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INTERACAO DE Trichoderma asperellum E Bacillus spp. UTILIZADOS NO

CONTROLE BIOLOGICO DE DOENGAS NA SOJA

por

ADELIANE FERREIRA BRAGA

RESUMO: Um dos principais problemas fitossanitarios das grandes culturas sdo o0s
fitonematoides, que, por sua vez, caracterizam-se pela dificuldade de manejo. Diante disso, 0
biocontrole tornou-se uma ferramenta propulsora no controle desses patégenos pelo uso de
agentes bioldgicos. Sendo assim, objetiva-se com o presente estudo avaliar a compatibilidade
entre  microrganismos, detectando a possibilidade de efeitos antagonicos, a influéncia no
crescimento e a atuacdo sinérgica quando aplicados de forma conjunta na cultura. Para isso,
foram feitas analises microbiologicas com o intuito de observar a interacdo do fungo
Trichoderma asperellum com as bactérias Bacillus subtilis e Bacillus methylotrophicus.
Observou-se que a interacdo entre os géneros Bacillus e Trichoderma ndo promoveu ganhos
na massa seca e massa fresca das raizes e na parte aérea das plantas de soja, porém se mostrou
promissora em razdo dos resultados observados na analise microbiolégica de fungos e
bactérias, especialmente na avaliacdo feita no sétimo dia. Considerando a quantidade de
esporos Viaveis, a interacdo entre B. subtilis e T. asperellum apresentou melhores resultados
do que entre B. methylotrophicus e T. asperellum. A interacdo entre os géneros Bacillus e
Trichoderma mostrou potencial para utilizagdo conjunta no controle biolégico de nematoides
na cultura da soja.

Palavras-chave: Trichoderma, Bacillus subtilis, Compatibilidade, Controle biolégico.



Trichoderma asperellum AND Bacillus spp. INTERACTION TO BIOLOGICAL

CONTROL OF DISEASES IN SOYBEAN

by

ADELIANE FERREIRA BRAGA

Adviser Prof. Dr. Leonardo de Castro Santos

ABSTRACT: One of the main phytosanitary problems in large cultures are plant-parasitic
nematodes, which in turn are characterized by difficulty in handling and management.
Therefore, biological control has become a propelling tool to control these pathogens by using
biological agents. Thus, the aim of this study is to evaluate the compatibility of
microorganisms, detecting the possibility of antagonistic effects, the influence on growth and
synergistic performance when applied together in the culture. For this, microbiological
analyzes were carried out to observe the interaction of fungus Trichoderma asperellum with
bacteria Bacillus subtilis and B. methylotrophicus. It was observed that the interaction between
the genera Bacillus and Trichoderma did not promote increase in the dry mass and green fresh
mass of roots and in the aerial part of soybean plants, however, it was promising due to the
results observed in the microbiological analysis of fungi and bacteria, especially in the
evaluation carried out on the seventh day. Considering the amount of viable spores, the
interaction between B. subtilis + T. asperellum showed better results than B. methylotrophicus
+ T. asperellum. The interaction between Bacillus and Trichoderma showed potential for use
together in the biological control in soybean agriculture.

KEY WORDS: Trichoderma, Bacillus subtilis, Compatibility, Biological Control.



1. INTRODUCAO

A soja é uma importante cultura, com relevancia em ambito mundial, e o Brasil figura
como maior produtor do grdo, responsavel por 125 milhdes das 337 milhdes de toneladas
produzidas na safra 2019/2020 (EMBRAPA SOJA, 2021). Ha tendéncia de crescimento
expressivo na demanda do grdo para 0s prOximos anos e, nesse contexto, enfatiza-se a
importancia de produzir mais e com maior eficiéncia, superando os entraves das doencas
parasitarias de plantas, que podem ser de origem bacteriana, fungica, viral ou causada por
nematoides.

O manejo bioldgico € evidenciado pela diminui¢do dos riscos a salde humana e maior
sustentabilidade ambiental (RUFINO; ARAUJO; NOGUEIRA, 2018) e surge como uma
alternativa pela utilizacdo de microrganismos antagonistas (SILVA et al., 2014). A grande
diversidade desses microrganismos bem como suas relacdes antagdnicas vém mostrando
interessantes resultados no controle em doencas de plantas (BRAGA JUNIOR et al., 2017;
HELING et al.,, 2017; OLIVEIRA et al., 2017). Se comparado aos métodos quimicos, 0
biocontrole ¢ uma alternativa viavel e de menor dano ambiental. Estudos mostram que
algumas bactérias tém consideravel potencial sobre os fitonematoides, como, por exemplo,
Bacillus subtilis e B. thuringiensis (BAVARESCO, GUALBERTO e ARAUJO, 2020;
MAZZUCHELLI, MAZZUCHELLI e ARAUJO, 2020; MACHADO e COSTA, 2017). Nesse
mesmo raciocinio, pode-se citar o uso dos fungos dos géneros Penicillium, Trichoderma e
Myrothecium, que, por sua vez, tém exibido bons resultados no controle de nematoides pela
producdo de substancias tdxicas aos patdgenos (MUKHTAR; TARIQ-KHAN; ASLAM, 2021;
SIKANDAR et al., 2020; MIAO et al., 2019; NGUYEN et al., 2018; EAPEN et al., 2005).

Na busca por potencializar resultados, os agricultores passaram a utilizar varios
produtos bioldgicos de diferentes espécies de microrganismos de forma concomitante, em uma
mesma aplica¢do. O conhecimento da compatibilidade entre microrganismos utilizados para o
controle bioldgico é de grande importancia no desenvolvimento de estratégias de manejo de
fitonematoides. Entretanto, as analises das interacdes sdo complexas, e 0s resultados com
comportamento compativel e sinérgico sdo raros, 0 que torna necessario comprovar nao

somente a interacdo, como também o antagonismo entre eles.



Nesse sentido, apesar da existéncia de estudos que avaliam as interacGes das
combinagBes de produtos quimicos e bioldgicos aplicados em uma s6 calda, as interagcoes
entre fungos e bactérias para controle biolégico necessitam de mais pesquisas, considerando a
escassez de informacGes relacionadas a compatibilidade dos microrganismos. Objetiva-se com
0 presente estudo avaliar a compatibilidade dos microrganismos, detectando a possibilidade de
efeitos antagbnicos, a influéncia no crescimento e a atuacdo sinérgica quando aplicados de

forma conjunta na cultura.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Cultura da soja no Brasil

A cultura da soja é bastante relevante na balanca comercial, tem alto valor
socioecondémico e ampla utilizacdo dos seus produtos, subprodutos e grande expressdo no
mercado interno e externo, sendo considerada a principal commodity agricola nacional
(MAURICIO FILHO et al., 2018). A soja se destaca-se como um dos principais cultivos da
agricultura mundial e brasileira pelo seu potencial produtivo, sua composi¢do quimicae seu
valor nutritivo (YASMIN et al., 2020).

Na safra 2019/2020, o Brasil consolidou-se como maior produtor mundial do gréo,
tendo uma safra recorde com producdo estimada de 124,8 milhGes de toneladas, area plantada
de aproximadamente 37 milhdes de hectares e produtividade média de 3.379 kg/ha
(EMBRAPA SOJA, 2021). Na safra 19/20, a producdo brasileira obteve ganho de cerca de
4,3% e a tendéncia é que na safra 20/21 o aumento seja de cerca de 7,2%, com producao
recorde de 133,8 milhdes de toneladas de soja (CONAB, 2020; CONAB, 2021). Os principais
estados produtores na safra 19/20 foram Mato Grosso (28,7%), Parana (17,3%) e Goias
(10,5%) (EMBRAPA SOJA, 2021).

A cultura da soja é sujeita a um grande numero de patologias de importancia
econdmica que incidem principalmente em suas folhas, tendo sua frequéncia e intensidade
variando de acordo com a regido produtora (GODOY et al., 2010). As perdas causadas por
nematoides na cultura da soja sdo variaveis conforme a espécie presente, mas podem chegar
até a 100% nas piores areas. Diversos fatores contribuem para o aumento populacional dos
nematoides, incluindo textura do solo, manejo, sistema de plantio, entre outros (SILVA et
al., 2018). Os nematoides estdo entre os problemas fitossanitarios de maior importancia na
cultura da soja. No Brasil, Meloidogyne javanica e M. incognita, Heterodera glycines,
Pratylenchus brachyurus, Helicotylenchus sp., e Rotylenchulus reniformis sdo as espécies de
maior importancia e interesse econdmico pelos danos provocados por elas, como reducdo do
crescimento da planta (dano direto) e  porta de entrada para outros patdégenos de solo (dano
indireto). As perdas de produtividade de grdos podem atingir 90% em combinagdo com o
grau de infestacdo e a raca do nematoide, fertilidade do solo e suscetibilidade da cultivar
(ALMEIDA et al., 2016).



2.2. Fitonematoides de importéancia na cultura da soja

Os nematoides normalmente séo classificados de acordo com seu habito nutricional
(KIMPINSKI & STURZ, 2003). Entre os grupos de nematoides, destacam-se 0os parasitas de
plantas, causando perdas econémicas para grande variedade de culturas. Esses patdgenos se
alimentam e se reproduzem em plantas vivas, podendo migrar para a rizosfera, dentro das
raizes ou parte aérea (SIKOTA & FERNANDEZ, 2005). Fisiologicamente, 0s nematoides sdo
atraidos para as raizes das plantas por meio de exsudatos liberados, com entrada atraves das
células da epiderme. Antes da penetragdo do estilete, ocorre uma sondagem para a selecdo da
célula na qual ird penetrar e se nutrir, ocorrendo, desta forma, as etapas de insercao do estilete,
salivacdo e ingestdo de nutrientes (DROUCH et al., 2013).

No Brasil, 0os maiores problemas em relacdo a cultura da soja tém sido relacionados as
espécies Meloidogyne sp., Pratylenchus brachyurus e Heterodera glycines (DIAS et al.,
2010). Machado, Amaro e Silva (2019) destacam ainda que outras espécies como
Helicotylenchus dihystera (Cobb) Sher e Scutellonema brachyurus Andrassy aparecem como
potenciais patdgenos para a soja no Brasil, com sua disseminacdo e densidade populacional
aumentando nas areas de cultivo de soja.

Uma das caracteristicas que permitiram aos fitonematoides se sobressair em areas
cultivadas foi sua capacidade de sobreviver em condi¢des adversas, pelo uso de variadas
estratégias de sobrevivéncia, além de especificidade ao hospedeiro. Nematoides do género
Meloidogyne ndo lesionam as estruturas das raizes, todavia formam sitios de alimentacéo,
causando hiperplasia e hipertrofia nestas células nutridoras (ALMEIDA et al., 2016). Em
contrapartida, alguns géneros se caracterizam por apresentar menores graus de especificidade,
sendo evolutivamente mais recentes que os anteriormente citados. Os nematoides
pertencentes a estes géneros sao classificados como endoparasitas migratorios, sendo sua
quantificagdo mais complexa, portanto menos precisa pelo fato de os endoparasitas
migradores depositarem seus ovos tanto nas raizes, quanto no solo (DEBIASI et al., 2016).

Os géneros Pratylenchus e Aphelenchoides sdo exemplos de endoparasitas migradores.
Ainda dentro das caracteristicas que tornaram o filo tdo importante a nivel de agricultura
mundial, destaca-se o efeito sinérgico, que se refere ao dano resultante de a interagdo do
nematoide com outro patdgeno superar o dano resultante do somatorio dos efeitos individuais
de cada um (MACHADO et al., 2019).

Estando presente na area de cultivo, o manejo do fitonematoide é muito complexo,

tornando a erradicacdo praticamente impossivel. Devido a isso, quando a introducéo é feita em



determinada area, deve-se priorizar a reducdo das populagdes, utilizando métodos de controle
integrados (DIAS et al., 2010).

A prevencdo constitui o principio mais importante e a melhor linha de defesa para o
controle de nematoides. Significa impedir a disseminacdo do nematoide de uma area para
outra. O solo é importante carreador de nematoide a longa e curta distancia. O solo infectado
pode ser transportado pelo homem, aderido a implementos agricolas, maquinéarios, veiculos,
ferramentas. E de grande importancia lavar cuidadosamente maquina, implementos e
ferramentas depois de trabalhar em area infestadas (RIBEIRO et al., 2013).

O uso de cultivares resistentes a nematoides também surge como uma alternativa
viavel, quando integrada a outras (BELLE et al., 2017). A resisténcia geralmente é direcionada
a umas poucas espécies de nematoides considerados mais importantes para determinadas
culturas. Contudo, a semeadura de cultivares resistente ndo deve ser a Unica op¢do (DIAS et
al., 2010).

O manejo de nematoides através de nematicidas quimicos ainda ¢ uma forma de
controle amplamente utilizada, mas a diminuicéo da eficacia por uso inadequado do produto
vem possibilitando cada vez mais uma abertura a outras alternativas de controle com custos
mais baixos ( VITTI et al., 2014). A utilizacdo de nematicidas é o principal método de manejo
e visa a mitigacdo de perdas de producao, entretanto, apesar do seu efeito imediato, o poder de
acdo é limitado e ndo garante a erradicacdo de nematoides no solo, reduzindo apenas a
infestacdo enquanto persistir o principio ativo do produto (FONSECA et al., 2018). A nutricdo
vegetal também é considerada um importante fator na relacdo patdégeno-hospedeiro, visto que
aumenta a resisténcia a doencas e a tolerancia em funcdo do maior vigor, diminuindo a
predisposicdo das plantas a infeccédo, colonizagdo e reproducdo do fitopatdgeno (SILVA et al.,
2021).

Entretanto, a préatica isolada de somente uma técnica de manejo ndo é suficiente no
controle de fitonematoides, sendo necessaria a implantacdo de ferramentas inseridas em um
programa de manejo integrado (BARBOSA et al., 2019). Nos dltimos anos, o controle
biolégico vem se tornando uma importante ferramenta para o controle de nematoides. E uma
pratica sustentavel e, atualmente, sdo disponibilizados, pela industria, organismos eficientes na
reducdo dos danos causados por esses patdgenos (BARBOSA et al., 2019). Uma grande
quantidade de organismos é capaz de repelir, inibir ou mesmo levar a morte os fitonematoides.
Mais de 200 inimigos naturais de fitonematoides tém sido reportados, entre eles, fungos,

bactérias, nematoides predadores, acaros e outros (LARRIBA et al., 2014).



2.3. Agentes de controle bioldgico

Uma importante estratégia para o desenvolvimento integrado de praticas sustentaveis é
a utilizacdo de microrganismos no manejo agricola com o objetivo de melhorar o
aproveitamento de nutrientes, reduzir doencas e pragas, diminuir o uso de produtos quimicos,
bem como melhorar a produtividade das culturas (BHATTACHARYYA, GOSWAMI &
BHATTACHARYYA, 2016). Ressalta-se, porém, que a interacdo entre microrganismos e
plantas é altamente complexa, simultdnea e dependente de uma série de fatores, sendo seu
estudo de fundamental importancia (BARBOSA et al., 2015).

O manejo de nematoides na cultura da soja é uma tarefa complexa e deve associar
diversos métodos, visando a diminuir a intensidade do parasita nas culturas (KATH et al.,
2017). Os principais métodos de manejo de nematoides sdo a destruicdo de residuos de
culturas, rotacdo de culturas, uso de cultivares ou hibridos resistentes, controle quimico e
biolégico com nematicidas (BRITO et al., 2018). O controle quimico é o mais utilizado,
entretanto, apesar de sua eficiéncia, muitas vezes, esses produtos sdo altamente tdxicos.
Alguns nematicidas quimicos vém sendo retirados do mercado ou tendo seu uso restringido,
impulsionando assim o crescente uso do controle biolégico, aumentado também pela
preocupacdo com o meio ambiente (BORTOLINI et al., 2013). Esses produtos podem também
persistir no solo, contaminar lencgGis freaticos, representar um risco a saude humana e a fauna,
além de apresentarem alto custo e eficiéncia temporéaria (OLIVEIRA et al., 2019).

O controle bioldgico apresenta uma série de vantagens em rela¢do ao quimico, pois ndo
contamina, ndo desequilibra 0 meio ambiente, nem deixa residuos, além de ser barato e de
facil aplicacdo (SOARES, 2006). Uma grande quantidade de organismos é capaz de repelir,
inibir ou mesmo levar a morte os fitonematoides. Podem reduzir as populac6es de nematoides
fitopatogénicos e geralmente estdo associados ao sistema radicular das plantas em solos com
alto teor de matéria organica, favorecendo a degradacdo dos residuos vegetais e a ciclagem de
nutrientes (OLIVEIRA et al., 2019). Mais de duzentas espécies para o controle de
fitonematoides tém sido reportadas, entre elas, fungos, bactérias, outros nematoides, acaros
predadores e outros (STIRLING, 1991). Os principais microrganismos para 0 controle

bioldgico de nematoides sdo as bactérias e os fungos (VAZ, 2011).



2.3.1. Bactérias no controle bioldgico

Microrganismos da rizosfera como as rizobactérias tém mostrado defesa contra o
ataque de patdgenos de solo, inclusive os fitonematoides (MHATRE et al., 2018). Alguns
isolados de rizobactérias promovem o crescimento de plantas, além de aumentar o
desenvolvimento vegetal. Esses microrganismos também podem ser utilizados no controle
biolégico de fitonematoides. Os principais mecanismos de acdo das rizobactérias promotoras
de crescimento de plantas (Plant growth-promoting rhizobacteria - PGPRs) sdo a reducéo da
eclosdo dos ovos do patégeno em funcdo da producgdo de toxinas e da alteracdo dos exsudatos
radiculares da planta. Isso dificulta a localizagdo das raizes por parte dos nematoides, aléem da
capacidade de induzirem resisténcia sistémica nas plantas (MHATRE et al., 2018).

Os principais géneros de bactérias associadas ao biocontrole de nematoides séo
Pseudomonas Bacillus (GOMEZ et al., 2018). Espécies de Bacillus tém sido utilizadas
tanto para o controle de patdgenos foliares quanto de solo. Este género pertence ao grupo de
bactérias gram-positivas, cuja caracteristica é a producdo de enddsporos (NORONHA et al.,
1995). As endotoxinas produzidas por B. subtilis interferem no ciclo de reproducdo dos
nematoides, principalmente na ovulacdo e eclosédo de juvenis (SHARMA et al, 2011).
Algumas espécies de Bacillus apresentam bom uso por utilizarem, para sua nutrigdo,
exsudatos das plantas, colonizando as raizes apds a emergéncia das plantulas, produzindo
compostos com atividade antimicrobiana. Para Bacillus, sua eficiéncia foi comprovada
inicialmente para os nematoides Meloidogyne incognita e Rotylenchulus reniformis, com
reducdes populacionais entre 60 e 65% (FERREIRA, 2015). No entanto, a substituicdo de um
sistema consolidado com produtos quimicos por um com controle biol6gico deve ser gradual,
visando a um sistema de cultivo sustentavel cada vez menos dependente do uso de
nematicidas quimicos (FERREIRA, 2015).

As bactérias do género Bacillus estdo entre as mais abundantes na rizosfera e podem
estimular mecanismos desejaveis aos cultivos, como a nodulacdo de leguminosas, fixacao
biologica de nitrogénio e absorcdo de nutrientes. Adicionalmente, apresentam potencial de
acdo na germinacdo e emergéncia de plantulas, crescimento aéreo e radicular, na
produtividade, no auxilio a superagdo das plantas frente as adversidades abioticas
(OLIVEIRA, 2016). A exploragdo comercial de B. subtilis para a formulagdo de
bionematicidas € alta, principalmente aquelas produtoras de substancias tdxicas para 0s
fitonematoides que alteram os exsudatos radiculares, aliada a habilidade de sobreviver no solo.

Ha evidéncias de que produtos quimicos utilizados nas culturas podem ter efeitos antagonicos,



nulos ou sinérgicos sobre a atividade de fungos utilizados no controle biolégico (MOURAO,
2003). Assim, conhecer a compatibilidade destes produtos sobre as diversas fases de
desenvolvimento dos fungos € essencial em programas de manejo de pragas e doencas.

As bactérias do género Bacillus, principalmente B. subtilis, além de componentes da
populacdo microbiana do solo, rizoplano e filoplano, também apresentam caracteristicas
atrativas para os estudos de controle biolégico de doencas de plantas (NORONHA et al.,
1995). Os principais mecanismos de biocontrole incluem microparasitismo, antibiose,
competicdo e resisténcia induzida; mecanismos adicionais sao a hipoviruléncia mediada por
viroses flngicas e inibicdo de enzimas envolvidas na patogenicidade (XU et al., 2011). Porém,
para a comercializacdo desses antagonistas, sdo necessarias muitas pesquisas preliminares,
tanto em laboratorio quanto no campo (DONG & ZHANG, 2006). Estudo de Ortiz et al.
(2018) mostrou que cepas bacterianas de Bacillus thuringiensis, Sphingobacterium sp e S.
maltophilia s&o parasitas de juvenis e ovos de nematoides, reduziram danos as raizes das
plantas e representam alternativas potenciais para o controle bioldgico de Meloidogyne spp. O
mesmo estudo mostrou ainda aumento do peso da planta de abobora-menina (Cucurbita

maxima) em cerca de 17% no tratamento com Bacillus thuringiensis.

2.3.2. Fungos no controle bioldgico

Estratégias de biocontrole para nematoides parasitas de plantas constituem uma
alternativa valida para seu controle. Os fungos atuam no controle de nematoides por meio de
dois tipos principais de mecanismos de a¢do. Os fungos reduzem o ataque dos nematoides
parasitas de plantas pelo parasitismo, pela paralisacdo, pela antibiose, pela producdo de
enzimas liticas e também pela competicdo espacial. O segundo grupo de mecanismos de acdo
leva a defesas da planta com a modificacdo de exsudatos de raizes, producdo de
estrigolactonas, metabolitos secundarios de plantas, producdo de enzimas, inducdo de
resisténcia sistémica adquirida ou induzida e o transporte de componentes de defesa quimica
através da planta (POVEDA, ABRIL-URIAS & ESCOBAR, 2020).

Fungos nematofagos tém capacidade de capturar, parasitar ou paralisar em qualquer
estagio do seu ciclo de vida. Para isso, a preservagédo da viabilidade dos conidios € de extrema
importancia por serem estas estruturas as responsaveis pela sobrevivéncia e desenvolvimento
posterior do fungo (DUARTE et al., 1992). Cerca de 75% dos antagonistas de nematoides
identificados sdo fungos habitantes de solo que apresentam potencial para serem parasitas de

0vos, juvenis, adultos ou cistos, ou ainda para produzirem metabolitos toxicos aos nematoides
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(Jatala, 1986). Alguns fungos nemat6fagos também podem ser capazes de colonizar
endofiticamente raizes de plantas e, além disso, controlar doencas causadas por fungos de
solo (MONFORT et al., 2005). Estes bioagentes sdo divididos em ectoparasitas ou
predadores, endoparasitas, parasitas de ovos e fémeas e produtores de metabolitos toxicos
(JANSSON et al., 1997).

Os ovos sdo mais susceptiveis a infeccdo, nesse sentido, os principais fungos parasitas
de ovos tém obtido maior quantidade de estudos devido aos resultados promissores, como
ocorre com Pochonia chlamydosporia e Paecilomyces lilacinus (ATKINS et al., 2003;
JATALAa et al., 1980). Paecilomyces lilacinus € um fungo oportunista que parasita ovos e
cistos, saprofita, capaz de utilizar grande quantidade de substratos, tendo ainda pouca
especificidade de hospedeiro (DOMSCH et al., 1980; GOETTEL et al., 2001). A aplicacdo do
fungo no solo possibilita seu estabelecimento, crescimento e disseminacdo em um curto
espaco de tempo. Em testes conduzidos em laboratério com P. lilacinus, observou-se que 0s
ovos de Meloidogyne incognita foram infectados e inviabilizados rapidamente (JATALA,
1986), confirmando sua eficiéncia como agente de biocontrole.

Os fungos predadores aprisionam nematoides moveis presentes no solo com estruturas
ou armadilhas formadas ao longo do crescimento das hifas. A morfologia e a fungcdo das
armadilhas sdo diferentes em funcdo da espécie do fungo. Elas séo divididas de acordo com o
tipo de armadilha, podendo ser redes adesivas, ramos adesivos, nédulos adesivos e anéis
constritores (AHREN & TUNLID, 2003). Ja os fungos endoparasitas usam conidios que
liberam suas estruturas para infectar os nematoides. A maior parte dessas espécies de fungos
sdo parasitas obrigatorios e passam grande parte de sua vida dentro de nematoides infectados.
No solo, sobrevivem por meio dos conidios (JANSSON et al., 1997).

Larriba et al. (2014) observaram que o fungo nemat6fogo P. chlamydosporia se
mostrou capaz de colonizar as raizes da soja. A  habilidade de os fungos nematdfagos
colonizarem raizes é uma grande vantagem no combate aos nematoides se estes fungos
apresentarem bom potencial de controle. Purpureocillium lilacinum foi relatado como um
potencial agente de controle biolégico de nematoides (RAJINIKANTH et al., 2013).
Anteriormente, P. lilacinum era conhecido como P. lilacinus (GOETTEL et al., 2001). P.
lilacinus infecta ovos e fémeas de espécies de nematoides através dos mecanismos de
parasitismo dos ovos, causando diminui¢do da eclosdo e também provocando a morte de
embribes de 5 a 7 dias. Produz também toxinas que afetam o sistema nervoso do nematoide e

causam deformacdes no estilete naqueles que sobrevivem. O fungo tem dado excelentes
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resultados em diversas condicdes de clima e solo (MOOSAVI & ZARE, 2012; MUHKTAR et
al., 2015).

O fungo Trichoderma harzianum foi apresentado como um agente bioldgico eficaz
para o controle de cistos e galhas. O mecanismo de controle de T. harzianum se baseia em dois
métodos:  parasitismo direto de ovos e larvas pelo aumento da atividade de quitinases e
proteases, sendo este um indicativo da capacidade de infectar ovos; e indugdo dos mecanismos
de defesa do hospedeiro (MUHKTAR et al., 2015; MEYER et al., 2019). Estudo de Pocurull
et al. (2020) mostrou que as cepas T34 de T. asperellum e T22 de T. harzianum induziram
resisténcia contra M. incognita em tomate. Mukhtar, Tarig-Khan & Aslam (2021) também
observaram que sete espécies testadas de Trichoderma causaram redugdes significativas no
numero de galhas, ovos e no fator reprodutivo do M. javanica, aumentaram o comprimento da
parte aérea e da raiz, além de influenciar positivamente no peso da parte aérea, mas houve

diminuigéo no peso da raiz.
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3. MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado in vitro compondo dois ensaios em condic¢des de casa de
vegetacdo do Laboratdrio de Cultura de Tecidos (LCTV), tendo as analises microbioldgicas
sido feitas no Laboratorio de Fitopatologia e Nematologia, todos localizados no Instituto
Federal Goiano — Campus Rio Verde (Latitude: 17° 48' 24.231", Longitude: 50° 54' 23.634",
Altitude: 748 m).

3.1. Obtencdo e multiplicacdo dos agentes de controle bioldgico

Inicialmente, os microrganismos foram obtidos de produtos comercias utilizados para o
controle bioldgico: isolado SF 04, a base de T. asperellum, obtido do produto comercial
Quality®, da empresa Lallemand; isolado SF 267, a base de B. methylotrophicus, obtido do
produto comercial Onix® OG, da empresa Lallemand; e isolado QST 2808, a base de B.
subtilis, obtido do produto comercial Rizos® OG, da empresa Lallemand. As amostras para
analise microbioldgica e para conducdo do experimento foram retiradas de embalagens
lacradas, garantindo que a viabilidade e a composicado dos produtos ndo fossem alterados por

condicdes externas, tendo sido todos eles submetidos a analise microbiologica.

3.2. Avaliacao em laboratério (in vitro)

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, por duas
vezes, com 3 tratamentos, sendo eles: 1. Trichoderma asperellum (fungo); 2. Bacillus subtilis
(bactérias) + T. asperellum (fungo); 3. Bacillus methylotrophicus (bactérias) + Trichoderma
asperellum (fungo), 4 repeticdes, compondo 24 unidades experimentais.

Para o teste de germinacdo dos conidios dos fungos, as formulagdes dos produtos a
base de fungos foram diluidas em concentracdes de 1,0 x 10° esporos.mL™? e misturadas as
suspensdes bacterianas na concentracdo de 1,0 x 108 UFC.mL™. Em seguida, foram retiradas
aliquotas de 15 pL da suspenséo, e adicionadas quatro gotas em meio de cultura BDA (Batata
Dextrose e Agar). As diluicdes foram escolhidas pela melhor avaliagdo em microscopio
Optico (BETTIOL et al., 2012).

Os produtos biologicos comerciais foram submetidos a analise microbiologica. Para

0s produtos constituidos por fungos, foi feita contagem de esporos em Camara de Neubauer,

13



em seguida, plagueados em meio de cultura BDA, mantidos em cadmara climatizada BOD a
temperatura de 25 = 1 °C, por 20 horas, para verificar sua viabilidade, segundo metodologia
de Bettiol et al. (2012). Apo6s iniciar a germinacdo, foi adicionada uma gota de azul de
lactofenol (8 pL) em cada ponto. Os conidios foram considerados ndo vidveis quando néo
corados e vidveis quando entumescidos ou germinados, A porcentagem de conidios viéveis e
ndo viaveis foi quantificada sob microscopio dptico na objetiva de 40x (quatro campos por
placa de Petri), sendo avaliados 100 esporos por placa (BETTIOL et al., 2012).

Os produtos constituidos por bactérias foram examinadas segundo metodologia de
diluicdo em série e feito plagqueamento de aliquotas em meio Nutriente Agar (NA) para
bactéria, em seguida armazenado na camara de crescimento bacterioldgico a £35° C por 24
horas e posterior contagem de unidade formadora de colonia (UFC.ml) (ALFENAS, 2007).

3.3. Avaliacdo em casa de vegetagao

O experimento em condicOes de casa de vegetacdo foi conduzido em delineamento em
blocos casualizados (DBC). Foram avaliados 6 tratamentos, sendo eles: 1. Controle negativo
(auséncia de microrganismo); 2. B. subtlis (bactérias); 3. B. methylotrophicus (bactérias); 4. T.
asperellum (fungo); 5. B. subtlis (bactérias) + T. asperellum (fungo); 6. B. methylotrophicus
(bactérias) + T. asperellum (fungo), com 5 repeticdes.

O solo para conducdo do experimento foi coletado em area experimental do Instituto
Federal Goiano — Campus Rio Verde. Posteriormente, o solo foi peneirado e misturado com
areia na proporc¢do 2:1, em seguida, autoclavado por 40 minutos a 120°C (SANTOS et. al.
2019). Foi acomodados em vasos plasticos com capacidade de 3 litros. Em seguida, foi feita
a adubacdo conforme a analise de solo (Tabela 1). Foram semeadas 8 sementes de soja
Monsoy 7110 IPRO, em vasos de polietileno, em seguida, foram aplicadas as solucdes
aquosas dos produtos bioldgicos seguindo as recomendacdes comerciais para 500 mL/ha,
simulando uma aplicacdo em sulco. O ensaio em casa de vegetacéo foi avaliado aos 0, 7, 30 e
45 dias apos o plantio (DAP).
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Tabela 1: Caracteriza¢do quimica do solo usado nos ensaios.
pH P K S H+Al Al Ca Mg K SB T m V MO
HO --mgdm3-- | = s cmole dm3 ------e-eemeo- % dm3
584 66 97 46 25 00 51 14 0,25 6,8 92 00 73 131

pH em é&gua; P=f6sforo; S=enxofre; H + Al=hidrogénio + aluminio; Al=aluminio; Ca=célcio; Mg=magnésio; K=potassio; SB=Soma de Bases

Trocaveis; T=CTC efetiva; m=indice de Saturacdo de Aluminio; V=indice de Saturagio de Bases; e MO=Matéria Organica. Laboratério
Solotech Cerrado LTDA — ME, Rio Verde, GO.

As amostras de solo coletadas foram submetidas a analises microbioldgicas para
quantificacdo de UFC.mL™. Para as analises microbioldgicas, foram pesados 10g de solo,
adicionados em um erlenmeyer com 90 mL de 4gua autoclavada, em seguida, foi feita a
diluicdo seriada e pipetados 100 pL da suspensdo no meio NA (Agar Nutriente) para
avaliacdo das bactérias. Para avaliar o fungo, foi feito plagueamento profundo no meio BDA
(Batata Dextrose Agar; Triton X-100), condicionado por 7 dias em BOD a 25 °C. As
avaliagbes foram feitas pela contagem das col6nias (UFC.mL™). Aos 45 dias apds o plantio
(DAP), foi avaliada a massa fresca e seca da parte aérea e massa fresca e seca da raiz.

3.4. Analises Estatisticas

Os dados da avaliacdo em laboratdrio (in vitro) foram submetidos a analise de variancia
e quando significativos, foi feito o teste de Tukey (P < 0,05) a fim de comparar as médias e
identificar os tratamentos com interag¢do sinérgica ou antagdnica. O experimento em casa de
vegetacdo foi organizado em delineamento em blocos casualizados, seguindo o esquema
fatorial 6 x 4 (6 tratamentos e 4 tempos de avaliacdo), em 5 blocos. Os dados foram
submetidos a andlise de variancia e, quando significativos, foram avaliados pelo teste de
Tukey (P < 0,05), e por analise de regressdo, o fator tempo. As analises estatisticas foram

feitas no programa Sisvar, versdo 5.6.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

No experimento conduzido em laboratorio, in vitro, foram observadas diferencas entre

os tratamentos (Figura 1). No ensaio 1, o tratamento com T. asperellum apresentou a maior

média de esporos viaveis e sua contagem ndo diferiu da contagem de esporos do tratamento

B. subtilis + T. asperellum, que se mostrou igual a combinacdo de B. methylotrophicus + T.

asperellum, que apresentou a menor média. A contagem de esporos inviaveis foi inversamente

proporcional, ou seja, as maiores contagens de esporos inviaveis foram avaliadas para 0s

tratamentos B. methylotrophicus + T. asperellum e B. subtilis + T. asperellum.

100 + 1° Ensaio
90 - [/ Esporos viaveis
A —— Esporos inviaveis
80 -
70 1 AB
g 60 4
- -
2 4
L — a
X 40 A //
30 4 / ab
/
20 A
b
10 A
0 T T T
T. asperellum T. asperellum +
T.asperellum "5 " ibtilis B. methylotrophicus
100 - 2° Ensaio
90 A A [ Esporos viaveis
A — Esporos inviaveis
80 -
B
70 A
o 60 -
o
5]
& 50 A
i
8 40 -
30 1 é
/
20 - b | | B
10 +
0 T T T
T. asperellum T. asperellum +
T-asperellum . 'g “Cubtilis B, methylotrophicus

Figura 1: Quantidade de esporos viaveis e inviaveis avaliados em laboratorio envolvendo a
interacdo entre o fungo T. asperellum e as bactérias B. subtilis e B. methylotrophicus em dois

ensaios.
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No 2° ensaio, as diferencas ficaram evidenciadas, sendo os tratamentos T. asperellum e
B. subtilis + T. asperellum os melhores, e o tratamento B. methylotrophicus + T. asperellum o
pior estatisticamente. Ou seja, 0 segundo ensaio mostra que a contagem de esporos viaveis foi
inferior para o tratamento B. methylotrophicus + T. asperellum, que, consequentemente,
apresentou maior contagem de esporos inviéveis, devendo ser ressaltado que, para este 2°

ensaio, os valores de esporos vidveis para tal tratamento foram superiores a 71%.

De acordo com Kupper et al. (2013), algumas vezes a eficacia dos antagonistas in vitro
ou em casa de vegetacdo pode ser insuficiente para estabelecer o limiar de populagéo exigido
para um biocontrole no campo, mas pode servir como indicativo da viabilidade no controle de
fitopatdgenos sob condicdes naturais de infecgdo. Ou seja, a elevada reducdo encontrada para
o tratamento da interacdo B. methylotrophicus + T. asperellum (Figura 1), embora apresente
valores inferiores significativamente aos demais tratamentos, ndo invalida sua utilizagdo em
campo em programas de biocontrole, pois os dados ndo sugerem uma alarmante interagéo
negativa entre os dois microrganismos.

O revestimento de sementes de tomate com B. subtilis e T. asperellum se mostrou
eficiente para 0 manejo do Pythium aphanidermatum, fungo causador do tombamento,
segundo estudo de Kipngeno et al. (2015). Os autores observaram que, em condi¢Oes
simuladas de alta pressdo da doenca, as sementes revestidas com B. subtilis e T. asperellum
apresentaram mortalidade de 20,19% e 24,07%, respectivamente, enquanto o controle (ndo
revestido) teve mortalidade de plantulas de 65,89%, sendo assim, constata-se que as espécies
podem ser Uteis no manejo da doenca no tomateiro.

Oliveira (2006) destaca que o género Bacillus tem grande vantagem em relacdo aos
outros géneros de bactérias utilizados no biocontrole, principalmente pela sua capacidade
formadora de esporos, os quais sdo tolerantes ao calor, frio, condi¢bes extremas de pH,
pesticidas, fertilizantes e tempo de estocagem. B. subtilis € uma bactéria mével que forma
esporos centrais com formato cilindrico ou elipsoidal, enquanto a B. methylotrophicus é
aerobica, mével, com enddsporos em formato de bastdo (MNNERAT et al., 2020).

Lutz et al. (2004) destacam que a verificacdo de misturas de cepas eficazes € essencial
para explorar o maximo potencial de controle, selecionando cepas que complementam, ao
invés de atuar como antagonistas umas das outras. Shanmugan, Gupta e Dohroo (2013)
observaram em estudo com a cultura do gengibre que o desempenho das misturas de cepas
(Burkholderia cepacia e Bacillus subtilis com Trichoderma harzianum) apresentou melhor

controle, resultando em menor incidéncia da podriddo de rizoma de gengibre.
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A interagdo entre os tratamentos e os tempos de avaliacdo foi significativa pelo teste da
ANOVA. Foi feita a contagem microbiolédgica dos fungos e bactérias (Tabela 2) e, para
ambos, evidenciada interacdo fatorial em funcdo dos tratamentos avaliados e dias apos a

implantacdo do experimento.

Tabela 2: Contagem microbioldgica de fungos e bactérias (logio UFC mlt) em funcéo dos

tratamentos avaliados.

Fungos
Dias
Tratamentos
0 7 30 45

Testemunha 0,54 Aa 0,18 Ac 0,18 Ab 0,18 Ac
B. subtilis 0,48 Aa 0,18 Ac 0,18 Ab 0,18 Ac
B. methylotrophicus 0,18 Ba 0,18 Bc 1,28 ABb 1,55 Abc
T. asperellum 0,18 Ba 1,50 Bbc 4,24 Aa 4,55 Aa
B. subtilis + T. asperellum 0,18 Ba 3,14 Aa 4,06 Aa 4,38 Aa

B. methylotrophicus + T. asperellum 0,18 Ca 2,09 Bab 3,96 Aa 1,88 Bb

Bactérias
Tratamentos Dias
0 7 30 45

Testemunha 0,18 Aa 0,18 Ac 2,70 Aa 0,18 Aa
B. subtilis 0,18 Ba 3,78 Aab 1,46 ABa 0,18 Ba
B. methylotrophicus 0,18 Aa 1,77 Abc 2,54 Aa 0,18 Aa
T. asperellum 0,18 Aa  2,65Aabc 0,18 Aa 0,18 Aa
B. subtilis + T. asperellum 0,18 Ba 4,95 Aa 0,18 Ba 0,18 Ba

B. methylotrophicus + T. asperellum 0,18 Ba 4,44 Aab 2,45 ABa 0,18 Ba

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si segundo teste de Tukey (P < 0,05). Letras mailsculas
comparam 0s mesmos tratamentos dentro dos diferentes tempos na linha, letras maiGsculas comparam diferentes
tratamentos dentro do mesmo tempo na coluna.

N&o houve diferenca entre os tratamentos na primeira contagem microbioldgica para
fungos e bactérias no dia 0 (Tabela 2). No dia 7, os tratamentos diferiram, sendo que o
tratamento com B. subtilis + T. asperellum apresentou as melhores médias, mas se mostrando

igual estatisticamente ao B. methylotrophicus + T. asperellum, tanto na contagem de bactérias,
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quanto na de fungos. Em relagdo aos tratamentos utilizando apenas as cepas das bactérias B.
subtilis e B. methylotrophicus, observou-se que para contagem de bactérias os tratamentos B.
subtilis + T. asperellum e B. methylotrophicus + T. asperellum ndo diferiram dos tratamentos
de associacdo com o T. asperellum, respectivamente.

Aos 30 dias, os tratamentos T. asperellum, B. subtilis + T. asperellum e B.
methylotrophicus + T. asperellum apresentaram os melhores resultados na contagem
microbiologica de fungos, enquanto do dia 45 os melhores tratamentos foram T. asperellum,
B. subtilis + T. asperellum (Tabela 2). Ainda aos 30 e 45 dias, ndo houve diferenca entre 0s
tratamentos na contagem microbioldgica de bactéria.

Os efeitos individuais das bactérias do género Bacillus e dos fungos do género
Trichoderma ja sdo bastante conhecidos (CHOWDAPPA et al., 2013; ABDULLAH; ALI;
SULEIMAN, 2008). Em relacdo a interacdo desses dois microrganismos, 0s resultados
encontrados no presente estudo reforcam o0s encontrados por lzquierdo-Garcia et al. (2020),
Morsy, Abdel-Kawi e Khalil (2009), Yobo, Laing e Hunter (2009), Maketon, Apisitsantikul e
Siriraweekul (2008), em que o0s autores observaram interacdo positiva na utilizacdo
combinada entre Bacillus e Trichoderma.

Yobo, Laing e Hunter (2009) ressaltaram, em estudo com feijdo, o potencial no uso de
misturas de Trichoderma e Bacillus para melhorar o crescimento das plantas e o controle de
Rhizoctonia solani. Também lzquierdo-Garcia et al. (2020) atestaram em seus resultados a
compatibilidade entre T. virens GIl006 e B. velezensis Bs006 para controle da murcha de
Fusarium, causada por Fusarium oxysporum f. sp. physalis (Foph), em groselha-do-cabo
(Physalis peruviana). Acredita-se que a combinacgdo entre B. subtilis + T. asperellum tenha
apresentado interagéo positiva.

Em relacdo ao comportamento dos tratamentos, no que concerne  aos tempos de
avaliacdo (Tabela 2), nota-se que para contagem dos fungos os tratamentos T. asperellum e B.
methylotrophicus + T. asperellum apresentaram maiores contagens a partir dos 30 dias, 0
tratamento B. subtilis + T. asperellum apresentou maior contagem a partir dos 7 dias de
avaliacdo, sendo que os valores ndo diferiram dos dias seguintes da avaliagdo. Analisando 0s
dados de contagem de bactérias, ainda na Tabela 3, todos os tratamentos apresentaram
contagens significativamente maiores a época 0 a partir dos 7 dias de avaliagdes. Em relacéo
ao comportamento das contagens dos microrganismos ao longo da avaliacéo, foi fieta analise
de regressao para descrever o comportamento dos tratamentos.

Os tratamentos B. methylotrophicus, T. asperellum, B. subtilis + T. asperellum e B.

methylotrophicus + T. asperellum apresentaram comportamento quadratico quanto a analise
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microbiolégica de fungos (Figura 2), os demais tratamentos ndo apresentaram tal
comportamento, ou seja, nao foi possivel descrever seu comportamento a partir de uma
equacdo. Ja os tratamentos testemunha e B. subtilis ndo apresentaram esse comportamento,

estando sua médias experimentais apresentadas na Tabela 3.
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Figura 2: Comportamento da contagem de fungos em funcdo dos tratamentos avaliados
durante diferentes tempos. A: Tratamento B. methylotrophicus; B: T. asperellum; C: B. subtilis
+ T. asperellum e D: B. methylotrophicus + T. asperellum.

Observa-se que no tratamento com o T. asperellum houve aumento aos 45 dias de 96%
em relacdo ao tempo 0. Ja o tratamento B. methylotrophicus + T. asperellum apresentou
aumento aos 30 dias de 94,74% em relacdo ao tempo 0, entretanto, aos 45 dias observou-se
reducdo de 46,91% em relacdo aos 30 dias (Figura 2). Entre os diversos metabolitos
produzidos por Bacillus spp., 0s principais responsaveis pela acdo antagonica sdo 0s
antibidticos peptidicos que controlam fungos e bactérias (ABO-ELDAHAB & EL-
GOORAMI, 1964). Estudos com B. subtilis mostram atividade in vitro contra diferentes tipos
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de patdgenos para varias espécies cultivadas, em razdo da  producdo de antibioticos como
iturina A e sufactina, capazes de inibir o crescimento micelial de fungos (ASAKA & SHODA,
1996).

Maketon, Apisitsantikul e Siriraweekul (2008) avaliaram B. subtilis e T. harzianum,
isoladamente e em combinacdo, no controle de trés doencas do tabaco: murcha bacteriana,
causada por Ralstonia solanacearum; podriddo radicular e de colo, causada por Pythium
aphanidermatum; e mancha foliar do olho-de-ra, que tem como agente causal a Cercospora
nicotiana. Os resultados mostraram que a combinacdo entre espécie de B. subtilis e espécies
de fungo como T. asperellum contribui de forma direta ou indireta, possibilitando, assim,
aumentar a produtividade.

Os tratamentos B. subtilis, T. asperellum, B. subtilis + T. asperellum e B.
methylotrophicus + T. asperellum ndo apresentaram comportamento quadratico quanto a
analise microbiologica de bactérias, enquanto os tratamentos testemunha e B.
methylotrophicus apresentaram tal comportamento (Figura 3). Embora tenha apresentado
comportamento quadratico, no tratamento B. methylotrophicus, ao longo dos tempos de

avaliacdo, as contagens de bactérias ndo diferiram entre si (Tabela 2).
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Figura 3: Comportamento da contagem de bactérias em funcdo dos tratamentos avaliados
durante diferentes tempos. A: Tratamento testemunha; B: B. methylotrophicus.

Oliveira et al. (2017) avaliaram que um produto comercial a base de B. subtilis, com
aplicacdo via tratamento de semente (350 mL hal) e via foliar (2,0 L hal), controlou
significativamente nematoides aos 30 dias apds a semeadura na cultura do feijoeiro. A

microbiolizacdo das sementes de soja com B. subtilis foi efetiva também na reducdo do
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namero de nematoides Pratylenchus brachyurus nas raizes e no solo, sem afetar a germinacéao
(MACHADO & COSTA, 2017), e melhorou a qualidade das sementes em funcdo do aumento
na concentracdo de proteinas totais de reserva, porcentagem de emergéncia de plantulas e
vigor de sementes, pelo teste de envelhecimento acelerado (TAVANTI et al., 2020).

A microbiolizacdo de sementes de soja com B. methylotrophicus e B. subtilis estimulou
reducdo significativa no nimero de ovos e no fator de reproducdo de M. javanica, importante
nematoide causador de danos na cultura da soja, em  comparacdo com a testemunha
(ALCEBIADES et al., 2019). Em estudo com a cultura do café, utilizando dois gendtipos
(Mundo Novo IAC 376-4 e IPR-100), trés nematicidas biologicos (B. methylotrophicus, B.
subtilis e T. asperellum) e tratamento incluindo os trés nematicidas juntos, as misturas de
bioldgicos foram eficientes no controle de M. exigua (TOLARDO et al., 2019).

Oliveira et al. (2019), estudando a eficiéncia de produtos bioldgicos associados a
adubacdo bioldgica no biocontrole de P. brachyurus na cultura da soja, observaram que, aos
60 dias apds a semeadura (DAS), os tratamentos T. asperellum, B. subtilis, P. lilacinum, B.
subtilis + T. asperellum, B. subtilis + P. lilacinum, T. asperellum + P. lilacinum, B. subtilis +
T. asperellum + P. lilacinum e abamectina promoveram eficiéncia no controle do nematoide e
ressaltam ainda que, aos 120 DAS, os produtos bioldgicos apresentaram maior eficiéncia no
controle de P. brachyurus que a abamectina.

Derikvand; Bazgir e Mirzaei-Najafgholi (2018), em estudo objetivando avaliar os efeitos
controladores de agentes biologicos T. harzianum, T. virens, B. subtillis e Pseudomonas
fluorescence, em condicgdes de laboratorio e casa de vegetacao, sobre bactérias da requeima do
feijoeiro (Xanthomonas axonpodis pv. phaseoli), constataram que 0 uso de agentes bioldgicos
pode reduzir, em grande medida, a incidéncia da doenca da requeima do feijoeiro, podendo ser
utilizado como método eficiente e ecologicamente correto. Os resultados mostraram que a
combinacdo entre agentes bioldgicos reduziu até 79,4% os sintomas da doenca.

Em relacdo aos dados morfométricos analisados, ndo houve diferencas significativas
entre tratamentos em relacdo a massa seca e massa fresca das raizes e parte aérea das plantas

de soja analisadas (Tabela 3).
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Tabela 4. Massa fresca (MV) e massa seca (MS) das raizes e parte aérea de plantas de soja
avaliadas em condicOes de casa de vegetagdo envolvendo o fungo T. asperellum e as bactérias
B. subtilis e B. methylotrophicus, isoladamente e em interagéo.

Raiz Parte Aérea
Tratamentos
MV MS MV MS

Testemunha 38,00 12,81 21,36 10,27
B. subtilis 30,24 11,79 27,16 10,65
B. methylotrophicus 37,93 11,82 26,05 11,34
T. asperellum 24,59 8,62 21,97 10,31
B. subtilis + T. asperellum 23,97 8,18 21,06 9,65
B. methylotrophicus + T. asperellum 30,51 9,81 25,32 10,91
Média 30,87 10,51 23,82 10,52
CV (%) 25,06 28,08 217,22 13,86

Confirmando partes dos resultados, Santos et al. (2019) observaram que 0s tratamentos
de biocontrole utilizados, como, por exemplo, o Trichoderma, ndo apresentaram efeitos
significativos de aumento da massa seca de parte area das plantas de soja, no entanto, tal
tratamento influenciou no incremento de massa fresca da raiz das plantas de soja. Acredita-se
que a aplicacdo de agentes de biocontrole no manejo de patdgenos so surgira efeito favoravel
por parte das plantas quando houver capacidade de o isolado interagir com o hospedeiro
(KERRY & BOURNE, 2002).

Costa et al. (2019), avaliando o efeito de diferentes concentrac@es de inoculantes a base
de B. subtilis no desenvolvimento inicial das variedades comerciais de soja M8210 e
TMG132, observaram que a variedade TMG132 apresentou incremento na massa fresca da
parte aérea apos 30 dias da semeadura e no volume de raizes aos 45 dias ap6s a semeadura em
razdo da inoculacdo, via tratamento de sementes, com B. subtilis, enquanto a variedade
M8210 ndo obteve incrementos em nenhuma das variaveis analisadas, reforcando os
resultados encontrados no presente estudo.

Sendo assim, observou-se que, neste estudo, a interacdo entre os géneros Bacillus e
Trichoderma, apesar de ndo promover ganhos na massa seca € massa fresca das raizes e na
parte aérea das plantas de soja, mostrou-se promissora em razao dos resultados observados na

analise microbiologica de fungos e bactérias, especialmente na avaliacdo feita a partir do
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sétimo dia. Considerando a quantidade de esporos viaveis, a interagdo entre B. subtilis + T.
asperellum apresentou melhores resultados do que B. methylotrophicus + T. asperellum.
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5. CONCLUSAO

A interacdo entre os géneros Bacillus subtilis e Trichoderma asperellum mostrou
potencial para utilizacdo conjunta no controle biologico de doencas em soja, com potencial
efeito sinérgico. J4 a interacdo entre Bacillus methylotrophicus e Trichoderma asperellum
apresentou reducdo dos esporos Vviaveis, o que indica possibilidade de efeito antagbnico na

utilizacdo conjunta desses microrganismos.
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