons agentes de
biocontrole principalmente pela sua capacidade de produzir enddsporos de resisténcia
e lipopeptideos antimicrobianos (CAVAGLIERI et al., 2005). Os lipopeptideos
conseguem interagir com a parte hidrofébica da membrana plasméatica do fungo, o
que acarreta no afrouxamento dos lipideos da parte superior da bicamada, ocorrendo
sua desestabilizag&o, provocando o surgimento de buracos que fazem com que ocorra
interferéncia no fluxo dos ions através das membranas, procedendo do rompimento
da membrana e consequente morte celular (BALLEZA, ALESSANDRINI e GARCIA,
2019).

Tabela 4. indice de velocidade do crescimento micelial de Fusarium sp. (FUS),
Acremonium striticum (ACR), Aspergillus sp. (AP1), Aspergillus sp. (AP2) e Penicillium
sp. (PEN) em confrontacao direta com Bacillus sp. LAFUEL 01, LAFUEL 02 e LAFUEL
03.

TRAT. FUS ACR AP1 AP2 PEN
Experimento 1
CONTROLE 241'aC 2,57 aBC 3,18 aB 3,87 aA 2,75 aBC
LAFUEL 01 1,88 abA 1,85 bA 1,91 bA 2,05 bA 1,46 bA
LAFUEL 02 1,68 bAB 1,55 bAB 1,72 bAB 2,04bAB 1,15bB
LAFUEL 03 192 abAB 1,43 bBC 1,77 bABC 2,38 bA 1,22 cB

C.V (%) 16,82

Experimento 2
CONTROLE 2,58 aB 2,68 aB 3,20 aA 2,97 aAB 3,38 aA
LAFUEL 01 1,78 bB 1,84 bB 2,17 bBC 2,58abA 1,04bC
LAFUEL 02 1,90 bB 1,96 bB 2,29bAB 2,56 abA 0,98 bC
LAFUEL 03 1,99bAB 1,94 bB 236 bAB  241bA 1,09bC
C.V (%) 10,57

IMédias seguidas de mesma letra minGscula nas colunas e mailscula nas linhas nao diferem entre si a 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.

Gabardo et al. (2020) verificaram a inibicdo micelial de fungos
fitopatdgenos em placas com meio BDA por Bacillus subtillis: S. rolfsii cresceu 72,25%,
S. sclerotiorum 68,22%, Colletotrichum dematium var. truncata 57,47%, e R. solani
apenas 4,19% de crescimento em relagcéo as placas controle sem Bacillus.

Narasimhan e Shivakumar (2016), também relataram a inibicdo de

crescimento micelial em 42% de R. solani (2015) e de 57% de C. gloeosporioides
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utilizando Bacillus sp. na forma de suspensao de células em tratamento de sementes
de pimenta.

Em estudos de Oliveira et al. (2020) o fungo Penicillium purpurogenum
teve seu crescimento inibido em tratamento de sementes de duas espécies de
palmeiras com suspensdo de células das cepas de B. amyloliquefaciens BP1RB,
BP66RB, BP70RB e BP201RB; B. subtillis BP60RB e BP186RB e B. methylotrophicus
BP35EB.

Deng et al. (2020) conseguiram comprovar a eficacia de B. sonorensis
cepa KLB GS-3 como agente de biocontrole de P. digitatum. Entre os resultados
encontrados, foi notada a inibicdo do crescimento micelial do fungo e a reducédo da
incidéncia do mofo em toranja, sendo o tratamento preventivo mais eficiente que o
curativo.

A Tabela 5 mostra a presenca de halo verificada no teste de
confrontacao direta entre as cepas de Bacillus com Aspergillus (AP2) e Penicillium sp

(PEN). Os demais fungos nédo apresentaram halo de inibig&o.

Tabela 5. Diametro de halo de inibigcdo (cm) no crescimento micelial de Aspergillus sp
(AP2) e Penicillium sp. (PEN). em confrontacdo direta com Bacillus sp. LAFUEL 01,
LAFUEL 02 e LAFUEL 03.

TRATAMENTO HALO (cm)
Experimento 1
AP2 x LAFUEL 02 0,37' b
AP2 x LAFUEL 03 0,18 b
PEN x LAFUEL 01 1,16 a
PEN x LAFUEL 02 1,06 a
PEN x LAFUEL 03 1,08 a
C.V (%) 16,76
Experimento 2
AP2 x LAFUEL 02 0,45Db
AP2 x LAFUEL 03 0,41b
PEN x LAFUEL 01 1,04 a
PEN x LAFUEL 02 1,21 a
PEN x LAFUEL 03 1,17 a
C.V (%) 13,63

IMédias seguidas de mesma letra mailscula nas linhas e mindscula nas colunas ndo diferem entre si a 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.

Foi observado nos dois experimentos de confronto direto entre os

fitopatdgenos e as cepas de Bacillus sp. a presenca de halo de inibicio em



48

confrontacdo com PEN (trés cepas de Bacillus sp.) e com AP2, apenas com LAFUEL
02 e 3. O halo de inibicdo de PEN foi estatisticamente maior que o de AP2.

A presenca de halo indica a presenca de metabolitos secundérios,
produzidos pelas bactérias que difundiram no meio de cultivo inibindo o crescimento
do fungo nessa regido da placa. Essa capacidade de produzir metabdlitos secundarios
com atividade antimicrobiana é de interesse para o desenvolvimento de bioprodutos
para a agricultura (PAZ et al., 2018).

Em estudos de Zhang et al. (2020), o isolado de B. siamensis cepa G-
3, produziu cerca de 22 compostos volateis eficazes no controle de doencas de pos-
colheita de framboesa causadas por B. cinerea e Rhizopus stolonifer no fruto.

A eficiéncia do sobrenadante livre de células (SLC) das cepas de
Bacillus sp. em inibir o crescimento de fungos fitopatogénicos esta apresentada na

Tabela 6 e na Figura 3.

Tabela 6. Diametro do crescimento micelial (cm) de Fusarium sp. (FUS), Acremonium
striticum (ACR), Aspergillus sp. (AP1), Aspergillus sp. (AP2) e Penicillium sp. (PEN).
sob influéncia de sobrenadante livre de células (SLC) de Bacillus sp. LAFUEL 01,
LAFUEL 02 e LAFUEL 03

TRAT FUS ACR AP1 AP2 PEN
Experimento 1
CONTROLE 9,00'aA 9,00 aA 9,00 aA 9,00 aA 9,00 aA
SLC LAFUELO1 5,90 bC 7,80 bB 9,00 aA 9,00 aA 9,00 aA
SLC LAFUELO2 6,10 bB 6,20 cB 9,00 aA 9,00 aA 9,00 aA
SLC LAFUELO3 4,95cC 530dC 9,00 aA 8,27 bB 9,00 aA
C.V (%) 3,97
Experimento 2
CONTROLE 9,00 aA 9,00 aA 9,00 aA 9,00aA 9,00 aA
SLC LAFUELO1 5,57 bB 6,35 bB 9,00 aA 9,00aA 9,00 aA
SLC LAFUELO2 5,37 bB 3,75cC 9,00 aA 9,00aA 9,00 aA
SLC LAFUELO3 5,97 bC 7,05 bB 9,00 aA 7,82 bB 9,00 aA

C.V (%) 5,96
IMédias seguidas de mesma letra mailscula nas linhas e mindscula nas colunas ndo diferem entre si a 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.
2Letras minUsculas correspondem ao desdobramento das cepas de Bacillus dentro de cada patégeno. Letras
maiulscula correspondem ao desdobramento dos patdégenos dentro de cada cepa de Bacillus.
3SLC 01= Sobrenadante livre de células de Bacillus sp. cepa LAFUEL 01.; SLC= Sobrenadante livre de células de
Bacillus sp. cepa LAFUEL 02; SLC 03= Sobrenadante livre de células de Bacillus sp. cepa LAFUEL 03.

Para AP1 e PEN nao foi constatado diferenca significativa para o
crescimento micelial no de teste de difusdo em &gar do SLC nos dois experimentos.
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No primeiro experimento o SLC 03 foi o que apresentou melhores
resultados reduzindo o crescimento micelial dos fungos FUS (4,95 cm), ACR (5,30
cm) e AP2, (8,27 cm) e nao foi controlado por nenhum outro, iISSo se compararmos
com a placa controle (9,00 cm). AP2 foi controlado apenas pelo SLC LAFUEL 03.

Figura 3. Teste de difusdo em agar do sobrenadante livre de células (SLC) de
LAFUEL 01, LAFUEL 02 e LAFUEL 03 Bacillus sp. sobre o crescimento micelial de
Fusarium sp. (FUS), Acremonium striticum (ACR), Aspergillus sp. (AP1), Aspergillus
sp. (AP2) e Penicillium sp. (PEN).

FUS

TEST SLCO01 SLC02 SLC02 SLCO03

SLC 01= Sobrenadante livre de células de Bacillus sp. cepa LAFUEL 01.; SLC= Sobrenadante livre de células de
Bacillus sp. cepa LAFUEL 02; SLC 03= Sobrenadante livre de células de Bacillus sp. cepa LAFUEL 03.
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No segundo experimento o SLC 02 (3,75 cm) foi o que mais interferiu
no crescimento de ACR. FUS teve o seu crescimento mais prejudicado pelo SLC 02
(5,37 cm) e SLC 03 (5,97cm) e ndo foram diferentes estatisticamente. AP2, novamente
teve seu crescimento controlado apenas pelo SLC 03 (7,82 cm).

O SLC da cepa de B. subtilis BjJ apresentou eficiéncia contra o fungo
Magnaporthe oryzae, diminuindo a incidéncia da doenca em 50% em plantas de arroz
quando utilizada em tratamento de sementes e em pulverizagdo. No tratamento de
sementes a reducao da doenca foi superior a 70% (HE et al., 2019b).

O sobrenadante livre de células das cepas 5YN8 e DSN012 de B.
velezensis foi capaz de inibir o crescimento micelial de B. cinerea em experimento em

placa de Petri no teste de difusdo em agar (JIANG, 2018).

5.2 CONTROLE DOS FUNGOS FITOPATOGENICOS

O teste de germinacdo em papel com sementes de milho doce
microbiolizadas com isolados de Trichoderma sp. para o controle dos fungos
fitopatogénicos foi realizado para a selecdo dos isolados de Trichoderma sp. que
seriam avaliadas em casa de vegetacdo (Tabela 7). Os isolados T26 e T70, nédo
tiveram a esporulacdo desejada para o tratamento de semestre (108 conidios/ml)
sendo, portanto, descartados.

De maneira geral a germinacdo das sementes de milho doce
microbiolizadas com a suspensao de esporos dos diferentes isolados de Trichoderma,
nao foram diferentes estatisticamente, com excec¢do dos isolados T20 e T41 no
primeiro experimento com as maiores médias de germinacdo e no segundo
experimento apenas o isolado T20. Em ambas os experimentos o isolado T37 teve a
menor taxa de germinacao.

O tratamento de sementes com Trichoderma sp. melhora o
desenvolvimento radicular e esta relacionado a diversos compostos liberados pelas
hifas. Essas moléculas sdo capazes de estimular a ramificacdo das raizes,
aumentando a capacidade de absor¢do de nutrientes e 4gua, que proporciona um
melhor crescimento da raiz (BEZERRA et al., 2022).
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Tabela 7. Germinacdo (%) de sementes de milho doce em microbiolizadas com
isolados de Trichoderma asperellum (T2, T7, T20, T37, T38, T41), T. asperelloides
(T25) e Trichoderma sp. (T24) e ECOTRICH ® a base de T. harzianum IBLF 006 em
rolos de papel germitest.

TRATAMENTO GERMINACAO (%)
Experimento 1
Agua 59,0! ab
T. harzianum IBLF 006 57,0 ab
T20 64,0 a
T25 62,0 ab
T24 60,0 ab
T41 69,0 a
T38 60,0 ab
T2 62,0 ab
T7 56,0 ab
T37 46,0 b
C.V (%) 13,63
Experimento 2
Agua 61,0ab
T. harzianum IBLF 006 60,0ab
T20 66,5a
T25 59,5ab
T24 56,5ab
T41 63,0ab
T38 60,5ab
T2 58,5ab
T7 58,5ab
T37 49,5b
C.V (%) 9,36

IMédias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

Uma das formas proposta para aumentar a eficiéncia dos tratamentos
com Trichoderma é a aplicacdo em forma de suspenséo de conidios pré germinados,
acredita-se que o efeito é acelerado dessa forma, no entanto os conidios ficariam mais
frageis e em ambientes secos sofreriam facilmente dissecagédo (FERREIRA, 2021).

A eficiéncia dos isolados no controle dos fitopatdgenos em casa de
vegetacao esta apresentada na Tabela 8. A germinagédo das semente de milho doce
inoculada artificialmente com Fusarium sp., Acremonium striticum, Aspergillus sp.
(AP1), Aspergillus sp. (AP2) e Penicillium sp. e tratada com produtos a base de
Trichoderma, Bacillus sp LAFUEL 03., fungicidas microbiolégicos (SERENADE ®© e
ECOTRICH ®) e quimicos (VITAVAX ®= Thiram + carboxina), foi avaliada aos sete
dias.
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No primeiro experimento foi constatada a interacéo entre os fatores.
PEN foi o Unico patdgeno controlado pelos tratamentos T20, o comercial a base de T.
harzianum IBLF 006 e o fungicida Thiram+Carboxina, aumentando a germinacéo da
semente de 55% (agua) a 70% (T20) e 72% (fungicida a base de Bacillus e quimico).

O SLC LAFUEL 03 prejudicou a germinacao das sementes infectadas
por FUS, ACR, AP1 e AP2, portanto, ndo pode ser considerado para o tratamento de
sementes. T. harzianum IBLF 006 também diminuiu a germinagdo de sementes
infectadas com FUS e T20 prejudicou a germinacdo em sementes infectadas com
ACR.

Tabela 8. Germinacdo (%) aos sete dias de semente de milho doce inoculada
artificialmente com Fusarium sp. (FUS), Acremonium striticum (ACR), Aspergillus sp.
(AP1), Aspergillus sp. (AP2) e Penicillium sp. (PEN) e tratada com produtos a base de
Trichoderma asperellum (T20 e T41), Bacillus sp. LAFUEL 03, fungicida
microbiolégico (SERENADE® a base de B. subtillis QST 713 e ECOTRICH® a base de
T. harzianum IBLF 006) e quimico (VITAVAX® Thiram + carboxina).

TRAT. FUS ACR AP1 AP2 PEN
Experimento 1
MEDIAS

Agua 70,0 aA 69,0 aA 66,0 abAB 68,0 abAB 55,0 bcB 65,6
T41 69,0 aA 70,0 aA 62,0 abA 65,0abA 63,0abA 65,8
T20 62,0 abAB 50,0 bB 61,0 abAB 61,0 abAB 70,0 aA 60,8
LAFUEL 03 64,0 abA 69,0 aA 71,0 aA 63,0 abA 48,0 cB 63,0
SLC LAFUEL 03 51,0 bAB 49,0 bAB 46,0 cB 46,0 cB 61,0 abcA 50,6

B. subtillis QST 713 62,0 abAB 60,0 abAB 66,0 abA 73,0aA 52,0bcB 62,60
T. harzianum IBLF 006 54,0 bB 69,0 aA 73,0 aA 61,0 abAB 72,0 aA 65,80
Thiram+Carboxina 61,0 abABC 68,0aAB 53,0bcC 57,0 bcBC 72,0 aA 62,20

MEDIAS 61,6 63,0 62,2 61,75 61,6
C.V (%) 10,77
Experimento 2

MEDIAS
Agua 66,0 73,0 69,0 69,0 69,0 69,2 bc
T41 78,0 79,0 83,0 72,0 76,0 77,6 a
T20 67,0 73,0 78.0 68,0 71,0 71,4 abc
LAFUEL 03 77,0 68,0 77,0 75,0 75,0 74,4 ab
SLC LAFUEL 03 60,0 63,0 68,0 69,0 70,0 66,0 c
B. subtillis QST 713 72,0 76,0 77,0 73,0 74,0 74,4 ab
T. harzianum IBLF 006 80,0 73,0 77,0 76,0 71,0 75,4 ab
Thiram+Carboxina 77,0 70,0 65,0 68,0 70,0 70,0 bc
MEDIAS 72,1 A 719 A 74,3 A 71,3 A 719 A
C.V (%) 8,83

IMédias seguidas de mesma letra mailscula nas linhas e minlscula nas colunas néo diferem
entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.
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No segundo experimento néo foi observada interacéo entre os fatores
tratamento e patdgeno. O controle tratado com agua obteve uma média de 69,2% de
germinacao e o tratamento com T20 apresentou a maior média com 77,6%. O SLC
LAFUEL 03 foi responsavel pela menor % de germinacdo das sementes, com uma
média de 66%.

Segundo Kupper et al. (2013), € possivel que a eficiéncia de
antagonistas pode ser afetada pela densidade populacional, a inoculacéo artificial
pode resultar em uma infestagdo que ndo atinge os niveis reais, tornando o controle
ineficiente, porém pode servir como parametro para avaliacdo da acdo do
microrganismo no controle de fitopatégenos em situacao natural de infeccao.

Cruz et al. (2020) trataram de sementes de algodoeiro com suspensao
de conidios de Trichoderma sp. e obteve resultados na diminuicdo de 88% da
incidéncia de Aspergillus sp. em avaliacbes pos emergéncia.

Da Silva e Tebaldi (2017), obtiveram controle de Penicillium spp. em
sementes tratadas com T. asperellum, o controle foi de 94 a 82% para os dois hibridos
de milho utilizados no experimento. Porém ndo tiveram resultados quando utilizaram
uma cepa de Bacillus subtillis.

O tratamento preventivo por pulverizacéo do solo com a cepa QST713
de Bacillus subtillis contra F. oxysporum f. sp. lycopersici seguido do plantio de tomate
proporcionou uma reducao de 70% da murcha de fusarium em relacdo ao solo nao
tratado (CUCU et al., 2020).

A metodologia de aplicacdo pode ter afetado os resultados que foram
encontrados neste presente trabalho. Os trabalhos citados a baixo utilizaram
metodologias que foram eficientes no controle de doengas com Trichoderma spp.

He et al., (2019a) utilizaram uma aplicacdo em forma de granulos de
Trichoderma, que foram produzidos a partir da fermentacdo em meio BD do isolado
de T. asperellum GDFS1009. O fermentado foi utilizado para inocular um meio com
indutor de clamidésporos e ajustado a uma concentragcdo de 108 UFC mL. O caldo
obtido da fermentacéo foi misturado em terra de diatomaceas e farelo de trigo moido,
agitado com um misturador, espremido em granulador e seca a 43-50°C de 1-2 h para
formar granulos a base de Trichoderma. Esse experimento mostrou que, em
semeadura, o tratamento no solo com o Trichoderma pode controlar F. graminearum,
pois o fungo Trichoderma pode proliferar na rizosfera, colonizar o tecido radicular e

induzir resisténcia nas plantas de milho contra o patdgeno.
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No que se diz respeito ao poder curativo do Trichoderma, sua
aplicacdo na forma de suspensdo de conidios apresentou pouca eficiéncia e os
mecanismos atuantes ainda n&o foram totalmente esclarecidos. A resposta esta em
entender se a propriedade curativa acontece por mecanismos diretos que atuam sobre
os fitopatdbgenos ou mecanismos indiretos que proporcionam um melhor
desenvolvimento e crescimento das plantas e atuam no controle de patdgenos ja
presentes no hospedeiro (FERREIRA, 2021).

5.3 DETERMINACAO DA GERMINACAO DE SEMENTES E DE PARAMETROS DE
CRESCIMENTO DE PLANTULAS DE MILHO DOCE

Para a determinacao da germinacao de sementes e de parametros de
crescimento de plantulas de milho doce, foi avaliada a capacidade dos
microrganismos de promoverem o crescimento de plantas, onde foram verificados a
germinacgdo, comprimento parte aérea, comprimento raiz, matéria seca parte aérea,
matéria seca raiz, matéria seca total, matéria seca raiz\massa seca total de plantulas
de milho oriundas de semente tratada com produtos a base de Bacillus sp. e
Trichoderma sp. (Tabela 9).

Analisando o primeiro experimento de promoc¢ao de crescimento, as
variaveis germinacdo (GER), comprimento parte area (CPA) e comprimento de raiz
(CRA) né&o obtiveram diferengas significativas entre tratamentos.

Para a variavel matéria seca da parte aérea (MSPA), plantulas
oriundas de sementes tratadas com os isolados T2, T20 e T25 de Trichoderma,
Bacillus LAFUEL 01 e 03, e com o produto comercial a base de Trichoderma
ECOTRICH @ tiveram média mais alta. A matéria seca de raiz (MSR) foi melhorada
pelo tratamento com T2, T7, T20 e T24 de Trichoderma. A matéria seca total (MST)
foi maior quando as sementes foram trataras com os isolados T2, T7, T20, T25 e
LAFUEL 03.

Ja a relagdo matéria seca raiz\massa seca total (MSR\MST) foi
significativamente maior quando as sementes foram microbiolizadas com todos os
isolados de Trichoderma utilizada T2, T7, T20, T24, T25, T37, T38 E T41, pelos trés
sobrenadante livre de células de Bacillus, SLC 01, SLC 02 e SLC 03, e quando

inoculada com a suspensao de células de Bacillus da cepa LAFUEL 02.
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Tabela 9. Germinacado (GER), comprimento parte aérea (CPA), comprimento raiz
(CRA), matéria seca parte aérea (MSP), matéria seca raiz (MSR), matéria seca total
(MST), matéria seca raiz\massa seca total (MST\MSR) de plantulas de milho
oriundas de semente tratada com produtos a base de Bacillus sp. e Trichoderma sp.

TRATAMENTO GER CPA (cm) CRA(cm) MSPA MSR MST MSR\
(%) ) ) (@) MST
Experimento 1
Agua 60 ns 53,08 ns 37,18 ns 250b 1,78b 428c 041D
T41 60 54,08 42,64 267b 195b 462c 044a
T38 60 47,14 32,80 193b 225b 4,18c 0,57a
T37 55 49,59 40,50 166b 147b 3,13c 047a
T2 50 60,73 40,94 3,75a 357a 7,32a 048a
T7 60 51,02 38,91 266b 270a 536c 050a
T20 65 59,44 41,83 444a 362a 8,06a 045a
T24 40 61,18 43,64 266b 3,22a 588b 054a
T25 50 63,35 36,60 485a 2,48b 7,33a 0,33b
SLC LAFUEL 01 40 58,84 37,20 204b 161b 365c 044a
SLC LAFUEL 02 85 50,94 43,95 294b 2,16b 510c 044a
SLC LAFUEL 03 65 56,75 47,62 230b 1,53b 3,83c 0,39a
LAFUEL 01 60 58,68 89,83 386a 202b 588b 035D
LAFUEL 02 35 58,10 40,86 237b 225b 462c 050a
LAFUEL 03 75 58,45 55,42 437a 197b 6,3da 0,29b
T.harzianum IBLF 006 75 55,70 37,20 3,53a 2,22b 575b 0,39b
B. subtilis QST 713 50 57,34 44,69 293b 169b 462c 0,37Db
C.V. (%) 20,10
Experimento 2
Agua 60 a 82,24 s 41,16ns 6,83b 224c 09,07c 0,24c
T41 70 a 68,78 44,92 727b 497a 12,24a 040a
T38 75 a 72,01 44,57 6,34b 3,77b 10,12b 0,37 a
T37 60 a 81,22 39,93 6,07b 2,03c 0810c 0,25c
T2 45b 77,92 44,40 83a 150c 09,86c 0,14d
T7 60 a 74,19 46,36 6,83b 151c¢ 0835c 0,18d
T20 60 a 73,27 47,76 904a 360b 1264a 0,28Db
T24 50 b 79,13 44,95 6,76 b 4,44a 11,19a 0,39a
T25 80 a 77,20 40,87 945a 1,37c¢c 10,82b 0,12d
SLC LAFUEL 01 55 a 78,51 39,72 6,64b 354b 10,18b 0,34 a
SLC LAFUEL 02 35b 81,02 47,37 708b 215c¢ 09,23c 0,22c
SLC LAFUEL 03 55 a 87,22 44,08 6,77b 274c 09,51c 0,28Db
LAFUEL 01 30b 86,23 44,64 846a 189c¢ 10,35b 0,18d
LAFUEL 02 45 b 82,71 46,52 6,24b 134c¢c 0758c 0,17d
LAFUEL 03 60 a 86,79 45,10 78la 256c¢ 10,38b 0,24c
T.harzianum IBLF 006 70 a 78,99 40,36 8,13a 16l1c 09,74c 0,16d
B. subtilis QST 713 75 a 84,80 42,15 709b 192c¢ 09,0lc 0,22c
C.V. (%) 23,96

ns-N&o significativo pela analise de variancia a 5% de probabilidade

IMédias seguidas de mesma letra na coluna néo diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Scott Knott.
2T2= Trichoderma asperellum; T7= T. asperellum; T20= T. asperellum; T24= T. asperellum; T25= T. asperellum;
T37=T. asperellum; T38=T. asperellum; T41=T. asperellum; LAFUEL 01= Bacillus sp.; LAFUEL 02= Bacillus sp.;
LAFUEL 03= Bacillus sp.; SLC 01= sobrenadante livre de células de Bacillus sp, cepa LAFUEL 01; SLC 02=
sobrenadante livre de células de Bacillus sp, cepa LAFUEL 02; SLC 03= sobrenadante livre de células de Bacillus
sp, cepa LAFUEL 03; ECOTRICH® a base de T. harzianum IBLF 006 e SERENADE® a base de B. subtillis QST

713.

No segundo experimento, ndo houve diferenga significativa entre os

tratamentos para as variaveis CPA e CRA. Para a variavel GER, o isolado de

Trichoderma T20, o sobrenadante livre de células de Bacillus SLC 02 e as suspenséao
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das células de Bacillus LAFUEL 01 e LAFUEL 02, reduziram a porcentagem de
germinacdo quando comparado a testemunha (60% de germinacdo) e os demais
tratamentos 50%, 35%, 30% e 45% respectivamente.

A MSPA, foi melhor quando as sementes foram microbiolizadas com
os isolados de Trichoderma T2, T20 e T25, com suspenséao das células de Bacillus
LAFUEL 01 e LAFUEL 03, e com o ECOTRICH ®. A MSR foi maior quando as
sementes foram microbiolizadas com os isolados de Trichoderma T41 eT24. A MST
foi maior quando as sementes foram microbiolizadas com os isolados T20 e T41.

A MSR\MST foi maior nas sementes tratadas com os isolados
Trichoderma T41, T38 e T24 e com o sobrenadante livre de células de Bacillus SLC
01.

Em resumo, as Unicas variaveis que foram alteradas pelos
tratamentos aplicados nas sementes foram MSPA, MSR, MST e MSR\MST. Para
MSPA, os tratamentos T2, T20, T25 LAFUEL 01, LAFUEL 03 e o produto comercial a
base de T. harzianum IBLF 006, foram os que apresentaram os melhores resultados
nos dois experimentos; o aumento da MSR foi proporcionado pelo tratamento T24 e
para MST por T20; na relacdo MSR\MST, os melhores tratamentos foram T41, T38,
T24 e o SLC LAFUEL 01. Para a promocdo de crescimento de modo geral o
tratamento com Trichoderma T20 e T24 proporcionaram melhores resultados.

Em estudos de Da Silva e Tebaldi (2017), sementes de milho tratadas
com suspenséo de T. asperellum e Bacillus subtillis, ndo tiveram maior germinacéo
do que em sementes ndo tratadas. Segundo 0s autores, 0s resultados estédo
relacionados ao tipo de substrato, a temperatura da casa de vegetacao, considerada
alta para as condicdes ideais do fungo e pode ter provocado secagem mais rapida do
substrato, independente da frequéncia de irrigacéao ter sido adequada.

A co-inoculagcdo em sementes de milho com B. aryabhattai cepa S10
e B. subtillis cepa ZM63 proporcionou acréscimo de 30% na altura da planta, 45% do
comprimento da raiz, 37% da massa seca da parte aérea e 122% na massa seca da

raiz em comparag¢ao com o controle ndo inoculado (AHMAD, 2019).
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6. CONCLUSAO

Em experimento de confronto direto todos os isolados de Trichoderma
e cepas de Bacillus testados apresentaram antagonismo frente aos patdégenos.

Penicillium sp. foi o patdgeno que mais inibido in vitro por parte das
cepas de Bacillus, apresentando halo de inibicdo do crescimento micelial maior do que
1cm.

A fungitoxicidade in vitro dos metabdlitos produzidos pela cepa
LAFUEL 03 foi maior do que as outras cepas, mas, nos experimentos in vivo, foi
responsavel por prejudicar a germinacdo das sementes infectadas.

Os isolados de T. asperellum T26 e T70 ndo possuem esporulacéo
desejada para a formulag&o de produtos a base de esporos. E necessario testa-los de
outra forma, explorando possiveis metabdlitos secundarios.

Sementes tratadas com o isolado de T. asperellum T41, apresentaram
maior germinacdo considerando todos os patdgenos inoculados e as plantulas
oriundas dessas sementes, apresentaram maior crescimento de raiz e planta inteira
nos testes de promocao de crescimento.

Entretanto, mais estudos sdo necessarios, em relacdo a concentracao

adequada e formas de aplicacdo dos agentes de biocontrole.
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