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Manejo das podriddes negra e seca da mandioca pelo uso de bactérias e
fungos como agentes de biocontrole

RESUMO GERAL

A mandioca (Manihot esculenta Crantz.), cultura amplamente utilizada para fins
alimenticios e industriais, é afetada por diversas doencas incitadas por de
diferentes grupos de fitopatégenos, comprometendo significativamente a sua
producdo. Entre os mais destrutivos estdo aquelas associadas as podriddes
radiculares e que englobam diferentes espécies de fungos e oomicetos habitantes
de solo. O controle biologico apresenta-se como uma das melhores alternativas
para 0 manejo de fitopatbgenos, e em especial os causadores de podrid&o.
Sendo assim o objetivo geral do trabalho, foi avaliar o potencial antagonistas de
fungos e bactérias no manejo das doencas da podriddo negra e seca in vitro e in
planta. Diferentes experimentos foram conduzidos na Embrapa Mandioca e
Fruticultura — Cruz das Almas — BA, para tanto foram selecionados isolados de
diferentes espécies de patdgenos causadores de podriddo seca Fusarium
oxysporum, F. verticilioides, F. lateritium, F. equiseti, F. chlamydosporum, F.
solani e de duas espécies causadores de podriddo radicular negra na mandioca
Lasiodiplodia theobromae e Neoscytalidium dimidiatum. Os microrganismos
potenciais agentes de biocontrole utilizados foram isolados de Bacillus spp. e
isolados de Trichoderma asperellum e T. harzianum. As espécies foram
confrontadas por meio de pareamento direto em Placas de Petri. Os experimentos
in planta foram realizados em ambientes controlados, sendo testados os grupos
de doencas podridao negra e seca nas variedades ‘BRS Kiriris’ e ‘BRS Formosa’,
sendo utilizados controle mais sete tratamentos com potenciais biocontroladores.
No segundo experimento foi realizado com inoculacdo de mix de patdgenos de
podriddo negra e seca da mandioca, utilizando as cultivares ‘BRS Novo horizonte’
e ‘BRS Poti Branca’ em onze tratamentos, sendo testados os mesmos agentes de
biocontrole, mais tratamento com fungicida. Os dados gerados para os diferentes
experimentos (inibicdo in vitro e in planta) foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) e as médias agrupadas pelo teste Scott-Knott a 5% de
probabilidade, por meio de pacote “ExpDes” no programa R 4.2.0. Todos o0s
microrganismos pareados apresentaram potencial de inibicao significativo quando
comparados ao tratamento controle. Os isolados Bacillus sp. APC 07 e APC 51,
apresentaram meédias acima de 70% de potencial de inibicdo em mais de uma
espécie de patdégeno. Todos os isolados de Trichoderma spp. testados foram
capazes de controlar o crescimento micelial do patdégeno in vitro, a espécie T.
asperellum CMF 1007, possui maior capacidade de supressao dos fungos da
podriddo negra e seca da mandioca, com valores entre 35 e 78% de inibicdo dos
patogenos. Os tratamentos com Trichoderma spp. e Bacillus spp. foram eficientes
em suprimir em mais de 40% os patdgenos causadores de podriddo negra e
seca. O tratamento de imersdao de manivas foi eficiente para contencdo do
progresso das podriddes radiculares. Sendo assim o0s tratamentos com
Trichoderma spp. e Bacillus spp., foram eficientes no controle dos sintomas da
podriddo negra e seca da mandioca em condi¢bes de ambiente controlado.

Palavras-chave: Podriddes radiculares, Patdgenos habitantes de solo, Controle
bioldgico.



Management of cassava black rot and dry rot using bacteria and fungi as
biocontrol agents

GENERAL ABSTRACT

Cassava (Manihot esculenta Crantz.), a crop widely used for food and industrial
purposes, is affected by several diseases incited by different groups of
phytopathogens, significantly compromising its production. Among the most
destructive are those associated with root rot and which include different species
of fungi and oomycetes that live in the soil. Biological control is one of the best
alternatives for the management of phytopathogens, especially those that cause
rot. Thus, the general objective of the work was to evaluate the potential
antagonists of fungi and bacteria in the management of black and dry rot diseases
in vitro and in planta. Different experiments were conducted at Embrapa Mandioca
e Fruticultura — Cruz das Almas — BA, for which isolates of different species of
pathogens that cause dry rot Fusarium oxysporum, F. verticilioides, F. lateritium,
F. equiseti, F. chlamydosporum, F. solani and two species that cause black root
rot in cassava Lasiodiplodia theobromae and Neoscytalidium dimidiatum. The
microorganisms used as potential biocontrol agents were isolated from Bacillus
spp. and isolates from Trichoderma asperellum and T. harzianum. The species
were confronted through direct pairing in Petri dishes. The in planta experiments
were carried out in controlled environments, testing the black and dry rot disease
groups in the 'BRS Kiriris' and 'BRS Formosa' varieties, using control plus seven
treatments with potential biocontrollers. In the second experiment, inoculation of a
mix of cassava black rot and dry rot pathogens was carried out using the cultivars
'BRS Novo Horizonte' and 'BRS Poti Branca' in eleven treatments, testing the
same biocontrol agents plus treatment with fungicide. The data generated for the
different experiments (in vitro and in plant inhibition) were submitted to analysis of
variance (ANOVA) and the means grouped by the Scott-Knott test at 5%
probability, using the “ExpDes” package in the R 4.2 program .0. All paired
microorganisms showed significant inhibition potential when compared to the
control treatment. Bacillus sp. APC 07 and APC 51 showed averages above 70%
of inhibition potential in more than one species of pathogen. All isolates of
Trichoderma spp. tested were able to control the mycelial growth of the pathogen
in vitro, the species T. asperellum CMF 1007, has a greater capacity to suppress
the black and dry rot fungi of cassava, with values between 35 and 78% of
inhibition of the pathogens. Treatments with spp. and Bacillus spp. were efficient in
suppressing in more than 40% the pathogens Trichoderma that cause black and
dry rot. The immersion treatment of cuttings was efficient to contain the progress
of root rot. Therefore, treatments with Trichoderma spp. and Bacillus spp., were
effective in controlling cassava black and dry rot symptoms under controlled
environment conditions.

Keywords: Root rot, Soil-dwelling pathogens, Biological control.
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14

1.0 INTRODUCAO GERAL

A produgéo de mandioca exerce expressiva importancia mundial, estando
atrés das culturas da soja, trigo, arroz, milho e batata (NOTARO et al., 2013). Por
ser uma cultura com alta plasticidade fenotipica e adaptabilidade a diferentes
condi¢cBes edafoclimaticas, o seu cultivo esta espalhado em todos estados do
Brasil (IBGE, 2020). Infelizmente como toda planta cultivada a mandioca tem seu
potencial produtivo limitado pela incidéncia de doencas, sendo a podridao
radicular mais destrutiva da cultura, tendo em vista as dificuldades encontradas
para seu manejo (SILVA et al., 2021).

Ainda ndo existe controle quimico para doenca e uma vez que O USO
inadequado de fungicidas pode ocasionar desequilibrios ao agroecossistema,
(LEITE & LOPES, 2018), e que até o momento poucas sdo as variedades
comerciais de mandioca com resisténcia a este complexo de doencas
(HOHENFELD et al., 2022), é fundamental a busca de outras vias de solucdes,
dentre estas o uso de agentes de biocontrole (SILVA et al., 2021).

Os agentes de biocontrole sdo organismos benéficos que podem ser
aplicados em culturas agricola, visando o aproveitamento de suas atividades de
supressédo de doencas via producédo de substancias biologicamente ativas, que
exercem efeitos negativos diretos e de indugéo de resisténcia aumentada sobre
pragas e patégenos. Diante dessas caracteristicas tornam-se alternativas
adequadas para o manejo de doencas de plantas (STENBERG et al.,, 2021;
SINGH et al., 2020; KOHL; KOLNAAR; RAVENSBERG, 2019).

Ainda existem poucos trabalhos relacionados ao uso de microrganismos no
manejo das podriddes negra e seca da mandioca, 0 que se sabe € que espécies
de Bacillus sp. e Trichoderma sp. tem exercido efeitos supressores de modo geral
em outros fitopatdgenos (SA et al., 2019), 0o que torna seu uso uma estratégia
para desenvolvimento de praticas de manejo eficientes para a cultura. Diante do
exposto, o foco deste foi o de selecionar microrganismos com potencial
antagonista para o manejo da doenca da podriddo radicular negra e seca da

mandioca.
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2.0 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Mandioca

A mandioca € uma cultura pertencente a familia Euphorbiaceae, género
Manihot e espécie Manihot esculenta Crantz, originaria da América do Sul é uma
planta perene, rustica e arbustiva, que exibe um sistema radicular rico em amido,
sendo de grande importancia para a alimentacdo humana, animal e para a
indUstria, sendo um dos principais alimentos para mais de 700 milhdes de
pessoas. O Brasil participa com parte de 10% da producdo mundial, dentro de
mais 100 paises que cultivam a mandioca, atualmente com sua producdo em
reducdo, ja caiu de para a sexta posicao (IBGE, 2021; EMBRAPA, 2020; FAO,
2020; FUKUDA, 2002).

Cultivada por pequenos agricultores, a mandioca é rica em carboidratos, é
utilizada tanto na alimentacdo humana quanto no animal. Sua principal parte sdo
as raizes tuberosas, onde se concentra maior quantidade de fécula. Por isso
serve como base para alimentacdo humana (in natura e na fabricacéo de farinhas,
polvilhos, entre outros). Para alimentacdo animal aproveitam-se tanto as raizes
guanto a parte aérea (FAO, 2013; AGUIAR et al., 2011).

Possui papel de destaque importante na alimentacdo humana, podendo ser
consumidas frescas apds cozimento, processadas em produtos alimenticios ou
dadas como racdo aos animais. O amido da mandioca pode ser usado numa
ampla gama de industrias, na industria alimenticia, metallrgica, mineracao,
construcdo, cosmética, na fabricacdo produtos farmacéuticos até a producéo de
madeira compensada, papel e papelado, téxtil e bioetanol entre outras (FAO, 2013;
JESUS, 2013).

Na safra de 2020 o rendimento médio da cultura no pais foi de 14.951
kg/ha (IBGE, 2020), no ano de 2021 a producao conseguiu alcancar o rendimento
de 15.000 kg/ha. A Bahia corresponde a maior producédo da cultura no Nordeste,
mesmo com o declinio, com uma reducdo de mais de 10% no ano de 2021,
totalizando 861.502 t de producdo. O Nordeste j& foi destaque na producdo da
cultura, ocupando hoje o 3° lugar no ranking de producéo, a regido Norte hoje
segue liderando a producéo, seguido da regido Sul (IBGE, 2021), sendo o maior

consumo destinado ao subproduto da farinha de mandioca, produto que exerce
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um papel importante na base alimentar da dieta brasileira. Consumida pelas mais
variadas classes de renda do pais, é o produto de maior popularidade da cultura
da mandioca (AGUIAR et al., 2011).

Apesar de ser uma cultura tolerante a diversas condi¢des climéticas, a
realizacdo de praticas inadequadas de manejo e conservacao do solo na cultura,
podem vir a limitar o desenvolvimento da cultura, sendo agua, pH e fertilizacdo do
solo, fatores indispenséveis para sanidade e produtividade da planta, podendo a
mandioca, apesar da sua rusticidade, ser infestada por diferentes grupos de
fitopatdgenos, que vem a comprometer significativamente a sua producdo. A
mandioca pode ser atacada por mais de 30 agentes etiologicos diferentes, como
bactérias, fungos, virus e fitoplasmas (PINHEIRO et al., 2021; ANJOS et al., 2011,
FUKUDA, 2002).

O caule da mandioca é atacado por diversos agentes fitopatogénicos, que
geralmente induzem podrid@es internas ou externas (SOUZA & SOUZA, 2002).
Dentre as principais doencas que acometem a cultura da mandioca no Brasil,
destacam-se a bacteriose e mancha bacteriana causadas por bactérias; a
antracnose e podriddes radiculares causadas por fungos; superbrotamento
causada por fitoplasmas; couro de sapo e doenca do mosaico que sdo causadas
por virus, todas elas podendo levar a perdas consideraveis de producdo na
cultura (OLIVEIRA et al., 2020; MCCALLUM et al., 2017; TREMACOLDI, 2016;
PEREIRA et al., 2015; FAO, 2013).

2.2 Podriddes radiculares

As podridoes radiculares sdo causadas por fungos dos géneros
Phytophthora, Fusarium, Pythium, Neoscytalidium, Rosellinia e Diiplodia, que
ocorrem especialmente em areas de solos argilosos, mal drenados durante
periodos de chuvas intensas e com elevado teor de matéria organica. Sua
disseminacédo pode ocorrer de varias maneiras, das quais a principal é a
introducéo de material propagativo contaminado em area livre da doenca (VILAS-
BOAS, 2015; FAO, 2013; ANJOS, et al., 2011; FUKUDA, 2002).

Algumas espécies de fungos associados a doenca se manifestam em
outras culturas, sendo relatadas também nas de interesse agronémico, inhame
(MELLO et al., 2019), batata-doce (MELLO et al., 2021), pitaya (NGUYEN et al.,
2019) palma forrageira (BRITO et al., 2022), seringueira (SAJITHA et al., 2017),
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melancia (SANTOS et al., 2022), fava (SOUSA et al., 2017), soja (WRATHER et
al., 1997), dentre outras. Na mandioca as espécies Lasiodiplodia euphorbicola,
Lasiodiplodia pseudotheobomae e Neoscytalidium hyalinum, pertencentes a
familia Botryosphaeriaceae foram descritas pela primeira vez no Brasil como
agentes infecciosos da podriddo negra na cultura (MACHADO et al., 2014),
Phytophthora melonis foi relatada pela primeira vez na Bahia por Oliveira et al.
(2016), causando podridao radicular mole nas plantas.

Os sintomas de podriddo de raizes de mandioca sdo variaveis, e
dependem fundamentalmente dos agentes causais (FUKUDA, 2002), sendo
oomicetos e fungos os de reducdo de rendimento mais frequentes. Oomicetos
relatados sdo Aphanomyces spp., Pythium spp. e Phytophthora spp. (BODAH,
2017).

No geral, as podriddes radiculares apresentam, como sintoma primario, o
apodrecimento das raizes e, como sintomas secundarios, o amarelecimento e a
murcha da parte aérea das plantas (MACHADO et al., 2018; ANJOS et al., 2011).
Os danos causados pelos fitopatégenos de sistema radicular trazem prejuizos no
rendimento total da cultura, o que consequentemente dificulta a comercializacéo
do produto trazendo danos econdmicos. Ha relatos de reducéo de rendimento de
até 85%, dependendo do fungo causador da doenca, da suscetibilidade das
cultivares e das condicbes de drenagem da area sob cultivo. Em condi¢cbes
favoraveis, as perdas causadas pela doenca podem chegar a 100% (OLIVEIRA et
al., 2013; ANJOS et al., 2011).

Como consequéncia da podriddo das raizes, podem ocorrer queda das
folhas, amarelecimento, seca, murcha parcial ou total foliar e a morte das plantas.
Dentre as podriddes radiculares que afetam a mandioca estdo: podriddo-negra,
podriddo-seca e podriddo-mole. As perdas da producdo costumam ser menores
para a podriddo-seca, quando comparada a podriddo-mole e podriddo negra, mas
em alguns plantios ha perda quase total das raizes, se as cultivares plantadas
forem muito suscetiveis aos patdogenos (TREMACOLDI, 2016; ANJOS et al.,
2011).

Os sintomas de podriddao negra se caracterizam por lesbes enegrecidas
nas raizes e caule da planta, diferentemente dos sintomas de podriddo seca onde
consiste no aparecimento de estrias marrom escura e raizes com aspecto seco,

sendo relacionada com é&reas de solo arenosos e acidos, ja a podriddo mole
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apresenta caracteristicas semelhantes a podriddo seca, porém as lesbes
amarronzadas acabam necrosando o tecido vegetal e gerando odor fétido, sédo
doengas comuns em cultivos localizados em éareas com solo argiloso e mal
drenado, que pode acumular bastante agua durante o periodo chuvoso (VILAS
BOAS et al., 2017; FUKUDA, 2002), podendo causar prejuizos na producao de 50
a 100%. A perda total esta relacionada ao plantio de variedades suscetiveis a
doenca (TREMACOLDI, 2016).

Fungos associados a manifestacdo da doenca da podriddo negra estao
ligados a espécies de Botryosphaeriaceae sendo 0s principais patégenos
causadores da podriddo tuberosa da raiz e do caule no Brasil (MELLO et al.,
2021). Se manifestam em situacBes oportunas, como estresse hidrico, danos
fisicos/mecanicos, estresses biolégicos causados por infeccdo de insetos ou
outros patdégenos, além da superlotacdo de plantas num determinado espaco, tipo
de solo e temperatura do local. Um aspecto que diferencia a familia dos demais
fungos endofiticos, € o potencial de algumas espécies que caracterizam
patbgenos mais agressivos, quando as plantas estdo em situacao de estresse,
sendo estes microrganismos potenciais em causar maiores danos em larga
escala, tendo em vista 0 agravante das mudancas climaticas (SLIPPERS &
WINGFIELD, 2007).

Machado et al. (2018), constatou uma elevada incidéncia de podridao-
negra-das-raizes em diversas areas cultivadas na regido Nordeste do Brasil e em
algumas areas do Sudeste. Porém mesmo diante desta situacdo, nenhum estudo
epidemioldgico foi realizado, ainda sendo relativo as porcentagens de perdas de
rendimento na cultura pela doenca.

Espécies pertencentes ao género Fusarium sdo um dos principais
causadores de danos, exibindo conjunto significativo de fungos associados as
podriddes radiculares da mandioca, causando grandes impactos econdmicos nas
lavouras da cultura ao redor do mundo, sua colonizacdo direta nas raizes
tuberosas é o que causam a podridao de consisténcia seca. Ao menos 13 grupos
de Fusarium associados a raizes apodrecidas da mandioca foram distinguiveis,
sendo cada grupo uma provavel espécie distinta, sendo a sua maioria F.
oxysporum e F. solani. (PAIVA et al., 2022; OLIVEIRA et al., 2013;
BANDYOPADHYAY et al., 2006).
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A adocdo de praticas para que se elimine a chance de
entrada/desenvolvimento da doenca, inclui a utilizacdo de manejo integrado,
incluindo uso de variedades resistentes e de praticas culturais, como plantio em
areas bem drenadas, sem histérico de ocorréncia de doengas radiculares, plantio
de manivas sem foco da doenca, destruicdo e queima de manivas e de raizes
provenientes de areas com podriddes radiculares e a rotacdo de -cultura
(FIGUEIREDO, 1970; MATTOS; FARIAS; FERREIRA FILHO, 2006). Hoje o
desenvolvimento de material resistente tem sido investigado e aplicado, porém
pode ser superada pelo alto fluxo génico e reproducdo sexual dessas espécies
fungicas. A melhor abordagem de controle €, portanto, a prevencao da entrada de
espécies patogénicas (SLIPPERS & WINGFIELD, 2007).

Essas doencas sdo altamente influenciadas pelo ambiente, com uma
ampla gama de hospedeiros, patdgenos que chegam a sobreviver muitos anos no
solo, através da producéo de esclerddios e clamidésporos. Os sintomas que se
manifestam a principio na raiz da planta, tornam a podridao radicular doenca mais
grave da cultura da mandioca no mundo todo, tendo em vista a alta complexidade
destes microrganismos. Até agora, ndo existe um controle efetivo da doenca,
ainda ha escassez de trabalhos relacionados a epidemiologia e as caracteristicas
intrinsecas de cada patégeno, que podem vir a modificar o manejo da doenca,
porém de um modo geral a aplicacdo de agentes de controle biolégico hoje é uma
alternativa viavel, principalmente em conjunto com outras praticas de manejo
integrado (BELLE & FONTANA, 2018, BODAH, 2017; SILVA, 2017).

O controle de doencas biolégico surgiu diante de preocupacdes frequentes
sobre o uso exagerado de produtos quimicos. Sendo assim, o controle biolégico
hoje é definido como a acdo e a combinacdo de mecanismos dos microrganismos
gue sejam antagonistas sobre fitopatdgenos. Essa diversidade de microrganismos
e suas relagcbes antagobnicas, constituem uma alternativa para o controle biolégico
aplicado. (BRAGA JUNIOR et al., 2016; WHIPPS, 2001).

2.3 Manejo bioldgico: fungos e bactérias
O uso de agentes de controle biolégico se da pela agdo de microrganismos
gue vao competir por espago e nutrientes com patdégenos, interagindo por meio de

mecanismos de antibiose, secretando agentes antimicrobianos contra patdégenos
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que irdo matar e invadir as estruturas principais sendo elas esporos de
patdgenos, bem como micélio, células e endosporos. (SINGH, 2020).

Estas caracteristicas que conferem aos microrganismos a designacao de
antagonistas, tém sido amplamente exploradas para controle biol6gico, como
Trichoderma spp. e Bacillus spp., entre outros, como uma alternativa eficiente
para reduzir o uso de fungicidas quimicos no controle de doencas de culturas
(RIOS-VELSACO et al., 2015).

As espécies de Trichoderma spp. tém se mostrado eficazes na reducgéo de
incidéncia de doencas em diversas culturas, sendo eles fungos muito difundidos
na natureza, de habito saprofito e rapido crescimento, o que facilita o seu cultivo,
com caracteristicas em produzir grande quantidade de conidios de longa vida util
(JAHAN et al., 2013).

A espécie exerce atividades antagonistas eficientes em relacéo a podridéao
negra da raiz da mandioca causada por Scytalidium lignicola, através de
diferentes mecanismos, como antagonismo in vitro, producdo de quitinase,
reducdo de severidade da podriddo-negra da mandioca na parte aérea e nas
raizes O fungo também é capaz de gerar aumento na massa de raizes por planta,
para a espécie de fungo causador da podriddo mole, sob plantio convencional
(SILVA et al., 2017; STEFANELLO et al., 2017).

Um dos géneros de rizobacterias com poder antagonista de maior
relevancia é o Bacillus spp., onde apresenta efeito inibidor de crescimento micelial
do fungo Fusarium subglutinans e efeito inibidor significativo em F. oxysporum e
F. solani, a bactéria se destaca por formar endésporo resistentes a condicfes
adversas e apresentar uma multiplicidade de mecanismos antagbnicos, sendo
eles competicdo de substrato de produtos quimicos inibitérios, como metabdlitos
com atividades microbianas termoestaveis, resistindo a altas temperaturas sem
que se perca suas caracteristicas antifingicas e a inducdo de resisténcia
sistémica (DORIGHELLO et al., 2020; GABARDO et al., 2020; SOBRINHO et al.,
2018; SILVA et al., 2017; BRAGA JUNIOR et al., 2016)

Diversas cepas de Bacillus spp. foram caracterizadas e identificadas
atividades antibacterianas e antifungicas fortes contra fitopatégenos, esta
caracteristica confere eficiéncia de biocontrole, levando a atividade inibitoria sobre
0 crescimento desses patdogenos. Estas bactérias tém 5 a 8% do seu genoma

ligado a biossintese de metabdlitos secundarios, tendo como principais moléculas
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bioativas os peptideos, lipopetideos, bacteriocinas e sideréforos. Em geral, eles
tém um amplo espectro de atividade antagdnica contra bactérias patogénicas de
plantas, fungos e virus (FIRA et al., 2018).

Sendo assim o uso de microrganismos como bactérias e fungos com potencial
antagonico baseado em estudos realizados em outras culturas visando o controle
de fungos fitopatdgenicos e demais patdgenos, vem se tornando cada vez mais
recorrente. Visto a necessidade de se buscar alternativas de manejos eficientes
em doencas da mandioca o controle bioldgico se torna uma alternativa viavel a

ser utilizado na cultura.
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CAPITULO 1

Antagonismo in vitro de isolados de Trichoderma spp. e Bacillus spp. a
fungos causadores de podriddes negra e seca da mandioca (Manihot
esculenta Crantz

O uso de microrganismos benéficos é uma alternativa eficiente, tendo em vista os
resultados positivos em diversas culturas e a dificuldade no manejo e controle das
podriddes radiculares da mandioca. Portanto o objetivo deste trabalho foi o de
avaliar o potencial antagonista in vitro de isolados de Trichoderma spp. e Bacillus
spp. a espécies fungicas causadoras das podriddes negra e seca da mandioca.
Um total de sete isolados de seis espécies causadoras de podriddo seca
Fusarium oxysporum, F. verticilioides, F. lateritum, F. equiseti, F.
chlamydosporum, F. solani e trés isolados de duas espécies causadores de
podriddo radicular negra da mandioca um da espécie Lasiodiplodia theobromae e
dois isolados de Neoscytalidium dimidiatum. Os microrganismos potenciais
agentes de biocontrole utilizados foram dez isolados de Bacillus spp. (BAC 2,
BAC 3, BAC 4, BAC 5, BAC 6, APC 07, APC 51, 01 C, PA 05, 399) e trés isolados
de duas espécies de Trichoderma spp. (CMF1006, CMF1007, T.CANA). O
experimento foi realizado em delineamento experimental inteiramente casualizado
(DIC), contendo dez repeticbes cada. Foi utilizado método de pareamento de
culturas, foi colocado disco de micélio (5 mm) no centro da placa e Petri e em
quatro pontos equidistantes foi colocado papel filtro onde foi pipetado 3 pL da
solucéo contendo Bacillus spp. No pareamento com Trichoderma spp. os discos
de micélio (5 mm) foram colocados em bordas opostas da placa, para o controle
de ambos os pareamentos foi repicado o patégeno na placa, com auséncia dos
antagonistas. As andlises foram realizadas ap6s o crescimento micelial do
controle atingir as bordas da placa seguindo para avaliagdo de potencial de
inibicdo (%) de Trichoderma spp. e Bacillus spp. e a area do crescimento micelial
para confronto com espécies de Bacillus spp. Todos os dados obtidos foram
submetidos a andlise de variancia e as médias obtidas foram agrupadas em teste
Scott-Knott & 5%. Todos 0s microrganismos pareados apresentaram potencial de
inibicdo significativo quando comparados ao tratamento controle. Os isolados
Bacillus sp. APC 07 e APC 51, apresentaram médias acima de 70% em mais de
uma espécie de patdogeno. A espécie F. equiseti, foi a mais susceptivel aos
isolados de Bacillus sp com 77,7% quando pareado com APC 51 e 75,3% quando
pareado com APC 07 e N. dimidiatum CBPPR1010 mais resistente aos
tratamentos com 26,9% para APC 51 e 17,9% para APC 07 de potencial de
inibicdo. Todos os isolados de Trichoderma spp. testados foram capazes de
controlar o crescimento micelial do patégeno in vitro, a espécie T. asperellum
CMF 1007, possui maior capacidade de supressao dos fungos da podridao negra
e seca da mandioca.

Palavras-chave: Bacillus spp., Trichoderma spp., Fitopatégeno
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In vitro antagonism of Trichoderma spp. and Bacillus spp. to fungi that
cause black and dry rot of cassava (Manihot esculenta Crantz)

Studies with the use of beneficial microorganisms have become an alternative, in
view of the positive results in different cultures and the difficulty in handling and
controlling cassava root rot. Therefore, the objective of this work was to evaluate
the in vitro antagonistic potential of Trichoderma spp. and Bacillus spp. to fungal
species that cause cassava black and dry rot. A total of seven isolates of six
species causing dry rot Fusarium oxysporum, F. verticilioides, F. lateritium, F.
equiseti, F. chlamydosporum, F. solani and three isolates of two species causing
black root rot of cassava Lasiodiplodia theobromae and two from Neoscytalidium
dimidiatum. The microorganisms used as potential biocontrol agents were ten
isolates of Bacillus spp. (BAC 2, BAC 3, BAC 4, BAC 5, BAC 6, APC 07, APC 51,
01 C, PA 05, 399) and three isolates of two species of Trichoderma spp.
(CMF1006, CMF1007, T.CANA). The experiment was carried out in a completely
randomized experimental design (DIC), with ten replications each. A culture
pairing method was used, a mycelium disc (5 mm) was placed in the center of the
Petri dish and filter paper was placed at four equidistant points where 3 pL of the
solution containing Bacillus spp was pipetted. In pairing with Trichoderma spp. the
mycelium discs (5 mm) were placed on opposite edges of the plate, to control both
pairings, the pathogen was spiked on the plate, with the absence of antagonists.
The analyzes were carried out after the mycelial growth of the control reached the
edges of the plate, proceeding to evaluate the inhibition potential (%) of
Trichoderma spp. and Bacillus spp. and the mycelial growth area for confrontation
with Bacillus spp. All data obtained were subjected to analysis of variance and the
means obtained were grouped in the Scott-Knott test at 5%. All paired
microorganisms showed significant inhibition potential when compared to the
control treatment. Bacillus spp. APC 07 and APC 51 showed averages above 70%
in more than one species of pathogen. The F. equiseti species was the most
susceptible to Bacillus spp. isolates with 77.7% when paired with APC 51 and
75.3% when paired with APC 07 and N. dimidiatum CBPPR1010 more resistant to
treatments with 26.9% for APC 51 and 17.9% for APC 07 of inhibition potential. All
isolates of Trichoderma spp. tested were able to control the mycelial growth of the
pathogen in vitro, the species T. asperellum CMF 1007, has a greater capacity to
suppress black and dry rot fungi of cassava.

Keywords: Bacillus spp., Trichoderma spp., Phytopathogens.
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1.0 INTRODUCAO

As podriddes radiculares em mandioca (Manihot esculenta Crantz.) estéao
entre as principais doencas que mais causam danos a cultura, trazendo prejuizos
socioeconémicos aqueles que se dedicam a cultiva-la (CORREIA & MICHEREFF,
2018). Atualmente ainda ha dificuldades para manejo adequado desta doenca,
devido aos seus sintomas se expressarem a principio nas raizes, resultando em
um diagnaostico apenas na colheita, o que dificulta 0 manejo da doenca (BRITO et
al., 2019; CORREIA et al.,2014).

A utilizacdo de material resistente as podridées considerada a estratégia de
manejo mais eficaz da doenca, tem demandado tempo para o desenvolvimento e
avaliacao da variedade, o que acaba trazendo a necessidade de se buscar outra
via para solucionar e complementar com esta técnica, uma vez que a mandioca €
uma cultura de elevado valor socioeconémico. (LOPES & MICHEREFF, 2018;
BELLE & FONTANA, 2018; HOHENFELD et al., 2013).

Desta forma, o controle biolégico apresenta-se como uma das alternativas
mais eficazes para manejo de patégenos radiculares da mandioca, visto que vem
se comprovando sua eficiéncia como controle positivo para outras culturas de
interesse agrondmico, se tornando uma alternativa para o manejo das podriddes
na cultura da mandioca (SILVA et al., 2017)

Dentre 0s agentes de interesse para manejo biolégico de culturas as
bactérias do género Bacillus spp. tém sido mais comumente utilizadas, as
espécies mais exploradas sao B. subtilis e B. amyloliquefaciens, que apresentam
uma capacidade genética total de sintese de metabdlitos secundarios e potencial
para produzir mais de duas duzias de compostos antimicrobianos estruturalmente
diversos. As atividades antagOnicas de Bacillus spp. estdo frequentemente
relacionadas com a producdo de metabdlitos com propriedades antibidticas
(MILJAKOVIC et al., 2020).

Outros promissores agentes de controle biolégico sdo os fungos do género
Trichoderma spp., particularmente T. harzianum e T. viride tém apresentado
grandes potenciais como microrganismos agentes de biocontrole através de seus
mecanismos diretos e indiretos, através de micoparasitismo, producdes de
enzimas, competicdo e antibiose (SILVA et al., 2016; SRIVASTAVA et al., 2014).

E um fungo saprofitico, habitante natural do solo interagindo com as plantas
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geralmente na regido da rizosfera em diferentes niveis rizosféricos, possuem acao
direta e indireta no controle, podem se estabelecer endofiticamente nos espacos
intercelulares das primeiras camadas da epiderme, permanecendo em associagao
com as raizes por longos periodos, podendo perdurar por semanas ou meses
(STEFANELLO, 2016).

A utilizacdo de controle biologico, além de reduzir a populacdo de
patégenos no solo, ndo causa desequilibrio nem contaminacado ambiental a seres
humanos constituindo se uma nova alternativa de manejo de doencgas radiculares
da mandioca (FONSECA NETO et al., 2016). Portanto o objetivo deste trabalho
foi de avaliar o potencial antagonista in vitro de fungos e bactérias no controle das
doencas de podridées negra e seca da mandioca, visando a utilizagcdo destes
agentes de biocontrole no manejo das podridées em condi¢bes de campo.
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2.0 MATERIAL E METODOS
2.1 Local de desenvolvimento

O Experimento foi desenvolvido na cidade de Cruz das Almas, na empresa

Embrapa Mandioca e Fruticultura, Laboratoério de Fitopatologia — LABFITO.
2.2 Obtencéo dos isolados de podridao radicular

Os isolados foram escolhidos de acordo com suas diferentes espécies
sendo eles de podriddo seca: F. oxysporum; F. equiseti; F. verticillioides; F.
lateritium; F. chlamydosporum; F. solani e causadores de podriddo negra:
Lasiodiplodia theobromae; Neoscytalidium dimidiatum (Tabela 1), todos os
isolados utilizados sédo pertencentes a colecdo do Laboratério de Fitopatologia da
Embrapa Mandioca e Fruticultura.

Os fungos foram reativados para crescimento em meio BDA (Batata
Dextrose e Agar) e foram submetidos & uma temperatura de + 25°C em camara

BOD por 7 dias, para testes posteriores.

Tabela 1. Classificacao dos isolados de podridao radicular da mandioca

CODIGO* CLASSIFICACAO
CBPPR0008 F. chlamydosporum.
CBPPR0031 F. equiseti
CBPPRO0006 F. oxysporum
CBPPRO0O007 F. oxysporum
CBPPRO0012 F. lateritium
CBPPR0048 F. verticilioides
CBPPRO0059 F. solani
CBPPR1002 L. theobromae
CBPPR1010 N. dimidiatum
CBPPR1011 N. dimidiatum

*Colecdo Microbiolégica do Laboratério de Fitopatologia da Embrapa Mandioca e Fruticultura,
isolados da rizosfera de mandioca — isolados da regido de Umbauba — Sergipe.

2.3 Agentes de biocontrole

Foram utilizados dez isolados bactérias do género Bacillus, sendo eles:
BAC 2, BAC 3, BAC 4, BAC 5, BAC 6, 399, 01C, APC 07, APC 51, PA 05 (Tabela
2). Os isolados de fungos, fazem parte do género Trichoderma spp. sendo trés
isolados utilizados: CMF 1006, CMF 1007, T.CANA (Tabela 2), sendo todos
isolados cedidos da colecdo de microrganismos do Laboratério de Fitopatologia
da Embrapa Mandioca e Fruticultura — Cruz das Almas — Bahia.
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Tabela 2. Classificacdo dos microrganismos utilizados com potencial de
biocontrole e suas respectivas origens.

CcODIGO CLASSIFICACAO HOSPEDEIRO SUBSTRATO LOCAL
CMF1007* Trichoderma asperellum Plantio Sisal Solo X
CMF1006* Trichoderma asperellum XFrx X X
T. CANA* Trichoderma harzianum X X X

399* Bacillus spp. X X X

APC 51* Bacillus spp. ‘Prata An&’ Pseudocaule Cruz das Almas-
BA

PA 05* Bacillus spp. ‘Prata An&’ Pseudocaule Cruz das Almas-
BA

APCO7* Bacillus spp. ‘Prata An&’ Rizosfera Cruz das Almas-
BA

01C ** Bacillus spp. Feijdo Filoplano Cruz das Almas-
BA

BAC 2 ** Bacillus spp. X X Cruz das Almas-
BA

BAC 3 ** Bacillus spp. X X Cruz das Almas-
BA

BAC 4 ** Bacillus spp. X X Cruz das Almas-
BA

BAC 5 ** Bacillus spp. X X Cruz das Almas-
BA

BAC 6 ** Bacillus spp. X X Cruz das Almas-
BA

*Colecao Microbiolbgica do Laboratdrio de Fitopatologia da Embrapa Mandioca e Fruticultura.
**Colecdo Microbioldgica do Laboratério de Fitopatologia Universidade Federal do Recbncavo da
Bahia — UFRB.

***Hospedeiro; substrato e local desconhecido.

Todos os fungos foram isolados e colocados para crescimento em meio de
cultivo BDA (Batata Dextrose e Agar) e submetidos & uma temperatura de 25+2°C
em camara B.O.D. por 7 dias, para testes posteriores. Para as estirpes de
bactérias, foram ativadas em meio agar-nutriente e colocadas para crescimento

em temperatura de = 25°C em camara B.O.D. durante 24 horas.

2.4 Antagonismo in vitro de Bacillus spp. a fungos causadores de podridées
radiculares da mandioca

Um disco de micélio do fitopatdgeno, de 5 mm de diametro, foi inserido no
centro da placa de Petri, contendo meio de cultivo BDA. Em quatro pontos
equidistantes do disco do micélio, foram adicionados em discos de papel filtro
com auxilio de micropipeta 3 pL da suspensao de cada bactéria testada como
provavel antagonista. Para preparacao da solucdo as bactérias foram repicadas
em meio liquido nutriente-agar (NA) e colocadas em mesa agitadora por 24h a
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120 rpm, apds este periodo foram ajustadas em espectrofotdbmetro a uma
concentracédo de 0,7 (ODsoo).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC), utilizando-
se dez isolados bacterianos, que foram pareados com as espécies de patdogenos
selecionadas, sendo pareado uma espécie por vez, cada pareamento bactéria x
fitopatdgeno contendo 10 repeticbes para cada espécie. O controle foi utilizado
em placas contendo apenas o fitopatdgeno, totalizando 110 placas de Petri, todas
padronizadas em tamanho (9 cm).

Para avaliacdo de potencial de biocontrole entre pareamento de bactérias x
fungo, foi avaliado efeito antagonista de bactérias através de seu potencial de
inibicdo (%) e da area (cm?) de crescimento micelial do fitopatdbgeno. Sendo o

calculo da area realizado através da seguinte expressao:

D1xD2

A=m

, onde D1 e D2, sdo os valores do diametro do micélio mensurado nos

dois sentidos opostos.

(D1-D2)

Para mensurar potencial de inibicdo a férmula utilizada foi: PI% = 100"

sendo D1 o didmetro do micélio encontrado na auséncia do antagonista e, D2
crescimento do micélio na presenca do antagonista.

O experimento foi avaliado tomando como base o tratamento controle,
onde as avaliagbes foram realizadas quando o crescimento micelial do
fitopatdogeno atingiu a borda da placa de Petri. As placas foram acondicionadas
em camara de crescimento BOD, com temperatura de 25 +2°C e fotoperiodo de
12 horas.

2.5 Antagonismo in vitro de Trichoderma spp. a fungos causadores de
podriddes radiculares da mandioca

Para avaliagcdo de potencial de biocontrole de fungos de trichoderma foi
utiizado o método de pareamento duplo, onde foram colocados em bordas
opostas da placa de Petri contendo o meio de cultura BDA, um disco do micélio
do fitopatbgeno e um do potencial antagonista, cada um com tamanho de 5 mm,
neste experimento foi avaliado o Potencial de Inibigéo (%) de crescimento micelial

do patégeno.
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O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC), utilizando
as dez espécies de fungo de podridao radicular pareando cada um com as trés
isolados de Trichoderma spp., sendo todos tratamentos com dez repeticOes,
placas contendo apenas o fitopatogeno foram utilizadas como controle,
totalizando assim 35 placas de Petri. As placas foram acondicionadas em camara
de crescimento BOD, com temperatura de 25 + 2 °C e fotoperiodo de 12 horas.

A avaliacdo dos dados se deu com o auxilio de uma régua onde mensurou-
se o0 crescimento radial do fitopatbgeno, na presenca e auséncia dos

antagonistas. A inibicdo dos fitopatdogenos foi estimada, utilizando-se a seguinte

(c-1)

- x100, sendo C o crescimento radial do micélio encontrado

expressao: PI% =

na auséncia do antagonista e, T crescimento radial do micélio na presenca do

antagonista.

2.6 Analise Estatistica

As variaveis analisadas foram submetidas a anéalise de variancia — ANOVA
(p<0,05) e as meédias obtidas foram agrupadas a teste Scott Knotta 5% de
probabilidade, por meio do pacote “ExpDes” em software R 4.2.0 e os graficos
construidos com auxilio do pacote “gplots” e “ggplot2” em software
estatistico R 4.2.0. Para os dados percentuais de potencial de inibicdo foi

realizada a transformagao dos dados para arcoseno Vx(%).

3.0 RESULTADOS

3.1 Antagonismo in vitro de Bacillus spp. a fungos causadores de podriddes

radiculares da mandioca

O efeito antagonista das bactérias do género Bacillus spp. foram positivos
nos testes de pareamento com fungos de podriddo radicular, com inibicdo do
crescimento micelial significativo (p<0,05) para todos os isolados testados in vitro.
Para as espécies de fungo causador da podriddo negra Lasiodiplodia theobromae
(CBPPR1002), Neoscytalidium dimidiatum (CBPPR1010 e CBPPR1011) todos os
isolados testados diferiram estatisticamente do tratamento Controle pelo teste de
Scott-Knott (p<0,05). Os isolados bacterianos APC 07 e 399 obtiveram area de

crescimento micelial (mm?) reduzida numa porcentagem entre 50 e 70%. Para
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Neoscytalidium dimidiatum CBPPR1011, o isolado APC 51 apresentou uma
reducdo de 72,11% de potencial de inibicdo seguido das médias percentuais dos
isolados de BAC 5 e BAC 3 de 66,7% e 64,2%. Para L. theobromae CBPPR1002,
houve potencial de 57,83% no pareamento com isolado APC 07, os isolados BAC
5, BAC 6 e PA 05 obtiveram percentuais préximos entre 56% e 55%.

Para o isolado 399, foi nitida a aparicdo de halo de inibicdo para
CBPPR1011 e CBPPR1002, com porcentagem de inibicdo de 67,61% para N.
dimidiatum e 56,72% para L. theobromae. E importante ressaltar, que para o
isolado de CBPPR1010, foi possivel notar que houve uma maior resisténcia ao
antagonismo dos microrganismos pareados, quando comparado com as demais
espécies, obtendo para este as menores médias de potencial inibitério, sendo o
maior percentual de 47,44% para pareamento com isolado APC 07, seguido de
399 com 44,61% e 35,66% para isolado APC 51

N. dimidiatum CBPRR1011, alcancou percentuais acima de 70% com uma
minimo de 55%, o que ndo houve para N. dimidiatum CBPPR1010, que
apresentaram percentuais abaixo de 50%, ja L. theobromae CBPPR1002 se
manteve nas meédias de 52% a 57% (Figura 3.A)

Quanto aos isolados de APC 07 e APC 51 foram os que representaram
maior reducdo de area de patdgeno, para a espécie F. oxysporum CBPPRO0006,
os isolados apresentaram média percentual de 74,3% e 71,3% respectivamente.
Quando pareados com APC 07, os patogenos F. solani CBPPR0O059 e F.
verticilioides CBPPR0012, apresentaram, respectivamente, potencial de inibicdo
de 66,3% e 65,5%.

O fitopatégeno que sofreu maior efeito de supressdo aos antagonistas
testados foi F. equiseti CBPPR0031, com metade dos isolados apresentado
médias de potencial inibitério de mais de 70%. Para F. verticilioides CBPPR0012
mais da metade dos isolados alcancaram o potencial de inibicdo de mais de 60%
(Figura 3.B), em F. lateritum CBPPRO0048 mais da metade chegaram a este
percentual, ja para F. chlamydosporum CBPPRO0008, foi possivel alcancar este
valor quando pareado com BAC 5, onde a area do patégeno ficou abaixo de 10
cm? (Figura 3.1). O fungo da espécie F. oxysporum CBPPRO0007, apresentou
menor susceptibilidade aos isolados testados, diferentemente das demais

espécies onde foi possivel observar maior efeito do isolado APC 51, em
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CBPPRO0007 ele apresentou potencial de inibicdo de 38%, com area acima de 20
cm2 (Figura 3.H).

Foi possivel observar vérias formac6es aparentes de halo de inibicdo de
crescimento dos patdgenos F. oxysporum CBPPRO0006 e F. equiseti CBPPR0031
quando pareados com BAC 3 e F. lateritium CBPPR0048 na presenca dos
isolados 399, BAC 6 e BAC 4. No pareamento com F. oxysporum CBPPR0007, foi

possivel observar um avanco dos isolados BAC 6, PA 05 e 01 C sobre o fungo

(Figura 1).

Figura 1. Experimento de pareamento in vitro com todos isolados causadores de podridao negra e
seca pareados com isolados de Bacillus spp. ha: halo de inibi¢&o; inib: inibicdo do crescimento
micelial.

F chlamysdosporum

‘ |8
’ F. verticilioides

Autora: Izis Mello

Houve formacéo de trés grupos para a maioria das espécies testadas, com
excecao apenas para o CBPPR1011, que formou quatro grupos onde todos os
isolados testados diferiiam do controle (p>0,05) (Figura 2.C). Os isolados de
Bacillus spp. se comportam de diferentes formas devido a variabilidade de
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espécies testadas, € importante ressaltar que em planta este comportamento
podera se modificar, mas os isolados se comportam de modo satisfatério quanto
sua competicao por espaco, reduzindo a area do patégeno (cm?) para valores de
3,3 cm? em CBPPR0031 com APC 51 (Figura 2.D), 8,4 cm? para CBPPR0O006
com PAO5 (Figura 2.F), 7,2 cm?2 para CBPPR0059 com APC 07 (Figura 2.E), 7,0
cm? para CBPPRO0048 (Figura 2.G) e 14,6 cm?2 para CBPPR0O007 com isolado 399
(Figura 2.J).

Figura 2. Boxplot das médias agrupadas de area (cm?) de crescimento micelial dos tratamentos
Lasiodiplodia theobramae (A), Neoscytalidium. dimidiatum (B), N. dimidiatum (C), Fusarium.

lateritium (D), F. solani (E), F. oxysporum (F), F. lateritium (G) F. chlamydosporum (H) F.
verticilioides (1), F. oxysporum (J) na presenca e auséncia de Bacillus spp. Isolados pertencentes

ao mesmo grupo (cor) néo diferem entre si pelo teste Scott-Knott.
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continuacao...

Figura 2. Boxplot das médias agrupadas de area (cm?) de crescimento micelial dos tratamentos
Lasiodiplodia theobramae (A), Neoscytalidium. dimidiatum (B), N. dimidiatum (C), Fusarium.
lateritium (D), F. solani (E), F. oxysporum (F), F. lateritium (G) F. chlamydosporum (H) F.
verticilioides (1), F. oxysporum (J) na presenca e auséncia de Bacillus spp. Isolados pertencentes
ao mesmo grupo (cor) nao diferem entre si pelo teste Scott-Knott.
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3.2. Antagonismo in vitro com isolados de Trichoderma spp. a fungos
causadores de podriddes radiculares da mandioca

Todos os isolados de Trichoderma sp. inibiram significativamente o
crescimento micelial dos fitopatdogenos testados. Trichoderma asperellum CMF
1007 foi o isolado que obteve maior destaque no antagonismo in vitro, sendo as
espécies de Fusarium sp. mais sensiveis quando pareado com o0 antagonista.
Para as espécies F. oxysporum CBPPRO0006 (Figura 5.15), F. lateritium
CBPPRO0048 (Figura 5.23), F. equiseti CBPPR0031 (Figura 5.27), F. verticilioides
CBPPRO0008 (Figura 5.35), foi possivel observar caracteristica de parasitismo de
T. asperellum CMF 1007 sob os patégenos

Em F. lateritum CBPPRO0048, F. verticilioides CBPPR0012, Fusarium
clamydosporum CBPPRO0008, pareados com CMF 1007, apresentaram potencial

de inibicdo do patégeno acima de 50%, alcancando mais de 70% de inibicdo para

1R RIS
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F. oxysporum CBPPR0O006 e 65% em F. equiseti CBPPR0031 (Figura 4). Foi
possivel observar formacdo de halo de inibichio de T. asperellum para
Lasiodiplodia theobroma CBPPR1002 (Figura 5.11) com efeito significativo de
inibicdo em 51% (Tabela 3).

Figura 3. Mapa de calor (heatmap), para espécies de Fusarium spp. pareados com Bacillus spp.,
L. theobromae e N. dimidiatum pareadas com isolados de Bacillus spp. (A); Fusarium spp., L.
theobromae e N. dimidiatum pareados com Trichoderma spp. (B) onde tratamentos foram
agrupados hierarquicamente.
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Para a maioria das espécies pareadas foi possivel observar médias entre
50% e 70% de reducdo do efeito de crescimento micelial, com a excecdo da
espécie N. dimidiatum CBPPR1010 e L. theobromae CBPRR1002 que obtiveram
28,11% e 22,11% de potencial de inibicdo, respectivamente, quando pareados
com T. asperellum CMF 1006, diferindo entre os demais tratamentos, 0 mesmo
ocorre para F. solani CBPRR0059 onde pareado com as trés espécies de
Trichoderma sp., obteve potencial de inibicdo inferior a 50%, com médias
diferindo significativamente do tratamento controle.

Para as espécies de Neoscytalidium dimidiatum (CBPPR1010,
CBPRR1011), o isolado de T. harzianum T.CANA, foi o que obteve maior
potencial de inibicdo de crescimento micelial do patégeno em 43,44% e 58,44%
respectivamente, diferindo significativamente das demais médias dos tratamentos
Controle, CM 1006 e CMF 1007 para N. dimidiatum CBPPR1010. (Tabela 3).
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Tabela 3. Inibicdo de crescimento micelial (%) dos fungos de podridao radicular

da mandioca. _
INIBICAO DE CRESCIMENTO (%)

Doencas Tratamentos CMF 1007 CMF 1006 T. CANA CONTROLE
< CBPPR1010 35,44 b*F 19,72 cB 43,44 aC 0,00 dB
§ CBPPR1011 44,55 bE* 30,44 aA 58,44 aA 0,00 cB
Q
E; CBPPR1002 51,32 aD 22,11 bC 47,11 aC 6,35 cA
£ CBPPRO0059 46,48 aE 48,91 aA 46,21 aC 4,44 bA

CBPPRO0006 78,12 aA 58,25 bA 59,75 bA 7,65 cA
§ CBPPR0048 66,77 aB 61,11 bA 60,55 bA 0,00 cB
K(% CBPPR0012 60,66 aB 56,99 bA 60,61 aA 6,22 cA
% CBPPR0008 56,32 aC 51,77 aA 53,67 aB 4,65 bA
. CBPPR0007 54,52 aC 50,71 bA 54,16 aB 0,90 cB

CBPPRO0031 65,77 aB 58,44 bA 59,66 bA 0,00 cB

*Médias seguidas da mesma letra minuscula na linha pertencem ao mesmo grupo pelo teste Scott-
Knott a 5% de probabilidade.

**Médias seguidas da mesma letra maildscula na coluna pertencem ao mesmo grupo pelo teste
Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Figura 4. Experimento de pareamento in vitro com isolados de Trichoderma spp. pareados com
patégenos do género Fusarium spp., Lasiodiplodia spp. e Neoscytalidium spp. ha: halo de inibigéao;
par: parasitismo.
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Todos os pareamentos se diferenciaram entre si significativamente, bem
como do tratamento Controle. Entre as espécies apenas os isolados das espécies
F. solani CBPPRO0O059 e F. clamydosporum CBPPRO0008, ndo diferiram entre si
nas espécies de Trichoderma spp. pelo teste de agrupamento de médias Scott-
Knott (p<0,05).

4.0 DISCUSSAO

O uso de bactérias do género Bacillus spp. tem sido efetiva no controle de
fungos fitopatogénicos de diversas espécies, em experimento in vitro vém se
mostrando como excelente antagonista, com oOtimos médias de reducdo de
crescimento micelial do fungo Lasiodiplodia theobromae e Fusarium oxyspurum.
(SEETHAPATHY et al., 2016; SHOBHA & KUMUDINI, 2012). A capacidade de
potencial de inibicdo de Bacillus spp. chega a 212% quando pareados com fungo
de podridado radicular da mandioca da espécie Fusarium solani (FREITAS et al.,
2018)

O halo de inibicdo formado € um indicativo de que esti havendo antibiose,
podendo Bacillus sp. estar secretando enzimas e lipopeptideos que geram a
formacdo do halo e auxiliando na reducéo crescimento do patdgeno através de
antibiose direta (FIRA et al., 2018; SHOBHA & KUMUDINI, 2012). A reducao do
crescimento micelial do fitopatégeno também pode estar diretamente ligada a
producdo de metabdlitos toxicos, onde o microrganismo cria um ambiente
desfavoravel ao crescimento do patégeno (GABARDO et al., 2020).

Bactérias do género Bacillus, sdo comprovadamente produtoras de
antibioticos, o que Ihes conferem um excelente efeito inibidor ao crescimento de
fungos fitopatogénicos. Através da producdo de compostos microbianos que séo
sintetizados por essas bactérias a sua utilizacdo no controle biolégico de
fitopatdgenos se torna uma alternativa eficiente, porém diante da diversidade
destes compostos produzidos, se faz necessario a realizacdo de novas pesquisas
com a finalidade de determinar quais sdo esses compostos antimicrobianos
produzidos (SILVA et al., 2020; VILLA-RODRIGUEZ et al., 2019).

Estudos da inibicdo de F.solani, com uso de B.subtilis comprovaram reducéo
de mais de 60% de severidade da doenca na raiz da mandioca, apos trés
semanas de inoculagcdo do patdogeno (SAENGCHAN et al., 2022) quando

pareados com isolados de Trichoderma sp. os valores de inibicdo chegam acima
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de 50%, com 100% de controle através de mecanismos de producdo de
compostos antimicrobianos mais eficaz contra F.solani, sabe-se que esta
eficiéncia s6 pode ser alcancada na dependéncia da capacidade do patdgeno em
metabolizar estes compostos (STEFANELLO, 2016).

Ao aplicar B. subtilis no controle de patégenos fungicos do feijao-caupi, exibe
capacidade de antibiose suficiente devido ao seu bom desempenho na inibicao de
F. verticilloides, F. equiseti, F. solani, F. oxysporum em trabalhos in vitro
(KILLANE et al., 2011). Para espécie de F. oxysporum foi constatado que o fungo
€ suprimido por organismos biocontroladores do género Trichdoderma e Bacillus,
sendo seu efeito comprovado a partir producédo de sideréforos, efeito antibiético
supressor da producdo de antibacteriano de beauvericina por F. oxysporum
(PALYZOVA et al., 2019).

Em isolados de Trichoderma spp. a presenca de halos de inibicdo também
expressam possivel antibiose, este mesmo halo foi observado em pareamento
realizado com o fungo F. oxyspurum por Azevedo et al. (2020). Trichoderma spp.
também apresenta caracteristicas de competicdo e micoparasitismo, tendo em
vista que o fungo avanca totalmente sobre o fitopatégeno e através da secrecao
de enzimas conseguem degradar a parede celular do hospedeiro e assim se
estabelecem (SILVA et al., 2016; ZHANG et al., 2014).

Em testes de pareamento in vitro Trichoderma spp. chega a apresentar uma
inibicdo de 100% dos patégenos (AOYAGI & DOI, 2021). A inibicdo de
fitopatdégeno por Trichoderma spp. podem ser efetivas para algumas espécies e
ineficientes para outros, podendo apresentar maior ou menor agressividade de
supressao de patégenos, o que ird depender da atividade de defesa que estes
exercem, da estrutura fisica dos mesmos e da producéo de substancias inibitérias
(CHAGAS JUNIOR, 2018).

Atividades antagonistas potenciais foram observadas por Srivastava et al.
(2014), em espécies de Trichoderma contra Fusarium oxysporum com inibigéo
maxima de 63,66% de crescimento micelial. Quando pareados com patégenos
causadores de podriddo negra da mandioca, Trichoderma spp. apresentou um
potencial de inibicdo de 80,78%, estes resultados estdo diretamente ligados a
possivel producdo de quitinase e compostos volateis pelo fungo antagonista,
atraveés da producéo de enzimas o fungo antagonista degrada a parede celular do

patdgeno e através de suas hifas que tem capacidade de reconhecer outra hifa
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inicia-se 0 processo de parasitismo (AZEVEDO et al., 2020; SILVA et al. 2017,
ZHANG et al., 2014).

Em estudos realizados na cultura da pitaya N. dimidiatum foi suprimido por
antagonistas Bacillus sp e Trichoderma sp, com maior taxa de inibicdo para o
fungo, atingindo mais de 60% de resisténcia quando pareados com o0s dois
isolados de patogeno testados. (NGUYEN et al., 2019). Em Bacillus sp. houve
efeito de potencial antagonico inferior aos encontrados nos pareamentos com N.
dimidiatum CBPPR1010 e CBPPR1011, com percentual de 36,67% de efeito de
inibicdo (DUNG et al., 2018).

A espécies de T. asperellum e T. harzianum apresentaram um alto potencial
de inibicdo contra o fungo Lasiodiplodia theobromae, isso se deu devido a
presenca de diferentes compostos micotoxicos volateis e ndo volateis (BEDINE et
al., 2022; BUI et al., 2018).

Os fungos de Trichoderma sp., assim como Bacillus sp. podem apresentar
diferentes formas de antagonismo. Cada microrganismo tem sua forma especifica
de manifestar inibicao do fitopatdégeno, este conhecimento é bastante amplo e ja
se discute sobre a importancia de saber quais mecanismos séo utilizados pelo
antagonista, sendo este decisivo para garantia de inibicdo da doenca e
consequentemente para o desenvolvimento de produto direcionado ao controle
biolégico (CHAGAS JUNIOR et al., 2018; VILLARREAL-DELGADO et al., 2017).

A variacdo de inibicdo da doenca in vitro, é natural, podem acontecer em
varios graus e com respostas diferentes para cada espécie. T. harzianum causou
maior inibicdo de crescimento, quando comparado com isolados bacterianos
(SINGH et al., 2021), o que ndo ocorreu para 0s pareamentos realizados com as
espécies relacionadas a podriddo radicular da mandioca, onde foi possivel
observar maior efeito de isolados de Bacillus sp. E importante ressaltar que a alta
atividade antimicrobiana in vitro, contudo, é importante ressaltar que sao
necessarias validacbes in vivo, tendo em vista que este controle pode se
apresentar reduzido ou zero controle da doenca na planta, o que salienta, ainda
mais, a importancia de realizar estudos in vitro e in vivo (SILVA et al., 2017).

E de suma importdncia o desenvolvimento de banco de dados que
disponibilizem os microrganismos de potencial biocontrole para outras pesquisas
e testes, o que pode vir a gerar uma gama de produtos, que podem vir a

beneficiar a comunidade e produtores que enfrentam dificuldades de manejo no
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seu dia a dia (DINIZ et al., 2022). Todos estes trabalhos desempenham uma
importante funcdo para a aplicacdo destes agentes biolégicos na planta. Sendo,
portanto, a avaliagdo comportamental dos microrganismos in vitro um método
importante e necessario para avaliar seu potencial de biocontrole muito antes da

liberacdo na rizosfera.

5.0 CONCLUSOES

Os isolados de Bacillus sp. e Trichoderma spp. exercem eficiéncia tanto no
controle de crescimento micelial de isolados de podriddo negra, como no de
podriddo seca.

Com destaque para os isolados de Bacillus spp. APC 51 e APC 07, que
obtiveram mais de 70% de potencial de inibicdo e T. asperellum CMF1007 que
apresentou uma média de maior controle efetivo na maioria das espécies de
patdgenos testadas.

Com base nestes resultados, € importante frisar a importancia da
caracterizacdo de todos os isolados testados, bem como a viabilidade de utiliza-
los de forma integrada, conferindo assim uma maior resisténcia ao complexo da

podriddo radicular da mandioca.
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Capitulo 2

Potencial de agentes de biocontrole na supressao in planta das podriddes
negra e seca da mandioca

A complexidade dos patdgenos de podridao radicular da mandioca exigem formas
de manejo mais especificos para a contencdo do patdgeno, desta forma o
controle biolégico por meio de fungos e bactérias antagonistas possui um grande
potencial de sucesso no manejo dessas doencas. Com isso 0 objetivo deste
trabalho foi avaliar o potencial de agentes de biocontrole in planta na supressao
das doencas podriddo negra e seca da mandioca. Os experimentos foram
realizados em ambiente controlado, sendo um inoculado com patdégenos
associados a podridao negra e outro associados a podridao seca, utilizando duas
variedades de mandioca ‘BRS Kiriris’ e ‘BRS Formosa’ e oito tratamentos que
foram inoculados com isolados das espécies Bacillus spp. e Trichoderma spp.,
para isso os isolados de Bacillus sp., foram separados em mix de isolados: Mix 1
(399, APC 51, PA 05, APC 07), Mix 2 (BAC 5 e BAC 6), Mix 3 (BAC 3 e BAC 4) e
Trichoderma spp. foi inoculado um isolado (CMF1007). As manivas utilizadas
foram semeadas na vertical em substrato vermiculita umedecido previamente e
inoculados com patdgeno 7 dias antes do plantio. A aplicacdo de in6culo de
Trichoderma foi realizada apo6s periodo de 15 DAP, o delineamento do
experimento foi realizado em blocos casualizados - DBC e esquema fatorial 2 x 2
(variedade x inoculacdo) com um total de vinte repetices. Os in6culos dos
patdgenos e agentes de biocontrole foram preparados no Laboratério de
Fitopatologia da Embrapa Mandioca e Fruticultura e as suspensfes foram
inoculadas apds ajustes de concentracdo de 10° para patégenos, 107 para
Trichoderma e 108 para isolados de Bacillus. O experimento foi avaliado aos 30
dias ap6s o plantio - DAP e foram realizadas avaliacbes dos parametros de
crescimento e incidéncia de doenca. Os dados coletados foram submetidos a
ANOVA e as médias obtidas agrupadas em teste Scott-Knott (p<0,05) através do
software estatistico R 4.2.0. Foi realizado experimento em casa de vegetacao,
utilizando as cultivares ‘BRS Novo horizonte’ e ‘BRS Poti Branca’, os tratamentos
consistiram em imersao de manivas, nos mixes de Bacillus spp., Trichoderma
spp. e Fungicida. Para preparo das suspensdes com microrganismos foi repetido
0 mesmo ao primeiro experimento e o produto fungicida foi diluido em agua. O
delineamento foi realizado em DBC e subdivididos em esquema fatorial 2 x 2
(variedade x tratamento imerséo), com 6 repeticdes por tratamento. Foi realizado
plantio de duas manivas por vaso/8L contendo solo e substrato especifico. Apés o
plantio foi realizada as avaliac6es de crescimento periddicas 30 DAP e aos 60
DAP onde foi feita destrutiva e posterior analise dos dados. O uso de Bacillus spp.
consorciado com Trichoderma spp. constituiu em tratamento eficiente para
reducdo de danos da doenca da podriddo negra e seca da mandioca. O
tratamento de imersdo de manivas foi eficiente para contengdo do avanco da
doenca da podridéo radicular.

Palavras-chave: Manejo biolégico; Fitopatdogenos; Bactérias; Fungos
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Potential of biocontrol agents in plant suppression of cassava black and dry
rot

The complexity of cassava root rot pathogens requires more specific management
methods to contain the pathogen, thus biological control using antagonistic fungi
and bacteria has great potential for success in the management of these diseases.
Thus, the objective of this work was to evaluate the potential of in plant biocontrol
agents in the suppression of cassava black and dry rot diseases. The experiments
were carried out in a controlled environment, one inoculated with pathogens
associated with black rot and the other associated with dry rot, using two varieties
of cassava 'BRS Kiriris' and 'BRS Formosa' and eight treatments that were
inoculated with isolates of Bacillus spp. and Trichoderma spp., for this the Bacillus
spp. isolates were separated into a mix of isolates: Mix 1 (399, APC 51, PA 05,
APC 07), Mix 2 (BAC 5 and BAC 6), Mix 3 (BAC 3 and BAC 4) and Trichoderma
spp. one isolate (CMF1007) was inoculated. The cuttings used were sown
vertically in previously moistened vermiculite substrate and inoculated with the
pathogen 7 days before planting. The application of Trichoderma inoculum was
carried out after a period of 15 DAP, the experiment design was carried out in
randomized blocks - DBC and a 2 x 2 factorial scheme (variety x inoculation) with
a total of twenty repetitions. Inoculums of pathogens and biocontrol agents were
prepared at the Phytopathology Laboratory of Embrapa Mandioca e Fruticultura
and the suspensions were inoculated after concentration adjustments of 105 for
pathogens, 107 for Trichoderma and 102 for Bacillus isolates. The experiment was
evaluated 30 days after planting - DAP and evaluations of growth parameters and
disease incidence were performed. The collected data were submitted to ANOVA
and the means obtained were grouped in the Scott-Knott test (p<0.05) using the
statistical software R 4.2.0. An experiment was carried out in a greenhouse, using
the 'BRS Novo Horizonte' and 'BRS Poti Branca' cultivars, the treatments
consisted of immersion of cuttings, in mixes of Bacillus spp., Trichoderma spp. and
Fungicide. To prepare the suspensions with microorganisms, the same procedure
as the first experiment was repeated and the fungicide product was diluted in
water. The design was carried out in DBC and subdivided in a 2 x 2 factorial
scheme (variety x immersion treatment), with 6 replications per treatment. Two
cuttings were planted per pot/8L containing soil and specific substrate. After
planting, periodic growth evaluations were carried out at 30 DAP and at 60 DAP
where a destructive and subsequent analysis of the data was carried out. The use
of Bacillus spp. intercropped with Trichoderma spp. constituted an efficient
treatment to reduce the damage caused by cassava black and dry rot disease.
The immersion treatment of cuttings was efficient to contain the progress of the
root rot disease.
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1.0 INTRODUCAO

A mandioca € uma cultura de principal importancia agronémica em diversas
regides do Brasil e do mundo, principalmente no Continente Africano onde é
considerada uma cultura de seguranca alimentar (PARMAR; STURM; HENSEL,
2017), sendo utilizada como uma fonte alimentar valiosa para paises em
desenvolvimento (BAYATA, 2019).

Esta seguranca alimentar pode estar comprometida devido ao aumento da
populacdo mundial e ao niumero crescente de patdgenos (AB RAHMAN et al.,
2018), assim como a cultura esta espalhada por uma grande extensao territorial,
as podriddes radiculares se apresentam como principal doenca da cultura e
através de seus agentes etiolégicos causam danos irreversiveis a planta (BRITO
et al., 2019).

A falta de conhecimento do manejo de doencas e praticas culturais
adequadas para mandioca por parte de produtores e o uso de material genético
de baixo potencial acaba facilitando a multiplicacdo e estabelecimento do
patdogeno. O emprego de um manejo integrado é imprescindivel para a contencao
da doenca no campo, abrindo um leque para uma série de sistemas empregados
nas praticas de controle de fitopatdgenos, seja através de mecanismos quimicos,
fisicos ou biologicos (BELLE & FONTANA, 2018; LEITE & GONCALVES, 2018;
MATTOS; FARIAS; FERREIRA FILHO, 2006).

E possivel constatar o crescimento e a amplitude que o uso de
microrganismos com potencial de controle bioldgico trouxera op¢des que surgem
como alternativas promissoras para auxiliar as culturas no combate aos
patdgenos. E importante entender o papel desses microrganismos na promogao
do crescimento e no controle de doencas, e sua aplicacdo como biofertilizantes e
biopesticidas cujo sucesso no campo ainda demanda um certo cuidado (AB
RAHMAN et al., 2018).

A avaliacdo e interpretacdo das funcionalidades desses organismos
biologicamente importantes em um determinado ambiente € o primeiro passo para

entender sua natureza e modo de acdo para controlar os patdogenos naquele
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ambiente. Dada a complexidade das condicbes de campo, 0s estudos em
ambientes controlados sdo necessarios para entender e caracterizar
completamente o modo de acdo desses agentes de controle biolégico (SHAFI;
TIAN; JI, 2017). Por tanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial de
agentes de biocontrole na supressao in planta das doencas podriddo negra e

seca da mandioca.
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2.0 MATERIAL E METODOS

2.1. Testes in planta - Podriddo negra e seca da mandioca

2.1.1. Local de desenvolvimento

Os experimentos foram realizados na Embrapa Mandioca e Fruticultura —
Cruz das Almas - Bahia, montado em ambiente controlado, com temperatura de
28°C e fotoperiodo de 12 horas em delineamento de blocos casualizados - DBC,
com quatro blocos em esquema fatorial (variedade x tratamento biologico)
contendo oito tratamentos, cada um com 20 repeticdes. As variedades utilizadas
foram as ‘BRS Kiriris’ e ‘BRS Formosa’, variedades contrastantes quanto a sua
resisténcia a podriddo radicular da mandioca, os tratamentos foram inoculados
com isolados das espécies Bacillus spp. e T. asperellum, para isso os isolados de
Bacillus spp., foram separados em mix de isolados.

Tabela 1. Tratamentos do experimento in planta da podriddo negra e seca da
mandioca.

NOMENCLATURA TRATAMENTOS
T1C 1. Controle
T2T 2. Trichoderma asperellum
T3B1 3. Mix 1 de Bacillus spp. (399, APC 51, PA
05 e APC 07)
T4B2 4. Mix 2 de Bacillus spp. (BAC 5 e BAC 6)
T5B3 5. Mix 3 de Bacillus spp. (BAC 3 e BAC 4)
T6TB1 6. T.asperellum + Mix 1
T7TB2 7. T.asperellum + Mix 2
T8TB3 8. T. asperellum + Mix 3

Para os tratamentos de mix de Bacillus + Trichoderma, a aplicacdo de
in6culo de T. asperellum foi realizada apés periodo de 15 dias devido a

compatibilidade de espécies.
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Foram realizados dois experimentos, em um foi realizado inoculo de
patogenos relacionados a doenca da podridéo radicular negra e o outro inoculado

com patodgenos da podriddo radicular seca, ambos realizados ao mesmo tempo.

2.1.2. Preparo do in6culo

O isolados fangicos foram crescidos em placas de Petri, contendo meio de
cultivo BDA (Batata, Dextrose e Agar), acondicionadas em camara B.O.D a
temperatura de 2512 °C e fotoperiodo de 12 h, para crescimento fungico, sendo
eles de podriddo negra (Lasiodiplodia theobramae (CBPPR1002) e
Neoscytalidium dimidiatum (CBPPR1010 e CBPPR1011) e podriddo seca
Fusarium oxysporum (CBPPR0006 e CBPPRO0007), F. equiseti (CBPPR0031),
Fusarium verticillioides (CBPPR0048), Fusarium solani (CBPPR0059), Fusarium
lateritium (CBPPR0012) e Fusarium chlamydosporum (CBPPRO0008),
proveniente da micoteca do Laboratorio de fitopatologia da Embrapa Mandioca e
Fruticultura.

Apbs o crescimento do fungo na placa, realizou-se suspensdes de esporos
a partir da adicdo de 20 mL de agua destilada estéril no meio de cultivo com
colénias das espécies de patdégenos, para liberagdo de conidios utilizou-se
escova de dente macia, e a suspensao foi obtida pela filtracdo em dupla camada
de gaze. Em seguida foi transferido 40 mL da solu¢cdo em suspensao para sacos
individualizados para cada uma das espécies de patdégeno, contendo cerca de
200 g de arroz estéril, os sacos foram identificados, amarrados e colocados para
crescimento em camara de crescimento B.O.D. a 25+2°C e fotoperiodo de 12 h.

Para quantificacdo das unidades formadoras de colbnias (UFC) dos
isolados patogénicos e de Trichoderma spp., utilizou-se a técnica de diluicdo em
série. Apos periodo de 15 dias, constatando crescimento flngico das espécies,
foram retiradas amostras de 10 g de arroz de cada saco e adicionados a 90 mL
de agua destilada estéril em tubo de ensaio para determinacdo de unidades
formadoras de colénia (UFC), por meio de diluicdo seriada e plagueamento, onde
as placas foram colocada em BOD a 25°C e apés 48 h foi realizada a contagem
das unidades formadoras de colbnia, para ajuste da concentracéo a ser colocada
no substrato, sendo ela 10%g de substrato. Posteriormente as amostras foram

misturadas e homogeneizadas, obtendo assim a fonte de indculo. O mesmo
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processo foi realizado para multiplicacdo dos isolados de Trichoderma sp., sendo
a concentracao do inéculo utilizada 107 mL

Para crescimento dos isolados de Bacillus sp. foi utilizado meio nutriente
liquido (Peptona; NaCl; Extrato de Levedura; Extrato de Carne). Os isolados
foram repicados em placas de Petri, contendo meio nutriente agar e apos 24
horas foram transferidos com auxilio de alca de Drigalski para erlenmeyers
contendo o meio de cultura, em seguida foram vedados e colocados em mesa
agitadora em 120 rpm e temperatura de 25 °C por 24 horas. Apds o periodo, 0
indculo foi ajustado a concentracdo de unidade formadora de col6énia para uma
absorbancia de 0,8 (ODsoo) em espectrofotbmetro e em seguida preparados o0s

mixes.

2.1.3. Material propagativo, substrato e indculo

O material de propagacédo (manivas) do experimento foi retirado do Banco
Ativo de Germoplasma de Mandioca (BAG Mandioca) da Embrapa Mandioca e
Fruticultura, as manivas foram cortadas com tamanhos de 8 cm e foi realizada
desinfestacdo com a solucéo de principio ativo Cloreto Benzalcénio (0,5 mL/L de
agua) emergindo por 3 minutos, lavadas em agua corrente e colocadas para
secar por 12 h.

Foram utilizados copos descartaveis de polipropileno de 300 mL composto
por substrato vermiculita, umedecido com 30 mL de agua destilada. Apos 48
horas o substrato foi infestado com 3 g de indéculo 10° UFC/grama de substrato
sendo a fonte de in6culo revolvida dentro do copo com auxilio de espatula. Em
seguida os copos foram tampados com copos plasticos de 400 mL, com objetivo
de criar uma camara Umida e deixados em repouso por 48 horas, apOs este
periodo, foi realizado inoculagéo dos tratamentos na cova de plantio.

Todos os tratamentos de Bacillus sp. e Trichoderma sp. foram inoculados
na quantidade de 3 mL de solucdo em suspensao para cada tratamento/repeticao,
com auxilio de uma pipeta (10 mL). Feito isso, as manivas foram plantadas, na
posicdo vertical, sendo coberta parcialmente e foram mantidas em camara de
crescimento durante um periodo de 30 dias, onde foi realizada avaliages a fim de
comparar a eficiéncia dos tratamentos.

As variaveis analisadas foram: Germinacdo (GERM), com oito e quinze

dias apoOs plantio; Altura de planta em cm (AP); Peso fresco da parte aérea
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(PFPA); Peso fresco da raiz (PFR); Peso seco parte aérea (PSPA); Peso seco da
raiz (PSR), sendo estas amostras vegetais submetidas a secagem em estufa a 50
°C por 72 horas e observado apds o periodo o peso constante em miligrama. As
demais variaveis avaliadas a seguir foram analisadas seguindo 0s seguintes
parametros: Vigor, sendo:

1 = Planta pouco vigorosa,

2 = Planta com vigor intermediério;

3 = Planta com 6timo vigor;

Incidéncia Externa avaliado qualitativamente através de P = Presenca do
patégeno e A = Auséncia do patdgeno e Colonizacdo Interna das Manivas (CIM)
baseadas em escala de notas:

Onde, 0 = N&o colonizadas;

1 = Colonizacao < 1/3 da area interna da maniva;

2 = colonizagdo 21/3 e <2/3 da area da maniva;

3 =2 2/3 da area interna da maniva.

2.2 Testes in planta: Controle biolégico do complexo podridao radicular

O experimento foi realizado em casa de vegetacao da Embrapa - Mandioca
e Fruticultura, em delineamento em blocos casualizados - DBC, com quatro
blocos em esquema fatorial (variedade x tratamento biol6gico x controle absoluto
X controle quimico), contendo onze tratamentos e seis repeticbes cada. As
variedades utilizadas foram BRS Poti Branca e BRS Novo Horizonte, variedades
contrastantes em relacdo a sua resisténcia a doenca da podridao radicular, as
manivas utilizadas foram coletadas no BAG Mandioca, ja em area infestada com
patdgenos de podriddo radicular. Os isolados utilizados como controle bioldgico
foram os mesmos mix de Bacillus sp. em combinac¢do dos. Mix 1, Mix 2 e Mix 3

com Trichoderma asperellum (CMF 1007).
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Tabela 2. Tratamentos do experimento do complexo podrid&o radicular.

NOMENCLATURA TRATAMENTOS
T1C 1. Controle
T2CA 2. Controle Absoluto*
T3F 3. Fungicida
TAFA 4. Fungicida Absoluto*
T5T 5. Trichoderma
T6B1 6. Mix 1 de Bacillus
T7B2 7. Mix 2 de Bacillus
T8B3 8. Mix 3 de Bacillus
T9TB1 9. Trichoderma + Mix 1
T10TB2 10. Trichoderma + Mix 2
T11TB3 11. Trichoderma + Mix 3

*Tratamentos Controle Absoluto e Fungicida absoluto: Sem infestacéo do patégeno

2.2.1. Preparo de in6culo

O preparo do in6culo de Trichoderma spp. seguiu mesmo procedimento
realizado no experimento de podriddes negra e seca, para inoculagdo em casa de
vegetacdo. Para tratamento com fungicida a formulacao foi diluida em agua com
afericdo do pH 6,7, utilizado 300 pL/L do ingrediente ativo Flutriafol. As manivas
foram tratadas durante um periodo de imersédo de trés minutos. Apds o tratamento
as manivas foram transferidas para sacos de rafia Passado 12 horas foi realizado
o plantio seguindo o delineamento em blocos casualizados.

Para os tratamentos em solugcao suspensao de Trichoderma asperellum e
Bacillus sp. foi adicionado 2% de goma xantana em cada tratamento, em seguida
as manivas foram imersas durante 3 minutos. Para o controle imergido em agua
pura e apos o tempo estabelecido, foram deixadas para secar 0 excesso e em

seguida realizou-se o plantio.
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2.2.2. Avaliacéo in planta em condicdes de casa de vegetacao

No plantio do experimento foi utilizado substrato coletado em solo de
barranco da Embrapa Mandioca e Fruticultura, sendo este peneirado e misturado
com fibra de coco e vermiculita na proporcdo 2:1:1, a adubacédo foi realizada
utilizando as recomendacfes de Souza e Fialho (2003), sendo este substrato
acondicionado em vasos de 8 L. Para os tratamentos com aplicacdo de
Trichoderma + Bacillus, o inéculo foi aplicado 15 dias apds o plantio, com auxilio
de micropipeta, aplicando-se 15 mL por planta e bem préximo ao sistema
radicular.

Foi realizado plantio de duas manivas por vaso, as duas em posicéao
diagonal e elas foram cobertas com solo superficialmente. Apos o plantio foi
realizada avaliacdo de germinacdo aos 7 e 15 dias, aos 30 dias foi realizada
avaliacao parcial das variaveis: Altura de planta (AP); Diametro do caule (DC).

Foram realizadas avaliagbes periddicas de severidade da doenca a partir
do momento em que houve a primeira aparicdo de sintomas da doenca nas
plantas, sendo estas avaliacbes dadas em escala de notas (0 a 4) onde: 0 = sem
sintomas, 1 = amarelecimento e murcha do terco inferior, 2 = amarelecimento e
murcha do terco inferior médio, 3 = amarelecimento e murcha de toda planta, 4 =
morte da planta. Os dados obtidos foram convertidos em indice de doenga (w), de
acordo com Czermainsk (1999).

Aos 60 dias foi realizada a destrutiva do experimento, onde foram avaliadas
as variaveis: Altura de planta em “cm” (AP); Didmetro do caule em “mm” (DC);
Vigor (VI); Namero de hastes (NH); Incidéncia externa (IEX); Incidéncia interna
(I); Colonizacéo interna (Cl); Peso fresco da parte aérea (PFPA); Peso fresco da
raiz (PFR); Peso seco da parte aérea (PSPA) e Peso seco da raiz (PSR), todas as
analises seguindo os mesmos parametros de avaliacdo do experimento de

podriddes negra e seca.

2.2.3. Clarificacao de raizes

Foi coletada uma porcédo da raiz para realizacdo de clarificacdo para
deteccdo de colonizacdo do fungo nos tecidos radiculares, as raizes foram
colocadas em alcool 70% e transferidas para solucdo Peroxido de Hidrogénio a

10% (KOH), onde foram mantidas por durante 24 horas, apés o periodo as
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mesmas foram lavadas com agua destilada e transferidas para Acido Cloridrico
5% (HCI), onde permaneceram por cinco minutos, sendo transferidas logo apés
para corante Azul de tripan 0,4%, onde permaneceram por 15 minutos e
transferidas para Lactoglicerol para conservagdo das mesmas e observagédo de

presenca de estruturas fungicas em microscopio.

2.3 Avaliagéo da colonizagéo interna das manivas

Experimento realizado com fim de testar a progressao da doenca nas
manivas utilizadas em experimento de casa de vegetacdo. Foi realizado
experimento em gerbox, para avaliar a colonizacéo do patdgeno interna e externa,
dos tratamentos realizados no experimento de casa de vegetacao.

Foram retiradas trés manivas de cada tratamento e de cada variedade
(BRS Poti Branca e BRS Novo Horizonte), ficando assim os tratamentos em: TO -
Controle; T1 - Trichoderma; T2 - Mix 1 de Bacillus; T3 - Mix 2 de Bacillus; T4 - Mix
3 de Bacillus; T5 - Fungicida.

As manivas foram deixadas em camara umida, onde foi colocado papel
filtro umedecido juntamente com as trés manivas e apos isto foram vedados com
papel filme e deixadas em temperatura ambiente + 25 °C. Aos 45 dias as manivas
foram retiradas e foram realizadas as avaliagbes de Colonizagdo interna e
Incidéncia externa de sintomas da doenca e realizada pesagem de Massa fresca

da parte aérea e Massa fresca da raiz.

2.4 Anélise estatistica

Os dados obtidos em avaliacdo dos experimentos de podriddo negra e
seca foram submetidos ao Teste t de comparacdo de médias (p<0,05), entre os
sete tratamentos da analise de agrupamento e o tratamento “Controle”, através do
pacote “ggpubr’. Os dados referentes ao experimento do complexo podridao
radicular foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) em esquema fatorial
e as médias foram agrupadas e avaliadas em teste Scott-Knott a 5% e teste t de
student de, através de pacote “ExpDes” e “ggpubr’, respectivamente, no ambiente
de programacéo Ri386 4.2.1 (R Core Team, 2022). Para os dados percentuais do
experimento foi realizada a transformacdo de dados para arcoseno Vx(%). Os

graficos foram plotados com auxilio do pacote “ggplot2”. Foram realizadas as
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analises de correlacdo de Pearson (p<0,05) através dos pacotes “GGally’,

“corrplot”, “corrgram”, “Boruta”, “car”, “PerformanceAnalytics” e “caret”.

3.0 RESULTADOS

3.1 Testes in planta - Podriddo negra e seca da mandioca

Na avaliagdo de plantas germinadas aos 7 dias apdés o plantio para
experimento de podriddo negra houve interacao significativa, foi constatado efeito
significativo (p<0,05) com percentual médio de germinacédo de 33% e 31% para
variedade ‘BRS Formosa’ e ‘BRS Kiriris’, respectivamente. Para tratamento
inoculado com T2T, as médias percentuais das variedades ‘BRS Formosa e ‘BRS
Kiriris’, respectivamente, foram de 40% e 4 5% para o tratamento T8TB3 e T5B3
obtiveram 30% e 35%, o tratamento T8TB3, apresentou o maior percentual de
germinacdo para variedade ‘BRS Kiriris' com 75% de taxa de germinacdo
diferindo significativamente do tratamento T1C que atingiu 25%. (Figura 1).

Na mesma avaliacdo, para plantas inoculadas com patégeno de podridao
seca (Figura 1) os tratamentos T5B3 e T6TB1, apresentaram médias superiores
aos demais tratamentos, com uma porcentagem de 85% de germinacdo para
ambos os tratamentos na variedade ‘BRS Formosa’, onde no controle havia 50%
de plantas germinadas, para os mesmos tratamentos em cultivar ‘BRS Kiriris’ as
médias de germinacdo atingiram 80% e 65%, o tratamento inoculado com
Trichoderma asperellum T2T diferiu significativamente (p<0,05) do tratamento
controle. O numero de plantas germinadas aos quinze dias, foi significativo nos
tratamentos T5B3 para variedade ‘BRS Formosa’ e T8TB3 para variedade ‘BRS
Kiriris’ quando comparados ao tratamento T1C para doenga da podriddo negra. O
tratamentos do experimento inoculado com patégenos causadores de podridédo
seca atingiram 100% de germinagao para cultivar ‘BRS Formosa’, ja para ‘BRS
Kiriris’ o tratamento T5B3 obteve maior percentual de germinacgéo atingindo 80%,
sendo significativamente superior (p<0,05) ao tratamento T1C.

Para podriddo negra na variedade ‘BRS Formosa’ o tratamento T7TB2,
apresentou média significativamente superior ao tratamento controle. Os
tratamentos T5B3 e T8TB3 estdo entre 0s que apresentaram altura de planta

superior em relacdo ao tratamento T1C e demais tratamentos em ambos o0s
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experimentos de podriddes radiculares, porém para esta variavel ndo houve
diferenca significativa entre os tratamentos.

Na variavel vigor de plantas, ndo houve diferenca significativa entre os
tratamentos para ambos os experimentos realizados, porém foi possivel notar
expressivos valores de vigor para os tratamentos T6TB1 para ‘BRS Formosa’ e
T5B3 para ‘BRS Kiriris' quando comparados com o tratamento T1C, para o
experimento de podriddo negra, ja para o experimento inoculado com fungos de
podriddo seca, 0 mesmo tratamento T5B3 e T7TB2 apresentaram medias
superiores em relacdo ao tratamento T1C. Foi possivel notar que as plantas
inoculadas com patégenos de podriddo negra apresentaram vigor inferior com

relacdo as plantas inoculadas com os patdgenos de podridao seca (Figura 2).

Figura 1. Boxplot das médias agrupadas pelo teste t de student (p<0,05) da doenca da podridédo
negra (A) e (C) e podriddo seca (B) e (D), baseadas nos pardmetros avaliados germinacgéo (%) 7 e
15 dias, respectivamente, avaliados em cultivar ‘BRS Formosa’ e ‘BRS Kiriris’. Bacillus mix 1
(T3B1); Bacillus mix 2 (T4B2); Bacillus mix3 (T5B3); Controle (T1C); Trichoderma + mix1 (T6TB1);
Trichoderma + mix 2 (T7TB2); Trichoderma + mix 3 (T8TB3); Trichoderma (T2T).
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continuacao...

Figura 1. Boxplot das médias agrupadas pelo teste t de student (p<0,05) da doenca da podriddo
negra (A) e (C) e podriddo seca (B) e (D), baseadas nos pardmetros avaliados germinacédo (%) 7 e
15 dias, respectivamente, avaliados em cultivar ‘BRS Formosa’ e ‘BRS Kiriris’. Bacillus mix 1
(T3B1); Bacillus mix 2 (T4B2); Bacillus mix3 (T5B3); Controle (T1C); Trichoderma + mix1 (T6TB1);
Trichoderma + mix 2 (T7TB2); Trichoderma + mix 3 (T8TB3); Trichoderma (T2T).
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Figura 1. Boxplot das médias agrupadas pelo teste t de student (p<0,05) da doenca da podriddo
negra (A) e (C) e podriddo seca (B) e (D), baseadas nos pardmetros avaliados germinacédo (%) 7 e
15 dias, respectivamente, avaliados em cultivar ‘BRS Formosa’ e ‘BRS Kiriris’. Bacillus mix 1
(T3B1); Bacillus mix 2 (T4B2); Bacillus mix3 (T5B3); Controle (T1C); Trichoderma + mix1 (T6TB1);
Trichoderma + mix 2 (T7TB2); Trichoderma + mix 3 (T8TB3); Trichoderma (T2T).
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Figura 2. Boxplot das médias agrupadas pelo teste t de student (p<0,05) da doenca da podridéo
negra (A) e (B); podriddo seca (C) e (D), baseadas nos parametros avaliados altura de planta (cm)
e vigor (%) avaliados em cultivar ‘BRS Formosa’ e ‘BRS Kiriris’ Bacillus mix 1 (T3B1); Bacillus mix
2 (T4B2); Bacillus mix3 (T5B3); Controle (T1C); Trichoderma + mix1 (T6TB1); Trichoderma + mix 2
(T7TB2); Trichoderma + mix 3 (T8TB3); Trichoderma (T2T).
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Figura 2. Boxplot das médias agrupadas pelo teste t de student (p<0,05) da doenca da podriddo
negra (A) e (B); podriddo seca (C) e (D), baseadas nos pardmetros avaliados altura de planta (cm)
e vigor (%) avaliados em cultivar ‘BRS Formosa’ e ‘BRS Kiriris’ Bacillus mix 1 (T3B1); Bacillus mix
2 (T4B2); Bacillus mix3 (T5B3); Controle (T1C); Trichoderma + mix1 (T6TB1); Trichoderma + mix 2
(T7TB2); Trichoderma + mix 3 (T8TB3); Trichoderma (T2T).
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Figura 2. Boxplot das médias agrupadas pelo teste t de student (p<0,05) da doenca da podriddo
negra (A) e (B); podriddo seca (C) e (D), baseadas nos pardmetros avaliados altura de planta (cm)
e vigor (%) avaliados em cultivar ‘BRS Formosa’ e ‘BRS Kiriris’ Bacillus mix 1 (T3B1); Bacillus mix
2 (T4B2); Bacillus mix3 (T5B3); Controle (T1C); Trichoderma + mix1 (T6TB1); Trichoderma + mix 2
(T7TB2); Trichoderma + mix 3 (T8TB3); Trichoderma (T2T).
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Na avaliacdo do experimento de podriddo negra, o tratamento inoculado
com o mix 3 de Bacillus spp apresentou valores expressivos nas médias de
massa fresca e seca da parte aérea, quando comparados com o tratamento
controle, apenas os tratamentos T4B2 e T8TB3 néo diferiu significativamente do
tratamento T1C na variavel peso fresco da parte aérea, assim como na variavel
peso fresco da raiz, onde os tratamentos T4B2, T2T e T5B3, foram aqueles que
nao diferiam do tratamento controle, na cultivar ‘BRS Formosa’. Para cultivar ‘BRS
Kiriris’, ndo houve efeito significativo entre os tratamentos para ambas as
variaveis. Os tratamentos T4B2 e T5B3, foram os tratamentos que diferiram do
tratamento T1C em peso seco da parte aérea, respectivamente, para as cultivares
‘BRS Formosa’ e ‘BRS Kiriris’, ja para variavel peso seco da raiz, ndo houve
significancia das médias para cultivar ‘BRS Formosa’, para ‘BRS Kiriris’ o mix 1 de
Bacillus spp. isolado e com a presencga de Trichoderma spp. foram os tratamentos
que tiveram efeito significativo em relacdo ao tratamento controle.

Em experimento de podriddo seca, houve incremento de massa fresca da
parte aérea para tratamento T7TB2, diferindo significativamente do tratamento
T1C (p<0,05). Para o peso seco da parte aérea e peso fresco e seco da raiz, 0s

tratamentos em sua maioria se destacaram significativamente (p<0,05) em



65

relacdo ao tratamento controle, com excecdo dos tratamentos T2T para ambas
variaveis e T6TB1 e T8TB3 para variavel peso fresco e seco da raiz na cultivar
‘BRS Formosa’. Para a cultivar ‘BRS Kiriris ndo houve significancia entre os
tratamentos inoculados e tratamento controle.

Estatisticamente foi possivel constatar maior colonizacdo interna e
incidéncia externa (p<0,05) de podriddo negra nas manivas dos tratamentos T1C
(‘BRS Kiriris’ 78,2%). O tratamento T8TB3, apresentou menor porcentagem
(33,3% e 35,4%) para ambas as variaveis na cultivar ‘BRS Formosa’, diferindo
estatisticamente do tratamento T1C (p<0,05) uma reducdo de mais de 20%. O
tratamento controle apresentou maior média de incidéncia externa do patégeno
de podridao negra (Figura 3).

Para as doencas de podriddo negra e seca a variedade ‘BRS Kiriris’
apresentou maior susceptibilidade a colonizacao interna e externa dos patégenos
inoculados (p<0,05) quando comparado com ‘BRS Formosa’, com uma
porcentagem de 56,2% e 37,7%, respectivamente.

Em podridao seca, ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos.
Para o parametro de incidéncia externa em podriddo seca o tratamento inoculado
com, apenas, com T. asperellum apresentou maior média de incidéncia do
patégeno (Figura 4).

Figura 3. Boxplot das médias agrupadas pelo teste t de student (p<0,05) da doenca da podriddo
negra (A); (B); (C); (D) e podriddo seca (E); (F); (G); (H), baseadas nos parametros avaliados peso
fresco e seco da parte aérea (g) e peso fresco e seco da raiz avaliados em cultivar ‘BRS Formosa’
e ‘BRS Kiriris’. Bacillus mix 1 (T3B1); Bacillus mix 2 (T4B2); Bacillus mix3 (T5B3); Controle (T1C);

Trichoderma + mix1 (T6TB1); Trichoderma + mix 2 (T7TB2); Trichoderma + mix 3 (T8TB3);
Trichoderma (T2T).
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Continuacao...

Figura 3. Boxplot das médias agrupadas pelo teste t de student (p<0,05) da doenca da podriddo
negra (A); (B); (C); (D) e podridao seca (E); (F); (G); (H), baseadas nos pardmetros avaliados peso
fresco e seco da parte aérea (g) e peso fresco e seco da raiz avaliados em cultivar ‘BRS Formosa’
e ‘BRS Kiriris’. Bacillus mix 1 (T3B1); Bacillus mix 2 (T4B2); Bacillus mix3 (T5B3); Controle (T1C);
Trichoderma + mix1 (T6TB1); Trichoderma + mix 2 (T7TB2); Trichoderma + mix 3 (T8TB3);
Trichoderma (T2T).
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Figura 3. Boxplot das médias agrupadas pelo teste t de student (p<0,05) da doenca da podriddo
negra (A); (B); (C); (D) e podridao seca (E); (F); (G); (H), baseadas nos pardmetros avaliados peso
fresco e seco da parte aérea (g) e peso fresco e seco da raiz avaliados em cultivar ‘BRS Formosa’
e ‘BRS Kiriris’. Bacillus mix 1 (T3B1); Bacillus mix 2 (T4B2); Bacillus mix3 (T5B3); Controle (T1C);
Trichoderma + mix1 (T6TB1); Trichoderma + mix 2 (T7TB2); Trichoderma + mix 3 (T8TB3);
Trichoderma (T2T).
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Figura 3. Boxplot das médias agrupadas pelo teste t de student (p<0,05) da doenca da podriddo
negra (A); (B); (C); (D) e podridao seca (E); (F); (G); (H), baseadas nos pardmetros avaliados peso
fresco e seco da parte aérea (g) e peso fresco e seco da raiz avaliados em cultivar ‘BRS Formosa’
e ‘BRS Kiriris’. Bacillus mix 1 (T3B1); Bacillus mix 2 (T4B2); Bacillus mix3 (T5B3); Controle (T1C);
Trichoderma + mix1 (T6TB1); Trichoderma + mix 2 (T7TB2); Trichoderma + mix 3 (T8TB3);

Trichoderma (T2T).
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Figura 3. Boxplot das médias agrupadas pelo teste t de student (p<0,05) da doenca da podriddo
negra (A); (B); (C); (D) e podridado seca (E); (F); (G); (H), baseadas nos parametros avaliados peso
fresco e seco da parte aérea (g) e peso fresco e seco da raiz avaliados em cultivar ‘BRS Formosa’
e ‘BRS Kiriris’. Bacillus mix 1 (T3B1); Bacillus mix 2 (T4B2); Bacillus mix3 (T5B3); Controle (T1C);
Trichoderma + mix1 (T6TB1); Trichoderma + mix 2 (T7TB2); Trichoderma + mix 3 (T8TB3);

Trichoderma (T2T).
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Figura 4. Boxplot das médias agrupadas da doenca da podriddo negra e podriddo seca, baseadas
nos parametros avaliados colonizagdo interna e incidéncia externa (%) avaliados em cultivar ‘BRS
Formosa’ e ‘BRS Kiriris’. Bacillus mix 1 (T3B1); Bacillus mix 2 (T4B2); Bacillus mix3 (T5B3);
Controle (T1C); Trichoderma + mix1 (T6TB1); Trichoderma + mix 2 (T7TB2); Trichoderma + mix 3

(T 8TB3); Trichoderma (T2T).
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Figura 4. Boxplot das médias agrupadas da doenca da podridédo negra e podriddo seca, baseadas
nos parametros avaliados colonizag&o interna e incidéncia externa (%) avaliados em cultivar ‘BRS
Formosa’ e ‘BRS Kiriris’. Bacillus mix 1 (T3B1); Bacillus mix 2 (T4B2); Bacillus mix3 (T5B3);
Controle (T1C); Trichoderma + mix1 (T6TB1); Trichoderma + mix 2 (T7TB2); Trichoderma + mix 3
(T 8TB3); Trichoderma (T2T).
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Figura 4. Boxplot das médias agrupadas da doenca da podridédo negra e podriddo seca, baseadas
nos parametros avaliados colonizag&o interna e incidéncia externa (%) avaliados em cultivar ‘BRS
Formosa’ e ‘BRS Kiriris’. Bacillus mix 1 (T3B1); Bacillus mix 2 (T4B2); Bacillus mix3 (T5B3);
Controle (T1C); Trichoderma + mix1 (T6TB1); Trichoderma + mix 2 (T7TB2); Trichoderma + mix 3
(T 8TB3); Trichoderma (T2T).
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Foi possivel notar a relacdo entre o aumento e a reducdo nos parametros
de crescimento observando as correlagdes moderadas negativas entre a
colonizacdo interna e externa e os parametros de crescimento, notando-se a
correlacdo significativa no peso fresco de raiz e peso fresco da parte aérea x
colonizagédo interna (-42% e -51%) respectivamente e altura de planta e
germinagcdo aos quinze dias x colonizacdo interna (-38% e -31%),
respectivamente (Figura 5.A).

Também foi possivel observar as fortes correlagbes negativas, nos
mesmos parametros associados ao crescimento de planta e a infeccdo do
patégeno da podriddo seca na planta. Onde todos os parametros de crescimento
correlacionaram de forma significativa quanto a colonizacéo interna do patégeno
na maniva, altura de planta (-69%); peso fresco da parte aérea e peso fresco da
raiz (-61% e -80%), respectivamente, e vigor (-68%) (Figura 5.B).

E importante ressaltar as fortes correlagdes positivas entre os parametros
altura de planta e vigor (81%), altura de planta e peso fresco da raiz (82%), peso

fresco da raiz e vigor (78%).
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Figura 5. Correlagdo de Pearson entre variedades ‘BRS Kiriris’ e ‘BRS Formosa’ inoculadas com
patégenos de podriddo negra (A) e inoculadas com patdgenos de podriddo seca (B). A parte
superior do correlograma se refere a significancia da correlagdo entre as variaveis. Na diagonal
estdo as variaveis, com a distribuicdo dos tratamentos. Na parte inferior estdo os mapas de
pontos. GERM7 (Germinacdo 7 dias); GERM15 (Germinacdo 15 dias); AP (Altura de planta);
PFPA (Peso fresco da parte aérea); PFR (Peso fresco da raiz); PSPA (Peso seco da parte aérea);
PSR (Peso seco da raiz); Cl (Colonizagéo interna); IEX: (Incidéncia externa); VI (Vigor de planta).
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3.2 Testes in planta: Controle biolégico do complexo podrid&o radicular

Foi, fisiologicamente, notorio um expressivo desenvolvimento de planta em
relacdo a alguns tratamentos, o que foi possivel confirmar com a avaliacdo de
germinacdo de plantas aos 7 dias, onde 5% e 10%, das plantas de ‘BRS Novo
horizonte’ e ‘BRS Poti branca’, respectivamente, do tratamento T1C haviam
germinado. No tratamento T8B3 ndo havia nenhuma planta germinada. Os
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tratamentos T3FA, T7B2 e T5T, obtiveram as maiores taxas de germinacao aos 7
dias entre 30 e 70%.

Para germinacdo aos 15 dias houve interacéo significativa. Para ambas as
variedades, os tratamentos T1C e T8B3, mantiveram suas meédias inferiores em
relacdo aos demais tratamentos, sendo os Unicos a apresentarem o percentual
abaixo de 40% de taxa de germinacao, os demais tratamentos mantiveram uma
taxa de germinacdo acima de 60%, neste periodo o tratamento T10TB2 para
variedade ‘BRS Poti branca’ também apresentou média inferior (58,3%),
diferentemente da variedade ‘BRS Novo horizonte’ que alcangou a média de
95,8% neste tratamento. O tratamento T9TB1 apresentou uma porcentagem de
97,9% de taxa de germinagéo para variedade BRS Novo horizonte e o tratamento
T5T alcangcou uma média de 89,5%.

Para a cultivar ‘BRS Novo Horizonte’ aos 30 dias, todos os tratamentos
biolégicos e controle diferiram significativamente das manivas tratadas com
fungicida na variavel altura de planta, apresentando caracteristicas de fitotoxidez
nas plantas, o que acabou retardando o crescimento seu crescimento.

Aos 60 dias os tratamentos, os tratamentos T2CA, T3F, T4FA e T7B2,
apresentaram médias de alturas inferiores, diferindo dos demais tratamentos na
varavel em altura de planta para variedade ambas as variedades. Os tratamentos
inoculados com Mix 3, com e sem a presenca de T. asperellum, apresentaram
efeito de maior altura entre os tratamentos (Figura 7).

Para variavel diametro do caule aos 30 dias, ocorreu interagao significativa,
o tratamento T10TB2 apresentou média superior para cultivar ‘BRS Novo
horizonte’, e T11TB3 para ‘BRS Poti branca’. O tratamento T3F, apresentou
média inferior quando comparado com os demais tratamentos (p<0,05) para
ambas as variedades.

Aos 60 dias ambos os tratamentos inoculados com fungicida (T3F e T4FA)
tiveram suas meédias inferiores em relagdo aos demais tratamentos na variedade
‘BRS Poti branca’, para ‘BRS Novo horizonte’ para didmetro do caule. ‘BRS Poti
branca’ apresentou efeito significativo para nimero de hastes, porém ndo houve
influéncia significativa entre os tratamentos. Para variavel vigor de plantas, os
tratamentos inoculados com mix 3 de Bacillus spp. e mix 1, com e sem a

presenca de Trichoderma spp. apresentaram plantas com maior vigor (Figura 7).
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Figura 6. Boxplot das médias agrupadas de podridao radicular, baseadas nos parametros
avaliados germinacdo (%) 7 e 15 dias (A) e (B); altura de plantas (cm) 30 e 60 dias (C) e (D);
diametro do caule (mm) 30 e 60 dias (E) e (F); Numero de hastes - 60 dias (G); Vigor de plantas
(%) 60 dias (H) em cultivar ‘BRS Novo horizonte’ e ‘BRS Poti branca’. Bacillus mix 1 (T6B1);
Bacillus mix 2 (T7B2); Bacillus mix3 (T3F); Controle(T1C); Controle Absoluto% (T2CA); Fungicida
(T3F); Fungicida Absoluto (T4FA); Trichoderma + mix1 (T9TB1); Trichoderma + mix 2 (T10TB2);
Trichoderma + mix 3 (T11TB3); Trichoderma (T5T).
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Figura 6. Boxplot das médias agrupadas de podridao radicular, baseadas nos parametros
avaliados germinacdo (%) 7 e 15 dias (A) e (B); altura de plantas (cm) 30 e 60 dias (C) e (D);
diametro do caule (mm) 30 e 60 dias (E) e (F); Numero de hastes - 60 dias (G); Vigor de plantas
(%) 60 dias (H) em cultivar ‘BRS Novo horizonte’ e ‘BRS Poti branca’. Bacillus mix 1 (T6B1);
Bacillus mix 2 (T7B2); Bacillus mix3 (T3F); Controle(T1C); Controle Absoluto% (T2CA); Fungicida
(T3F); Fungicida Absoluto (T4FA); Trichoderma + mix1 (T9TB1); Trichoderma + mix 2 (T10TB2);
Trichoderma + mix 3 (T11TB3); Trichoderma (T5T).
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Para a variavel de peso fresco da parte aérea, notou-se que o tratamento
de manivas com fungicida, apresentou médias inferiores em relacdo aos
tratamentos de controle e biolégico para a varidvel em ambas as cultivares. Os
tratamentos T5T, T8B3, T10TB2 e T11TB3 apresentaram incremento de massa
fresca expressivo. Para 0 peso seco da parte aérea, ndo houve efeito significativo
entre os tratamentos.

Para peso fresco de raiz, os tratamentos T2CA, T5T, T7B2, T10TB2 e
T11TB3, apresentaram médias significativamente superior ao tratamento controle
(T1C) e demais tratamentos. Houve incremento de massa seca da raiz na cultivar
‘BRS Novo horizonte’ para os tratamentos T10TB2 e T11TB3, que diferiram
significativamente entre si e entre os demais tratamentos. Para a cultivar ‘BRS

Poti branca’ ndo houve diferencga significativa entre as médias dos tratamentos.

Figura 7. Boxplot das médias agrupadas de podriddo radicular, baseadas nos parametros peso
fresco e seco da parte aérea (g) (A) e (B) e peso fresco e seco da raiz (g) (C) e (D) em cultivar
‘BRS Novo horizonte’ e ‘BRS Poti branca’. Bacillus mix 1 (T6B1); Bacillus mix 2 (T7B2); Bacillus
mix3 (T3F); Controle(T1C); Controle Absoluto% (T2CA); Fungicida (T3F); Fungicida Absoluto
(T4FA); Trichoderma + mix1 (T9TB1); Trichoderma + mix 2 (T10TB2); Trichoderma + mix 3
(T117TB3); Trichoderma (T5T).
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Figura 7. Boxplot das médias agrupadas de podriddo radicular, baseadas nos parametros peso
fresco e seco da parte aérea (g) (A) e (B) e peso fresco e seco da raiz (g) (C) e (D) em cultivar
‘BRS Novo horizonte’ e ‘BRS Poti branca’. Bacillus mix 1 (T6B1); Bacillus mix 2 (T7B2); Bacillus
mix3 (T3F); Controle(T1C); Controle Absoluto% (T2CA); Fungicida (T3F); Fungicida Absoluto
(T4FA); Trichoderma + mix1 (T9TB1); Trichoderma + mix 2 (T10TB2); Trichoderma + mix 3
(T11TB3); Trichoderma (T5T).
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Para as avaliacbes de parametro de colonizacdo e incidéncia interna de
patdbgenos na maniva, o tratamento T1C apresentou a maior média de presenca
de patégeno no interior da maniva, os tratamentos com fungicida foram os que
menos apresentaram a presenca do fungo, seguido dos tratamentos de T9TB1 e
T10TB2. Em presenca de patdégeno na parte externa da maniva, os tratamentos
T4FA e T2CA, tiveram as menores médias de incidéncia do patégeno em sua
parte externa, com efeito significativo em relagcdo aos demais tratamentos, que
nao diferiram entre si nas médias estatisticas, sendo o tratamento T1C o que
alcancou a maior média de presenca externa do patdgeno.

No indice de doenca (w), foi possivel confirmar que as plantas tratadas
com fungicida registraram médias inferiores quando comparados com os demais
tratamentos, T8B3 e T9B1 também apresentaram menor reducdo do indice do

patégeno na cultura. Nao houve diferenca entre as cultivares nesta variavel.
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Figura 8. Boxplot das médias agrupadas de podridao radicular, baseadas nos parametros
Colonizagéo interna; Incidéncia interna; Incidéncia externa (%) e indice de doenga (w) em cultivar
‘BRS Novo horizonte’ e ‘BRS Poti branca’. Bacillus mix 1 (T6B1); Bacillus mix 2 (T7B2); Bacillus
mix3 (T3F); Controle(T1C); Controle Absoluto% (T2CA); Fungicida (T3F); Fungicida Absoluto
(T4FA); Trichoderma + mix1 (T9TB1); Trichoderma + mix 2 (T10TB2); Trichoderma + mix 3
(T117TB3); Trichoderma (T5T).
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3.2.1 Clarificacao de raizes
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Foi possivel observar a colonizacdo do fungo através da colonizacédo de
raizes, onde a presenca de estruturas fungicas foram encontradas nos tecidos
radiculares, na maioria dos tratamentos, com excec¢éo para os tratamentos T3F
(Figura 9.B), T4FA (Figura 9.E) e T9TB1 (Figura 9.F). Os tratamentos T1C (Figura
9.A) e T5T (Figura 9.D) foram os que tiveram maior incidéncia de estruturas

fungicas nos tecidos nos tecidos vegetais.

Figura 9. Coloragdo de raizes realizada através da clarificagdo com corante azul de tripan 0,4%.
(A) Tratamento Controle (B) Tratamento Fungicida (C) Tratamento Trichoderma + mix 2 (D)
Tratamento Trichoderma (E) Tratamento Fungicida absoluto (F) Trichoderma + mix 1. cla =
clamidésporos; hif= hifas; cel.veg = células vegetais.

e

D

3.3 Avaliacéo da colonizagéo interna das manivas

A avaliacdo de colonizacdo de patogeno foi positiva para sintomas de
podriddo negra, confirmando que as mudas ja estavam vindo com incidéncia de
patégeno do campo. Os tratamentos utilizados conseguiram conter o avanco do
patégeno ao longo da maniva em ambiente controlado. As médias para cultivar
Novo horizonte ndo apresentaram efeito significativo nos tratamentos. Os
tratamentos Trichoderma, Fungicida e Bacillus mix 2 e mix 3 foram eficientes na
contencdo da colonizacao interna do patégeno na cultivar Poti branca (Figura 9).

Foi possivel constatar o que o material de propagacdo do complexo das
podriddes radiculares, ja era oriundo de areas com incidéncia do patégeno da
podriddo radicular e é evidente que o tratamento curativo nas manivas
desempenhou um papel de contencdo do crescimento fungico pelo tecido interno.

Em avaliacdo dos parametros de incidéncia interna e externa de patégeno,
as médias mostraram que ndo houve diferenca significativa nas médias de
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incidéncia interna, para colonizacdo externa de patdgenos, as manivas tratadas
com fungicida apresentaram incidéncia de patodgeno significativamente inferior
aos demais tratamentos, para a variedade ‘BRS Poti branca’ ndo houve diferenca

entre os tratamentos.

Figura 10. Manivas abertas apds avalia¢do de colonizacao interna.

Controle Trichoderma Fungicida Bacillus mix 1 Bacillus mix 2 Bacillus mix 3

BRS Novo
Horizonte

BRS Poti
Branca

Autora: Izis Mello

Figura 11. Boxplot das médias agrupadas de experimento de patogenicidade de manivas,
baseadas nos parametros colonizagéo interna; (%) em cultivar ‘BRS Novo horizonte’ e ‘BRS Poti
branca’. Bacillus mix 1; Bacillus mix 2; Bacillus mix 3; Controle; Fungicida.
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4.0 DISCUSSAO
A utilizacdo de microrganismos com potencial de crescimento e inibicdo de

doencas de plantas hoje é uma realidade no mercado agricola, a adocdo de
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praticas sustentaveis traz uma reducdo dos danos causados pelo uso excessivo
de produtos quimicos nas lavouras, fato que hoje vem conferindo maior
resisténcia de doencas a estes produtos. A busca pela alternativa para o uso dos
biolégicos, visa reduzir a alta incidéncia ao uso de fungicidas, trazendo uma
solucdo mais ecoldgica e eficiente ao manejo de doencas. A pratica de imersao
de manivas em tratamentos com fungos e bactérias com potencial antagdnico,
bem como sua inoculacdo no solo confere maior resisténcia de plantas ao
complexo de podriddo radicular da mandioca, com reducdo de infeccdo do
patdgeno nas manivas, maior crescimento da planta e menor indice de
severidade da doenca. A aplicacdo preventiva em plantas cultivadas em viveiros
de dois tipos de agentes de biocontrole, Bacillus subtilis e Trichoderma
spp. sendo usados como tratamentos, induziram reducao significativa de doenca,
gquando comparado a tratamento controle (ndo inoculado), reduzindo a doenca
murcha de Fusarium do tomateiro em 70% (CUCU et al., 2020).

Em experimento na cultura do milho a inoculacéo de B. subtilis em conjunto
com T. asperellum apresentou resultados significativos em relacdo a plantas ndo
inoculadas para o parametro de massa seca da parte aérea e massa seca total da
planta. Os tratamentos inoculados individualmente com cada isolado se
diferenciaram na variavel de massa seca da raiz comprovando a eficiéncia dos
microrganismos na sua atuagado separada ou em conjunto. A mesma inoculagéao
foi testada para outras culturas, como soja, feijao-caupi e arroz foi possivel
comprovar resultados satisfatérios. Plantas com microrganismos associados as
suas raizes ou na rizosfera tendem a ter uma melhor capacidade de
sobrevivéncia e de absorcdo de nutrientes em situacbes adversas e
consequentemente maior vantagem produtiva em relacdo a culturas nao

inoculadas, seja elas com Trichoderma sp. ou com Bacillus sp. (CHAGAS, 2017).

Pesquisas realizadas por Singh et al. (2021), relataram que a compatibilidade
e potencial biocontrole das espécies de T. harzianum e B. subtilis, como uma
alternativa para o controle de patégenos do solo, como exemplo do F. oxysporum
e F. solani (SAENGCHAN et al., 2022). A utilizacdo de produto a base de B.
subtilis, para imersdo de pedacos de madeira de borracha € uma alternativa
eficaz para o controle do fungo Lasiodiplodia theobromae, o que ocorre devido a

mecanismos especificos da bactéria em degradar a parede celular do fungo
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(SAJITHA; DEV; FLORENCE, 2017) criando dutos capazes de alterar a
permeabilidade da célula através de enzimas antifungicas, producdo de
antibioticos lipopeptidicos, sendo em alguns casos estas atividades induzida pelo
contato com patdgeno (ABREU et al., 2022).

A imersdo de manivas em suspensao de fungo Trichoderma spp. também
consistem em uma forma de controle biologico de patdgenos eficaz (FAO, 2013).
Trichoderma sp., tem sido recomendada para no tratamento de ramas e mudas
produzidas em laboratério, com aplicacdo de suspensdo de esporos antes do
plantio, visando o antagonismo a patégenos radiculares (MACHADO et al, 2018).
O uso de Trichoderma harzianum, promove aumento de massa de raizes e
comprimento de raizes, consequentemente aumentando sua produtividade,
tornando o microrganismo um promotor de crescimento eficiente para cultura da
mandioca. (STENANELLO, 2016).

Além de Trichoderma spp., espécies de Bacillus spp. através de mecanismos
de producéo de fitohorménios e metabdlitos promovem o crescimento na cultura
da mandioca. Suas interacbes com a planta podem vir a alterar os parametros
relacionados aos aspectos fisiolégicos da planta, como aumento da taxa
fotossintética, além dos de seus mecanismos, como exemplo a producdo de
sideroforos, que favorece a aquisicdo de nutrientes a planta, o que
conseguentemente vem a incrementar nas caracteristicas morfologicas, levando a
uma tendéncia de aumento no crescimento de raizes e folhas (FERREIRA et al.,
2021).

Relatos indicam que a utilizacdo de agentes de controle biolégicos e
promotores de crescimento combinados, podem aumentar a supressao de
doencas. As combinagcbes dos isolados de Trichoderma e Bacillus, podem
desempenhar um papel importante no manejo integrado de doencas de plantas,
bem como um papel na biofertilizagdo. Os dois organismos poderiam, assim,
resultar em um possivel efeito aditivo, levando a um maior crescimento das
plantas e controle bioldgico (YOBO; LAING; HUNTER, 2011).

Pesquisas realizadas por Freitas, et al., (2018), relatou que bactérias

associadas a promocao de crescimento de plantas de mandioca reduziu a
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incidéncia de doencas em plantas cultivadas em casa de vegetacdo em mais da
metade, quando comparados com o controle e reduziram significativamente o
crescimento fangico em testes realizados in vitro. Justificando-se o papel
concomitante que as bactérias benéficas exercem no biocontrole de patégenos e

no crescimento de plantas.

A incidéncia de doencas no sistema de cultivo, est4 diretamente ligada a
baixa produtividade da cultura, como foi citado por Stefanello et al., (2017), onde a
menor incidéncia de doenca permite um melhor desenvolvimento das plantas,
devido ao processo fisioldgico ndo ser alterado pela ocorréncia de patogénese.
Paiva et al., 2022, em trabalhos com patégeno de solo F. solani, constatou que
plantas que n&o tiveram reducdo de parte aérea, foram as mesmas que
apresentaram resisténcia ao patégeno, estando essa reducdo de parte aérea
relacionada com a pressdo do patdégeno sobre o desenvolvimento das plantas.
Plantas de mandioca pulverizadas e irrigadas com isolados de Bacillus sp.
apresentaram incremento de biomassa fresca, o que é justificado pelo
desempenho desses isolados em produzir o &cido-indol-acético — AIA e
sideroforos (FERREIRA et al., 2021).

E comprovado que a sobrevivéncia de genétipos de mandioca, sua altura
de plantas e sua producdo de parte aérea e raizes frescas estdo diretamente
ligadas ao indice de doenga (w) de plantas. Onde as plantas com gendtipo
desenvolvido para resisténcia de doencas se destacam em relacdo aquelas mais
susceptiveis aos patégenos. (HOHENFELD et al., 2018).

A protecdo de plantas também pode estar associada ao uso de fungicidas
sistémicos, possibilitam a protecdo de plantas e controle de patégenos em areas
onde eles ja estejam estabelecidos, tendo em vista seu modo de acdo, ele
protege os tecidos da planta ou atuam inibindo 6rgédos da planta ja infestados com
a doenca, esta ainda € a principal forma de controle quimico, visando o manejo de
patbgenos associados as doencas radiculares, com o objetivo de proteger a
planta de infec¢cbes ou atuado sob a infecgéo ja instalada no tecido radicular, sem
gue haja injurias aos tecidos vegetais e sem afetar a germinacao da planta (LEITE
& LOPES, 2018).

Julido et al., (2020), relatou pela primeira vez na cultura da mandioca o

ingrediente quimico Flutriafol apresentando o aumento do teor de clorofila na
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planta e apesar do produto ndo ser recomendado para o controle da doenca da
podriddo radicular, Flutriafol apresentou resultados satisfatérios na contencédo da
infestacdo do patdégeno da podridao radicular na maniva. (MACHADO et al.,
2018).

Por tanto, dentro deste aspecto do uso de biolégicos e quimicos na
contencdo de patdgenos, podem vir a ser promissores ou ndo. Tendo em vista
que ainda ndo existem produtos quimicos registrados associados ao manejo das
podrid@es radiculares e as condi¢bes especificas as quais o0 agente bioldgico vai
estar exposto, bem como a sua caracteristica de producdo de substancias
benéficas. Além disso, o fato da especificidade natural de cada microrganismo,
pode vir a ter com a cultura, é de suma importancia, visto que seu desempenho
ird depender das relacdes que esse agente vir a estabelecer com seu hospedeiro,
sendo esta relacdo crucial e o que leva a alguns serem eficientes para uma
determinada espécie de patégeno/variedade e ndo para outra e vice-versa
(STEFANELLO et al., 2016).

E de suma importancia a realizacdo de trabalhos mais profundos com
microrganismos de biocontrole, tendo em vista a complexidade e particularidade
de cada um em relacdo ao meio e variedade utilizada no campo, com o objetivo
de desenvolver estratégias que facilitem o desenvolvimento de produto especifico
para cada doenca, visto que cada uma se comporta de uma determinada maneira

frente a presenca de diferentes isolados.

5.0 CONCLUSAO

A doenca podriddo negra se mostrou mais resistente aos tratamentos
biolégicos em relacéo a podridao seca.

As variedades ‘BRS Kiririss e ‘BRS Novo Horizonte’, foram as mais
susceptiveis ao patégeno e ‘BRS Formosa’ e ‘BRS Poti Branca’ mais resistentes.

A imersdo de manivas € um tratamento eficiente para reducdo de
severidade da doenca da podridao radicular negra e seca.

O fungicida flutriafol, apesar de n&o ser registrado para doenca da podridao
radicular, agiu reduzindo a infec¢do do patdégeno na planta.

Houve maior incidéncia de sintomas para doencga da podriddo negra,

guando comparada com os sintomas da podridao seca.
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Os tratamentos de associacdo de Bacillus spp. mais Trichoderma spp.
auxiliam no crescimento e fortalecimento de plantas de mandioca, conferindo
maior resisténcia ao ataque dos patdgenos.

Estes consércios devem ser explorados de forma mais ampla na cultura,

visando o manejo integrado da doenca.
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