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RESUMO

A preocupacéo da sociedade com o excessivo uso de agrotoxicos utilizados na
agricultura, para o controle de doencas, gera uma grande demanda de pesquisas
com métodos de controle ambientalmente menos agressivos. Dentre eles,
destaca-se o controle biolégico. O uso de relacdes antagbnicas, exercidas por
microrganismos, tais como: antibiose, competi¢do, parasitismo, predacéo e a
inducado de resisténcia em plantas, oferece uma vasta gama de oportunidades
para a utilizagdo de microrganismos que, ainda, sdo pouco conhecidos como 0s
microrganismos endofiticos. O objetivo do trabalho foi realizar um levantamento
do potencial de controle biolégico de bactérias endofiticas isoladas do cacau,
para os patdgenos de solo Fusarium solani, Rhizoctonia solani e Sclerotinia
sclerotiorum e sua acado na promoc¢ao do crescimento radicular de plantas de
soja. Foram avaliadas 22 bactérias endofiticas em relacdo a seu potencial
antagobnico in vitro, pelo método de cultivo pareado com os fitopatdgenos,
utilizando como parametros: a formacdo de halo de inibicdo exercido pelas
bactérias, o tamanho da colénia do patégeno e a porcentagem de inibicdo do
crescimento micelial do patéogeno. Os parametros utilizados para avaliar o
potencial de controle das bactérias endofiticas sobre fungos de solo e a
promocgao do crescimento radicular in vivo foram: a porcentagem de emérgencia
de plantas, a altura de plantas, a porcentagem de plantas anormais, a severidade
de doenca, o volume de raizes, as massas fresca e seca de raizes e das partes
aerea e total das plantas. Foram encontrados 9 isolados (TCB 02, TCB 7, TCB
08, TCB 10, TCB 11, TCB 17, TCB 18, TCB 19 e TBC 20), que apresentaram
mais de 75% de inibicdo para pelo menos um dos patdgenos testados nos
experimentos in vitro, demonstrando alto potencial antagdnico. O isolado
bacteriano TCB 10, identificado como Paenibacillus e o isolado bacteriano TCB
08, identificado como Staphylococcus apresentaram potencial antagdnico para
os trés fitopatdégenos. Os isolados TCB 17, TCB 18 e TCB 19 apresentaram
potencial antagbnico para S. sclerotiorum. Para os testes com o tratamento de
sementes o isolado bacteriano TCB 10 apresentou reducéo da severidade de R.
solani. N&o se pdde concluir que as bactérias endofiticas realmente exerceram
promocao do crescimento radicular nas plantas.

Palavras-chave: Antagonismo. Controle Biologico. Fusarium solani. Rhizoctonia
solani. Sclerotinia sclerotiorum.



ABSTRACT

The society concern with the excessive use of agrochemicals in agriculture to
control diseases generates great demand for research with environmentally less
aggressive control methods, among them biological control. Utilizing antagonistic
relations exerted by microorganisms such as antibiosis, competition, parasitism,
predation and resistance induction in plants, offering a wide range of
opportunities for the use of microorganisms that are still little known as endophytic
microorganisms. The objective of this work was to investigate the biological
control potential of endophytic bacteria isolated from cocoa against soil
pathogens Fusarium solani, Rhizoctonia solani and Sclerotinia sclerotiorum and
their action in promoting the root growth of soybean plants. Twenty-two
endophytic bacteria were evaluated in vitro for their antagonistic potential by the
culture method paired against phytopathogens, using as parameters: the
formation of inhibition halo exerted by bacteria, the size of the pathogen colony
and the percentage of inhibition of mycelial growth of the pathogen. The
parameters used to evaluate the the control potential of endophytic bactéria on
soil fungi and the promotion of root growth in vivo were: the percentage of plant
emergence, plant height, percentage of abnormal plants, disease severity, root
volume, the fresh mass and dry mass of roots, and the aerial and total part of the
plants. There were 9 isolates (TCB 02, TCB 7, TCB 08, TCB 10, TCB 11, TCB
11, TCB 17, TCB 18, TCB 19 and TBC 20) that showed more than 75% inhibition
for at least one of the pathogens tested in the experiments in vitro, demonstrating
high antagonistic potential. The bacterial isolate TCB 10, identified as
Paenibacillus and the bacterial isolate TCB 08, identified as Staphylococcus
presented an antagonistic potential for the three phytopathogens. The isolates
TCB 17, TCB 18 and TCB 19 presented antagonistic potential for S. sclerotiorum.
For the tests with the seed treatment the bacterial isolate TCB 10 presented
reduction of the severity of R. solani. It was not possible to conclude that the
endophytic bacteria promoted the growth of roots in plants.

Keywords: Antagonism. Biological Control. Fusarium solani. Rhizoctonia solani.
Sclerotinia sclerotiorum.
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1 INTRODUCAO

Inimeras moléculas quimicas tém sido usadas extensivamente para
protecdo contra patdgenos. Entretanto, seus efeitos nocivos ao meio ambiente e
ao homem tém estimulado a reducéo de seu uso, buscando métodos de controle
menos agressivos. Os defensivos agricolas apresentam efeitos indesejaveis
como a poluicdo ambiental, a intoxicagcdo do homem e animais e o surgimento
de resisténcia dos patégenos a esses produtos. Neste contexto, buscando uma
agricultura mais sustentavel, o controle biolégico vem buscando a diminuicéo e
interacdo com produtos quimicos, baseando-se em métodos ambientalmente
menos agressivos, consolidando-se no manejo integrado de doencas. Muitos
agentes bibticos podem ser utilizados em controle bioldgico, e os residentes do
filoplano e endofiticos sdo uma alternativa ainda pouco explorada. O filoplano de
qualquer planta e seus tecidos internos abrigam uma microbiota diversificada e
ciclica, que engloba principalmente fungos filamentosos, leveduras e bactérias
(ROMEIRO, 2013a).

Nas ultimas décadas, a busca e selecdo de microrganismos endofiticos
ganhou maior atencdo da comunidade cientifica, pois este grupo de seres vivos
tém demonstrado diferentes competéncias em suas associa¢cdes com variadas
espécies vegetais. Tais microrganismos sdo caracterizados por habitarem o
interior dos tecidos vegetais por periodos de seu ciclo de vida, estabelecendo
associacfes sem causar doencas ou danos aparentes em seus hospedeiros e
sdo representados principalmente por fungos e bactérias (PETRINI, 1991;
AZEVEDO et al., 2000).

Muitos sao os beneficios oriundos da interacdo planta-endofiticos, como
a promocéao de crescimento vegetal, disponibilizacdo de nutrientes, producédo de
fitormoénios, inducdo de resisténcia a doencas e biocontrole de patdgenos
(HALLMAN et al., 1997). Este ultimo tem sido intensamente investigado, pois em
decorréncia da crescente preocupacao com a producédo de alimentos livres de
agrotoxicos, o controle biolégico tornou-se uma importante ferramenta para a
agricultura sustentavel (BETTIOL; MORANDI, 2009).

Segundo Lima; de Marco e Felix (2000), o controle biologico esta
embasado nas relacdes ecologicas antagonicas, que envolvem competicao por

espagco e/ou nutrientes, antibiose, micoparasitismo, inducdo de resisténcia,
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predacao, entre outros. Nem todas as rela¢cdes antagonicas estao perfeitamente
compreendidas e os exemplos mais bem estudados sdo entre fungos

fitopatogénicos e seus antagonistas (HOWELL, 2006).
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2 OBJETIVO

O objetivo do trabalho foi realizar um levantamento do potencial de
controle biologico, de bactérias endofiticas isoladas do cacau, para o0s
fitopatogenos de solo Fusarium solani, Rhizoctonia solani e Sclerotinia

sclerotiorum e sua acao na promocéao do crescimento radicular de soja.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Realizar selec¢éo in vitro de bactérias endofiticas isoladas do cacau
potencialmente antagdnicas a Fusarium solani, Rhizoctonia solani e Sclerotinia
sclerotiorum.

. Avaliar as bactérias endofiticas selecionadas in vitro, com relacao
ao seu o potencial antagdnico em experimentos in vivo (casa de vegetacao), na
cultura da soja, visando controle de tombamento de plantulas causado pelos
fungos: Fusarium solani, Rhizoctonia solani e Sclerotinia sclerotiorum.

o Avaliar a promogé&o do crescimento radicular nas plantas devido a

inoculagéo de sementes de soja, com as bactérias endofiticas selecionadas.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 CONTROLE BIOLOGICO

Em resposta a preocupacdes ambientais e de saude sobre o uso prolongado
de agroquimicos, ha um interesse consideravel em encontrar abordagens de controle
alternativo para uso em estratégias de manejo integrado de pragas e doencas na
agricultura. O uso de agentes de controle biolégico minimizam os efeitos prejudiciais
sobre o meio ambiente e essas estratégias tém sido amplamente pesquisadas.

Segundo Cook e Baker (1983), o controle biolégico pode ser definido como “a
reducdo da soma de indculo ou das atividades determinantes da doenca provocada
por um patdgeno, realizada por ou através de um ou mais organismos que nao o
homem”.

Agentes de controle biolégico podem agir de diferentes maneiras sobre os
patdgenos. Antibiose, competicdo, parasitismo, predacao e inducao de resisténcia sao
0s principais mecanismos (TORRES; MICHEREFF, 2000; TRIGIANO; WINDHAM,;
WINDHAM, 2010; AMORIM; REZENDE; BERGAMIN FILHO, 2011).

Antibiose pode ser definida como a interagdo entre organismos, na qual um ou
mais metabdlitos produzidos pelo antagonista tém efeito negativo sobre o patdgeno,
resultando na inibicdo do crescimento e/ou germinagdo. Competicdo € a interacao
entre dois ou mais organismos compelidos na mesma acao, esse tipo de interacao
ocorre principalmente quando héa disputa por alimentos, por espaco e por oxigénio. O
Parasitismo ocorre quando um microrganismo se nutre a partir de estruturas
vegetativas e/ou reprodutivas do outro. Ja os hiperparasitas atacam hifas, estruturas
de resisténcia e de reproducdo dos fitopatégenos. Predacdo ocorre quando um
organismo obtém alimento a partir de fitopatégenos e de diferentes fontes. A inducéo
de resisténcia é o estimulo dos mecanismos de defesa do hospedeiro através da
introducdo de organismos ndo patogénicos, seus metabdlitos, linhagens fracas ou
avirulentas do patdégeno. Através da introducdo de determinado agente de controle
biolégico pode ocorrer a coexisténcia de diferentes mecanismos de controle através
do mesmo organismo (TORRES; MICHEREFF, 2000; MICHEREFF; ANDRADE;
MENEZES, 2005).
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Dentre as bactérias envolvidas no controle biologico, os géneros Pseudomonas
e Bacillus s&o as mais estudadas (BETTIOL et al. 2009). Essas por sua vez, agem por
antibiose, competicao, parasitismo e inducéo de resisténcia, podendo estar presentes
no solo, rizosfera ou endofiticamente nos tecidos vegetais (LUDWIG; MOURA,
GOMES, 2013).

O apelo a pesquisa sobre controle biolégico estd aumentando globalmente e o
controle biolégico tornou-se gradualmente um componente central do manejo
integrado. A partir da pesquisa sobre o uso de microrganismos antagonistas
especificos, muitos microrganismos eficientes foram encontrados e alguns séo
comercializados com sucesso, como uma ferramenta efetiva no controle de pragas e
doencas e também como inoculantes para biofertilizacdo. No entanto, 0 nimero de
produtos bioldgicos ainda é bastante limitado (BETTIOL et al. 2009).

Em todo o mundo o crescimento das empresas de biocontrole tem sido de 16%,
enquanto o das empresas de agrotoxicos tem sido de apenas 3%. O custo para
desenvolvimento de novas moléculas gira em torno de 256 milhdes de dolares, isso
tem ocasionado a compra de muitas empresas de controle biolégico por
multinacionais produtoras de agrotoxicos (ABCBIO, 2015).

A regulamentacdo para producdo dos produtos de controle biologico, e a
capacitacao de pessoas para 0 uso correto destes, mantém as perspectivas positivas
para o crescimento do uso em larga escala, e também para o surgimento de novos
produtos (BETTIOL; MORANDI, 2009).

Assim como o desenvolvimento de moléculas quimicas o controle biolégico
apresenta dificuldades, como a especificidade de controle, a falta de estudos para
adequar o uso do controle biolégico para os diversos sistemas e culturas e também a
eficacia do controle. O que pode ser explicado por fatores como a adaptacdo do
antagonista ao meio em que este esta sendo exposto, pois muitos microrganismos
trazidos de outra regibes ou de outros paises ndo tem a mesma eficiéncia quando
expostos a condi¢des diferentes do meio em que foram isolados (ABCBIO, 2015).

Outra limitacdo encontrada é a aplicacao correta desses microrganismos, pois
a aplicacao deste é diferente da aplicacdo de um quimico. As condi¢des de aplicacao,
tais como umidade e temperatura, devem favorecer a sobrevivéncia do

microrganismo, bem como o volume de aplicagao, o tipo de ponta, peneira e misturas
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de tanque também tem grande influéncia sobre a efetividade do controle (BETTIOL;
MORANDI, 2009).

3.2 BACTERIAS ENDOFITICAS

Os microrganismos endofiticos séo caracterizados pela forma de infeccbes
assintomaticas localizadas internamente em tecidos vegetais, como cascas, raizes,
caules, folhas e semente. A definicdo do termo endofiticos mudou ao longo do tempo,
a partir do conceito inicial introduzido por De Bary em 1866 para descrever organismos
gue habitavam o interior das plantas (WILSON, 1995).

A definicdo de endofiticos conforme descrito por Wilson (1995), é usado como
"fungos ou bactérias que, durante todo ou parte do seu ciclo de vida, invadem os
tecidos das plantas vivas e causam infec¢des assintomaticas inteiramente dentro dos
tecidos das plantas, mas ndo causam sintomas de doenca".

Segundo Azevedo (1998), os microrganismos endofiticos adentram ao interior
das células através de aberturas naturais como estdématos ou hidatodios, ou através
de ferimentos nos tecidos vegetais. Em seguida ocorre a coloniza¢do, multiplicacdo e
movimentag&do do microrganismo no tecido.

De acordo com suas estratégias de vida, microrganismos endofiticos podem
ser classificados como obrigatérios ou facultativos. Os endofiticos obrigatdrios séo
estritamente dependentes da planta hospedeira para 0 seu crescimento e a
sobrevivéncia. A transmissdo para outras plantas ocorrem verticalmente através de
sementes ou material propagativo, ou através de vetores. Os endofiticos facultativos
tém um estagio em seu ciclo de vida em que existem fora das plantas hospedeiras. O
ciclo de vida dos endofiticos facultativos pode ser caracterizado como bifasico,
alternando entre plantas e meio ambiente, principalmente solo. A grande maioria dos
microrganismos que podem se multiplicar dentro dos tecidos vegetais provavelmente
tem uma propenséo a esse estilo de vida bifasico (HARDOIM; VAN OVERBEEK; VAN
ELSAS, 2008).

O papel nas sementes ainda ndo esta esclarecido. Os micorganismos
endofiticos de sementes podem vir de diferentes 6rgdos da plantas, sendo
transferidos para sementes dos sistemas vasculares ou através de gametas,

resultando em colonizacdo de embridbes e endospermas. Os meristemas de
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reproducdo também podem ser a fonte de microrganismos (MALFANOVA et al.,
2013).

ApOs a germinacao das sementes, espera-se que essas populacdes aumentem
em numero e colonizem diferentes tecidos, incluindo raizes, atingindo a endorizosfera
e também a exorizosfera (HERRERA et al., 2016). Mano et al., (2006), observaram
gue embora os enddfitos de sementes de arroz tenham colonizado principalmente
brotos, algumas cepas foram capazes de se espalhar para a rizosfera e o solo.

Os endofiticos e seus metabolitos foram documentados na sua capacidade de
melhorar e promover o crescimento das plantas, aumentar o rendimento, reduzir os
sintomas da doenca causados por agentes patogénicos das plantas, reduzir a
herbivoria de insetos e mamiferos, remover contaminantes do solo, incluindo metais
pesados, melhorar o desempenho da planta em condi¢ces extremas de temperatura,
disponibilidade de agua, solubilizar fosfato e contribuir com nitrogénio assimilavel para
plantas. Varios novos antibiéticos, antimicrobianos, imunossupressores e compostos
anticancerigenos também foram isolados e purificados a partir de microrganismos
endofiticos (AZEVEDO, 1998).

Alguns deles podem aumentar o crescimento das plantas devido a producéo
de hormdnios vegetais ou a sua contribuicdo na aquisicdo de nutrientes vegetais,
especialmente nitrogénio e fosforo (GAGNE-BOURGUE et al., 2013). A espécie
Azospirillum brasilense produz &cido fenilacético, relacionado as auxinas, que
antagoniza os agentes patogénicos das plantas (ROMERO et al., 2003). A auxina e
outros fitohormdénios produzidos por microrganismos podem ter efeitos
antimicrobianos imediatos e também impactar em outros processos fisioldgicos, como
crescimento e sinalizacéo vegetal (MORSHED et al., 2005).

Por outro lado, a atividade antifiingica de varios agentes bacterianos endofiticos
isolados de sementes também foi reconhecida, incluindo a formacao de lipopeptideos
como surfactina, iturina e micobacilina (GAGNE-BOURGUE et al., 2013). Alguns
géneros de bactérias frequentemente mencionadas como como Bacillus e
Pseudomonas apresentaram efeitos antagénicos sobre F. oxysporum f. sp. lycopersici
(Fol.), agente causador da murcha do tomateiro (SUNDARAMOORTHY;
BALABASKA, 2013). Também foram encontrados compostos volateis antifiungicos no
biocontrole de Enterobacter obtidos a partir de sementes de arroz (MUKHOPADHYAY
et al., 1996).
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Os mecanismos de acdo dos microrganismos endofiticos podem influenciar
direta ou indiretamente o0s patdgenos e o0s vegetais. Diferentes espécies
de Bacillus produzem uma variedade de lipopeptideos na rizosfera, raizes, folhas e
frutas. As espécies de Bacillus podem produzir maltiplos antibiéticos e pode haver
interag@es sinérgicas contra agentes patogénicos (HAAS; BLUMER; KEEL, 2000).

Bactérias endofiticas associados a planta podem, interromper as moléculas de
sinalizacdo para deteccdo necessarias para a viruléncia na interacdo patdégeno
hospedeiro. A deteccdo dessa sinalizacdo é tipicamente mediada por lactases de
homoserina de N- acil (AHLs). As bactérias como Bacillus, Arthrobacter e Klebsiella,
produzem lactonases que degradam a AHL interferindo a comunicacao do patdgeno
e prevenindo a expressao de genes de viruléncia (READING; SPERANDIO, 2006).
Isto foi demonstrado usando a bactéria Lysobacter enzymogenes transformada com
genes de lactonase, que reduziram a infec¢cdo por Pectobacterium carotovorum,

causador da podriddo mole em repolho (QIAN et al., 2010).

3.3 BACTERIAS ENDOFITICAS ISOLADAS DO CACAU

Theobroma cacao L. € uma arvore perene, nativa da bacia Amazonia, cultivada
na América, Africa e Asia e suas améndoas sdo utilizadas para a producdo de
manteiga e mel de cacau utilizados na industria alimenticia para a producao de
chocolate, licores, geleias entre outros produtos. Diversos estudos demonstram que
esta espécie vegetal € colonizada por uma ampla variedade de microrganismos. Entre
0s géneros de bactérias citam-se Pseudomonas, Bacillus, Streptomyces, Rhizobium,
Bradyrhizobium, Staphylococcus, Azotobacter, Acetobacter, Herbaspirilum,
Agrobacterium, Enterobacter, e Burkholderia, (STEENHOUDT; VANDERLEYDEN,
2000; BLOEMBERG; LUGTENBERG, 2001; LODEWYCKX et al., 2002; BASHAN;
DE-BASHAN, 2005). Grandes populacdes de fungos endofiticos ja foram encontradas
em cacau, como representantes dos géneros Trichoderma, Pestalotiopsis, Curvularia,
Tolypocladium,  Acremonium, Blastomyces, Botryosphaeria, Cladosporium,
Colletotrichum, Diaporthe, Fusarium, Geotrichum, Gibberella, Gliocladium,
Lasiodiplodia, Monilochoetes, Nectria, Pestalotiopsis, Phomopsis, Pleurotus,
Pseudofusarium, Rhizopycnis, Syncephalastrum, Verticillium, entre outros (ARNOLD;
HERRE, 2003; ARNOLD, et al., 2003; EVANS; HOLMES; THOMAS, 2003; RUBINI et
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al., 2005). Tais endofitos vém sendo avaliados como antagonistas de fitopatbgenos
gue acometem culturas de grande importancia econémica como soja, arroz, feijao,

milho.

3.4 TRATAMENTO BIOLOGICO DE SEMENTES

Os tratamentos de sementes ndo sO protegem as sementes germinadas do
tombamento em pré-emergéncia, mas também ajudam a garantir o desenvolvimento
de um sistema radicular saudavel, acelerando o crescimento e estabelecimento das
plantas, tornando as plantas menos vulneraveis a infeccdo (MACHADO, 2000).

O tratamento de sementes com agentes biologicos além de promover a
protecdo de sementes contra patdégenos do solo que causam doencas radiculares tém
como objetivo a reducdo do uso de produtos quimicos (NASSER; WETZEL;
FERNANDES, 1987).

O tratamento de sementes com microrganismos pode ser feito tanto na
aplicacao direta dos agentes bioldégicos na semente como também com a aplicacéo
de produtos biolégicos formulados (MORETINI; MELO, 2007).

Os principais agentes de biocontrole utilizados no tratamento de sementes
contra o tombamento de plantulas sdo o fungo Thichoderma spp. e a bactéria Bacillus
subtilis (MELO, 1998; LIMA; DE MARCO; FELIX, 2000).

O agente de biocontrole B. subtilis produz diversas substancias, entre elas
antibiéticos lipopeptidicos de largo espectro que sdo supressores eficazes de diversos
fitopatdgenos, incluindo as espécies de Fusarium, Pythium, Phytophthora,
Rhizoctonia, Sclerotinia, Septoria e Verticillum (NAGORSKA; BIKOWSKI,
OBUCHOWSKI, 2007). Srividya; Sasirekha e Ashwini (2012), avaliando B. subtilis
isolado da rizosfera observaram que 0 agente produziu enzimas micoliticas,
glucanase e quitinase, que mostraram um amplo antagonismo contra fungos e
bactérias fitopatogénicas. Um isolado de B. subtilis foi eficaz na inibicdo de varios
patégenos pela producgéo de quitinase, mostrando um amplo espectro de antagonismo
contra Alternaria spp. (55%), Colletotrichum gloeosporioides (57%), Phytophthora
capsici (55%), R. solani (42%), F. solani (42%), F. oxysporum (40%) e Verticillium
theobromae (36%) (NARASIMHAN; SHIVAKUMAR, 2012).
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Lazzaretti e Bettiol (1997), aplicando produto a partir de Bacillus subtilis via
tratamento de sementes obtiveram controle semelhante ao fungicida benomyl no
controle de S. sclerotiorum, Aspergillus sp. e Rhizoctonia solani.

O tratamento bioldégico de sementes ao contrario do que ocorre com 0S
fungicidas quimicos, apresentam poucos resultados consistentes tanto em relacéo ao
controle como sua aplicacdo eficaz nas sementes, necessitando de pesquisas que
possibilitem a selecdo de microrganismos para utilizacdo como agentes de biocontrole

e técnicas de aplicacédo eficientes nas sementes no controle de doencas radiculares.

3.5 DOENCAS RADICULARES DA CULTURA DA SOJA

O Brasil € o segundo maior produtor de soja do mundo. Na safra 2016/2017, a
cultura se consolidou em 33,9 milhdes de hectares, totalizando uma produgédo de 114
milhdes de toneladas, com produtividade média de 3.362 kg por hectare (CONAB,
2017). O aumento da produtividade da soja esta associado aos avangos tecnoldgicos
e manejo da cultura. Porém, ainda ha fatores limitantes na produtividade.

As doencas causadas por fatores bidticos estdo entre os fatores que
mais reduzem a produtividade da cultura, contribuindo assim, para o aumento dos
custos de producdo. Dentre as doencas que atacam o sistema radicular da cultura,
destacam-se causadas por bactérias, nematoides, virus e por fim, doencas de origem
fungicas, sendo essas responsaveis pelo maior nimero de perdas nessa e em outras
culturas (AMORIM; REZENDE; BERGAMIN FILHO, 2011).

As doencas de origem fungicas radiculares sao de dificil controle, pois ha
dificuldade de observacéo dos sintomas abaixo do nivel do solo para um diagnostico
precoce. Ha também a complexidade dos fatores envolvidos na interacéo hospedeiro-
patbgeno-ambiente, em que caracteristicas abidticas e bibdticas do solo podem
influenciar direta e/ou indiretamente o desenvolvimento das doencas.

Dentre os principais agentes bidticos habitantes de solo destacam-se 0s
fungos, as bactérias e os nematoides. Entretanto, os fungos constituem o maior grupo
de patdgenos radiculares, ocorrendo em todos os tipos de sistemas agricolas,
causando doengas nas principais espécies cultivadas, com uma variada gama de
sintomas e hospedeiros (MICHEREFF; ANDRADE; MENEZES, 2005).
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Costamilan; Lhamby e Bonato (1999) avaliaram a sobrevivéncia de fungos
necrotroficos em restos de cultura da soja, cultivada no sistema de plantio direto,
considerando que o periodo médio para a decomposicéo dos restos culturais da soja
foi de 27 meses, com médias de temperatura durante o experimento de 18°C e
precipitagdo de 3565 mm. Nas diferentes sequéncias de culturas estudadas, e em
todos os meses amostrados, os géneros Macrophomina, Fusarium e Rhizoctonia
foram sempre recuperados. A incidéncia média de Fusarium variou entre 28,4 e
34,5%, a de Macrophomina, entre 48,1 e 54,8% e a de Rhizoctonia, entre 3,5 e 4,7%.
A habilidade de competicdo saprofitica e as estruturas de resisténcia desses
patdgenos permitem que permanecam viaveis por muito tempo em uma mesma area.
Podriddes de raizes promovidas por Rhizoctonia, Fusarium ou por Phytophthora sojae
foram menos severas em plantio direto ou cultivo minimo (ROTHROCK; PHILLIPS;
HOBBS, 1988).

Os principais agentes etioldgicos que possuem importancia para a cultura da
soja sao: Rhizoctonia solani Kiihn, Fusarium solani (App. &Wollenw.) Snyd. &Hams,
Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary, Phialophora gregata (Allington, Chamberlain)
W. Gams, Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid e Sclerotium rolfsii Sacc (ALMEIDA
et al., 1997).

Os agentes Rhizoctonia solani, Fusarium solani e Sclerotinia sclerotiorum, se
destacam devido & alta capacidade de colonizacdo, sobrevivéncia, ampla gama de

hospedeiros.

3.6 Sclerotinia sclerotiorum

O fungo Sclerotinia sclerotiorum (Lib) de Bary, agente etiolégico da doenca
Mofo Branco, pertence ao filo Ascomycota, classe Discomycetes, ordem Helotiales,
familia Sclerotiniaceae e género Sclerotinia. As hifas sdo hialinas, septadas,
ramificadas e multinucleadas, apresentam coloracao branca no meio de cultura e nas
plantas (BOLTON; THOMMA; NELSON, 20086).

O mecanismo de sobrevivéncia deste fungo € através da producédo de
estruturas de resisténcia denominadas esclerddios, que sdo agregados de hifas
compactadas e endurecidas, produzidas em abundéancia nos tecidos infectados da

planta. Essas estruturas apresentam formato irregular, de varios milimetros de
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diametro e comprimento (SCHWARTZ; HARVESON; STEADMAN, 2011). O
esclerddio apresenta uma camada de células grossas, com acumulo de melanina na
parte externa, para protecdo da massa de hifas contra condi¢cdes adversas (BELL;
WHEELER, 1986).

Os esclerddios podem germinar de forma miceliogénica, onde h& a producéo
de micélio hialino e septado, ou de forma carpogéncia, onde o esclerédio pode
produzir um ou mais apotécios. As condicdes de temperatura e umidade sao
determinantes na germinagdo do esclerédio, geralmente, quanto maiores 0s
esclerédios, maior a porcentagem de sua germinagdo e do numero de apotécios
produzidos (STEADMAN, 1983). O apotécio libera ascosporos continuamente por 2 a
17 dias, com uma média de nove dias, e o total de ascésporos produzidos por um
apotécio atinge ao redor de dois milhdes (STEADMAN, 1983). O periodo de
viabilidade que o esclerédio pode alcancar no campo, varia com as condi¢cdes
climaticas e a presenca de microrganimos antagdnicos no solo, podendo ficar viavel
de 5 a 8 anos (STEADMAN, 1983; AYERS; ADAMS, 1981).

O fungo S. sclerotiorum ataca cerca de 408 espécies, de 278 géneros, em 75
familias boténicas diferentes (BOLAND; HALL, 1994). Chegando a causar perdas de
até 100% em algumas culturas como a canola e a ervilha (KIMATI et al., 2005). No
inverno, sob irrigacdo, o feijao e o tomate irrigados podem sofrer perdas de até 70%
(NASSER; SPEHAR, 2001). Na cultura da soja, na safra 2009/2010 perdas de até
40% foram registradas por Jaccoud Filho et al. (2010).

O fungo esta disseminado em um grande nimero de paises principalmente em
regides de clima temperado e subtropical, tendo como condicbes favoraveis de
desenvolvimento temperaturas amenas, em torno de 20°C e alta umidade (KIMATI et
al., 2005).

O fungo S. sclerotiorum pode ser transmitido de diferentes maneiras.
Contaminacbes via lote de sementes, implementos e maquinario agricola
contamitado, solos contaminados, plantas daninhas suscetiveis, bem como restos
culturais sdo as mais comuns (KIMATI et al., 2005). Em levantamento através de
questionario realizado por Sartori et al. (2011), quanto a ocorréncia de Mofo Branco,
constatou-se que cerca de 85% dos entrevistados acreditam que o patégeno se
instalou na area através do uso de implementos contaminados e lotes de sementes

infectadas.
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Em sementes armazenadas, o fungo pode alcancar longevidade de até sete
anos em algumas culturas (MACHADO, 2000). A interacdo patégeno-semente pode
ocorrer de duas formas. A primeira, € mais comum € a contaminagcado do lote com
esclerédios. A segunda e em menor intensidade ocorre de forma miceliogénica, onde
micélios do fungo se aderem e ou penetram na semente, (MORAES; HENNEBERG,
2017; NASSER; SPEHAR, 2001; MACHADO, 2000). A associacdo do fungo a
semente é classificada como: contaminag¢do concomitante, onde a estrutura do fungo
se encontra entre as sementes do lote, ou intra e extraembrionaria onde o fungo se
adere interna ou externamente (NEERGAARD,1979).

Ainda nao foi estabelecido como ocorre a contaminacéo miceliogénica do fungo
as sementes em formacado. Postula-se que essa possa ocorrer de duas formas:
diretamente através de infeccdo das vagens em formacado, ou através da ligacédo
interna das vagens com as sementes (MACHADO; ZANCAN, 2017).

Sementes contaminadas com micélios dormentes podem causar diferentes
niveis de infeccdo, ou ainda serviren como fonte de inéculo para outras plantas
presentes na area. A infeccao pode se estabelecer pela atuacao direta da semente
contaminada gerando uma planta doente, ou indiretamente via cotilédones
contaminados oriundos da germinacdo, sementes ou plantas mortas, servindo como
fonte secundaria de infeccdo (MACHADO; ZANCAN, 2017).

3.7 Rhizoctonia solani

Rhizoctonia solani (anamorfo Thanatephorus cucumeris), € a espécie mais
estudada no género Rhizoctonia (SNEH; BURPEE; OGOSHI, 1991). A espécie foi
descritas por Kilhn em 1858 a partir de tubérculos de batata doentes. A descricdo de
Kihn sobre a espécie, bem como os sintomas da doenca, pareciam vagos com alguns
elementos de contaminacdes (PARMETER; WHITNEY, 1970). Em uma tentativa de
ajudar a identificar adequadamente as espécie de Rhizoctonia, Duggar (1915) fez uma
revisdo completa do conceito de espécie, fornecendo informacdes detalhadas sobre
as caracteristicas morfologicas importantes que a distinguiram de outras espécies,
bem como uma descricdo dos sintomas que a espécie causa.

Com base nos trabalhos de Duggar (1915) e Parmeter e Whitney (1970), as

caracteristicas que definem R. solani incluem hifas septadas, células multinucleadas



26

em hifas jovens, coloracdo marrom de hifas maduras. A ramificagdo € observada
préximo ao septo distal em hifas jovens; presenca de septos doliporos; presenca de
um septo na ramificacdo da hifa proximo ao seu ponto de origem; as ramificacdes das
hifas sdo concéntricas em sua extremidade basal; auséncia conidios e grampos de
conexdo. Nao ocorre esporulacado na fase de anamorfo, as células geralmente séo
longas e multinucleadas, a variabilidade genética pode ocorrer a partir da fusdo de
hifas de diferentes isolados.

Os isolados de Rhizoctonia solani geralmente ndo produzem esporos
assexuados, e o papel dos basidiosporos como fonte de in6culo na soja é
desconhecido. O patdgeno € um parasita facultativo que € muito bem sucedido em
competir com outros saprofitos do solo. Sua sobrevivéncia no solo € auxiliada pela
formacdo de esclerddios (HOITINK; INBAR e BOEHM, 1991). Nos esclerddios,
surgem hifas que germinam para formar micélios, servindo como fonte de in6culo para
infeccdo (KEIJER, 1996) e propagacdo da doenca. Para a maioria das infeccbes
por Rhizoctonia, os esclerddios devem primeiro germinar para formar micélios que
crescem em direcdo a planta hospedeira. O crescimento micelial geralmente ocorre
em resposta a exsudatos de plantas hospedeiras, e é sucedido por ligacdo das hifas
aos tecidos do hospedeiro, crescimento das hifas ao longo das paredes celulares
epidérmicas do hospedeiro, formacdo do opressorio, colonizacdo do tecido
hospedeiro e eventual colapso das células (KEIJER, 1996).

Rhizoctonia solani € considerado um patdgeno necrotréfico que pode matar seu
hospedeiro antes da colonizacao. A atividade da maioria dos patégenos necrotréficos
tem sido associada a producdo de enzimas extracelulares ou toxinas (VAN
KAN, 2006). Boosalis (1950), estudou a patogenicidade de R. solani na soja, e
descobriu que a descoloracdo do tecido hospedeiro precedeu o contato das hifas,
sugerindo que os sintomas necréticos sao resultado do efeito de certas substancias
toxicas segregadas pelas hifas invasoras. Wyllie (1962), obteve resultados
semelhantes e observou que o0s exsudatos radiculares das plantas de soja
estimularam o crescimento micelial do patdégeno.

A habilidade causadora de doencas de R. solani também tem sido associada a
producdo de enzimas pectinoliticas e celuloliticas (BATEMAN, 1970). As enzimas
pectinoliticas pertencem a um grupo de enzimas que degradam a parede celular

conhecidas por hidrolisar o componente de pectina das plantas. Essas enzimas foram
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associadas a patogenicidade de muitos microrganismos patogénicos de plantas
(COLLMER; KEEN, 1986; LANG; DORNENBURG, 2000).

O apodrecimento de sementes e o damping off na pré-emergéncia ocorre
frequentemente em &reas com altas quantidades de in6culo, ou em condi¢des que
afetam negativamente a germinacdo e emergéncia de plantulas, como clima frio e
umido. Sob menor pressdo do inoculo, as raizes ou hipocétilos das plantas
germinadas ficam apodrecidas.

Podridées no hipocétilo e nas raizes sdo comuns depois que as plantas
emergem. A coloracéo avermelhada na camada cortical das raizes laterais ou no colo
perto da linha do solo geralmente é evidente nas plantas doentes. As plantas com
raizes afetadas podem exibir um crescimento lento das raizes laterais, tornando as
plantas menos vigorosas, com reducdo da capacidade de absorcdo de &gua e
nutrientes. Tais plantas aparecem cloréticas e atrofiadas (HWANG; HOWARD;
CHANG, 1996).

As plantas mais jovens sado mais suscetiveis a infec¢des, onde a resisténcia
geralmente aumenta com a idade da planta. No entanto, em condi¢cbes ambientais
desfavoraveis podem predispor plantas mais velhas a infeccdo (SINCLAIR;
BACKMAN, 1989). Além das condi¢c6es de umidade e temperatura, as aplicacdes de
alguns herbicidas demonstraram aumentar a severidade da doenca, seja por atividade
inibidora sobre microrganismos antagonistas, ou pela reducdo do vigor da planta
(BRADLEY et al., 2002; BOWMAN; SINCLAIR, 1989).

O cultivo em areas com histérico da doenca é considerada um fator de risco. As
infeccbes geralmente ndo sdao uniformemente distribuidas porque a maioria dos
in6culos esta localizada em reboleiras (HWANG; HOWARD; CHANG, 1996). Do
mesmo modo, a distribuicdo generalizada do inéculo em qualquer campo pode causar
surtos de doencas graves, reduzindo os estandes e reduzindo os
rendimentos. Koenning e Wrather (2010), avaliaram o impacto de R. solani em
plantulas de soja nos Estados Unidos, relatando reducbes de até 48% nos
rendimentos da cultura.

A escassez de cultivares comerciais de soja com altos niveis de resisténcia e
os esforgos de criagdo limitados ou inexistentes direcionados ao desenvolvimento de
genaotipos resistentes impediram o uso de cultivares de soja resistentes no manejo da

podriddo de raizes, hipocotilo e damping off causados por Rhizoctonia na cultura da
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soja. Devido a isso, 0 uso de tratamentos de sementes através de fungicidas é um
dos principais manejos adotados. Esses oferecem protecdo da semente durante 0s
estagios iniciais de crescimento, sendo um dos métodos mais comuns de
gerenciamento dessa e outras doencas (KATARIA; GISI, 1996; DORRANCE et
al., 2003). Os tratamentos de sementes ndo sé protegem as sementes germinadas do
tombamento de pré-emergéncia, mas também ajudam a garantir o desenvolvimento
de um sistema radicular saudavel, acelerando o crescimento e estabelecimento das
plantas, tornando-as plantas menos vulneraveis a infecgédo

O controle biolégico no manejo de R. solani vem sendo amplamente estudado,
apresentando resultados favoraveis, proporcionando o manejo da doenca de forma
sustentavel e menos agressiva ao meio ambiente. Lazzaretti e Bettiol (1997),
aplicando produto a partir de Bacillus subtilis via tratamento de sementes obtiveram
controle semelhante ao fungicida benomyl no controle de S. sclerotiorum,

Aspergillus sp. e Rhizoctonia solani.

3.8 Fusarium solani

O genéro Fusarium foi descrito por Link em 1809, pertence ao grupo dos fungos
mitosporicos, correspondente a fase teleomoérfica do filo Ascomycota, classe
Ascomycetes e ordem Hypocreales (LESLIE; SUMMERELL, 2006).

O género Fusarium constitui um grande grupo monofilético de varias
espécies. O género inclui patdbgenos de plantas, endofiticos e sapréfitas capazes de
metabolizar diversos substratos. A analise filogenética molecular deste género revelou
gue compreende pelo menos 20 clados, que se originou no periodo cretaceo médio
ha aproximadamente 91,3 milhdes de anos (O'DONNELL et al., 2013).

O complexo de espécies Fusarium solani (FSSC-Fusarium solani species
complex) € um grupo que contém pelo menos 60 espécies filogeneticamente distintas
(NALIM et al., 2011; O'DONNELL, 2000; O'DONNELL et al., 2008; ZHANG et
al., 2006). A medida que os membros da FSSC foram mais estudados como agentes
patogénicos das plantas, esses fungos foram subdivididos em especialidades formais

(F. Sp.) com base na especificidade do hospedeiro.
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Os quatro patdogenos que causam a sindrome da morte subita da soja séo: F.
virguliforme, F. tucumaniae, F. brasiliense e F. cuneirostrum, (AOKI; O'DONNELL;
SCANDIANI, 2005).

Temperaturas entre 25-28°C, solos compactados e alta umidade favorecem o
desenvolvimento do patégeno. Temperaturas superiores a 30°C limitam a expressao
da doenca e seu desenvolvimento no campo ocorre quando a temperatura acumulada
diariamente atinge 850 a 960 graus-dia (SCHERM; YANG, 1996). Neto et al. (2006),
relatam que os sintomas sdo mais proeminentes quando ha alta umidade no solo,
especialmente nos estadios reprodutivos R4 e R5.

Os exsudatos radiculares podem influenciar a germinacéo e o crescimento do
fungo dentro da rizosfera, sendo os carboidratos e 0s aminoacidos presentes nos
exsudatos radiculares parcialmente responsaveis pela estimulacdo da germinacao
dos esporos (SHORT; LACY, 1974). O micélio do fungo juntamente com os conidios,
invade o tecido vascular, impedindo assim o movimento da agua no xilema. O fungo
também pode produzir toxinas que afetam a permeabilidade das membranas celulares
interrompendo o metabolismo celular (ALEXOPOULOS; MIMS; BLACKWELL, 1996).

O fungo é disseminado pela agua, implementos agricolas, ventos, restos
culturais infestados, particulas de solo e sementes contaminadas. As condi¢cfes
favoraveis para a doenca séo solos umidos, temperaturas amenas e periodos secos,
condicBes estas que causam estresse na planta ou danos nas raizes, e ainda as
condicdes de solos compactados e 4cidos que aumentam a severidade (DIANESE et
al., 2010).

Os sintomas incluem raizes com poucas ramificacdes e baixa nodulacdo. O
lenho adquire coloracéo externa castanho claro. A raiz principal apresenta coloracao
avermelhada de formato irregular, que tornam-se marrons e estendem-se até a
superficie do solo, causando reducdo no rendimento e no nimero de vagens por
planta. Os sintomas nas folhas sdo através de mosqueados cloroticos, clorose
internerval, necrose, podendo haver desfolhamento total e morte da planta
(MILANESI, 2009; DIANESE et al., 2010). As perdas variam de acordo com o estado
fenologico da cultura e exposicdo ao patogeno. Altas incidéncias do patdogeno nos
estadios reprodutivos refletem em menores produtividades, em especial pelo
abortamento de flores e vagens (DIANESE et al., 2010).
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A doenca causa danos principalmente no rendimento de plantas de soja devido
a infeccao do patdgeno no sistema radicular das plantas. Em condi¢cdes propicias ao
desenvolvimento da doenca, pode-se atingir um nivel elevado se severidade ainda no
periodo de florescimento, e com isso observa-se uma interferéncia no processo de
formacéao de vagens e formagé&o de gréos. Por outro lado, se a infecgdo ocorrer de
forma lenta ou tardia, atingindo seu maximo no periodo de enchimento de gréos, é
observado reducéo no numero de vagens por planta, nUmero de graos por vagem e
peso de mil grdos (FREITAS; MENEGHETTI; BALARDIN, 2004).

O controle da doenca é realizado através da integracao de diferentes métodos.
O controle quimico é realizado através de aplicacdo de fungicidas via sulco ou
tratamento de sementes.

O uso de variedades resistentes € o melhor e mais barato método de controle
de doencas. No caso da fusariose inumeros trabalhos demonstraram diferencas de
suscetibilidade entre os gendétipos de soja. A resisténcia das cultivares a doenca é
parcial, uma vez que, sob alta pressao de inéculo, mesmo 0s genoétipos com maior
nivel de resisténcia podem apresentar sintomas tipicos da doenca (GASPERI;
PRESTES; COSTAMILAN, 2003)

Diversos trabalhos apontam decréscimo da incidéncia e severidade da doenga
em plantios tardios (HERSHMAN et al., 1990), o que deve estar relacionado com alta
umidade e temperaturas baixas do solo nos plantios mais antecipados. Hershman et
al. (1990) sugeriram que cultivares de ciclo mais curto desenvolvem sintomas em

estagios mais tardios, o que reduz as perdas.
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4 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no laboratério de fitopatologia aplicada da

Universidade Estadual de Ponta Grossa, durante agosto de 2015 a julho de 2017.

4.1 OBTENCAO DAS BACTERIAS ENDOFITICAS

A colecédo de bactérias utilizada, contendo 22 isolados bacterianos, foi isolada
de plantas de cacau provenientes de area sem a utilizacdo de fungicidas e cedidos

pela Universidade Estadual do Pard, pela Professora Msc. Milena Pupo Raimam.

4.1.1 Isolamento das bactérias endofiticas

Frutos de cacau foram desinfetados superficialmente com etanol 70% e
enxaguados com agua destilada estéril. Assepticamente as sementes foram coletadas
e submetidas a assepsia superficial: etanol 70% por um minuto, solucdo de hipoclorito
de sédio 2,5% por dois minutos, etanol 70% por um minuto e dois enxagues em agua
destilada estéril. Posteriormente as sementes sofreram cortes transversais com
lamina de bisturi estéril. Fragmentos foram transportados para solucédo fisioldgica
estéril (NaCl 0,85%), na proporcao de 50 mL de solucéo fisiolégica para cada 10g de
sementes, e submetidas a agitacdo manual a cada 10 minutos por 1 hora
(ASSUMPCAO et al., 2009). Ap6s este periodo, aliquotas de 100 L das suspensdes
foram plaqueadas em meio de cultivo Agar Count (AC — 400g de extrato de carne,
dextrose 20g e agar 15g e pH 6,8) suplementado com o fungicida Contrast
(carbendazime+flusilazol na concentragédo de1 pg/mL) e incubadas a 28°C por até 15
dias. Este procedimento foi realizado em triplicata (ARAUJO et al.,2002). As coldnias
isoladas obtidas foram purificadas pelo método de esgotamento em meio de cultivo
Agar Count e posteriormente multiplicadas, sendo preservados em glicerol 40% a -

5°C e em 6leo mineral.
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4.1.2 Identificacdo das bactérias endofiticas

Foi realizada a identificacdo a nivel molecular da colecdo de bactérias
apresentada na tabela 1, esta identificacdo foi procedida pela empresa Wenseq® de
Curitiba-PR, sendo a técnica de identificagcdo por andlise do gene 16S ribosomal,
utilizando os primers universais 27F “AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG“ e 1492R
“CGG TTA CCT TGT TAC GAC TT”, para obtencédo da sequéncia de pares de base
que compdem este gene, em cada bactéria e posteriormente o sequenciamento deste

amplicon, utilizando sequenciador automatico pelo método Sanger.

Tabela 1 — Classificacdo das bactérias a nivel de género, com base no sequenciamento genético do

gene 16S ribossomal testadas neste projeto para controle biolégico, UEPG, Ponta Grossa,

2017.
Nome teste Classificacdo bacteriana \dentificagao
Filo Classe/Ordem Familia Género

TCB0O1  Actinobacteria Actinomycetales Microbacteriaceae Microbacterium* 1240/1254 (99%)
TCB02 Firmicutes Bacilli Bacillaceae Bacillus 1412/1425 (99%)
TCB03  Proteobacteria Burkholderiales  Alcaligenaceae = Achromobacter 1264/1267 (99%)
TCB04 Firmicutes Bacilli Bacillaceae Lysinibacillus 1281/1284 (99%)
TCBO7 Firmicutes Bacilli Bacillaceae Bacillus 666/668 (99%)
TCBO08 Firmicutes Bacilli Staphylococcacea Staphylococcus 1426/1436 (99%)
TCB09  Actinobacteria Actinomycetales Brevibacteriaceae Brevibacterium 1383/1396 (99%)
TCB10 Firmicutes Bacilli Paenibacillaceae  Paenibacillus 1401/1415 (99%)
TCB11 Firmicutes Bacilli Bacillaceae Lysinibacillus  1002/1025 (98%)
TCB12 Firmicutes Bacilli Bacillaceae Bacillus 1411/1416 (99%)
TCB13 Firmicutes Bacilli Bacillaceae Bacillus 1413/1418 (99%)
TCB14 Firmicutes Bacilli Bacillaceae Bacillus 1408/1410 (99%)
TCB15 Firmicutes Bacilli Bacillaceae Bacillus 1414/1422 (99%)
TCB17 Firmicutes Bacilli Bacillaceae Bacillus 700/703 (99%)
TCB18 Firmicutes Bacilli Bacillaceae Bacillus 1407/1426 (99%)
TCB19 Firmicutes Bacilli Bacillaceae Bacillus 1388/1421 (98%)
TCB20 Firmicutes Bacilli Bacillaceae Bacillus 1394/1396 (99%)
TCB21  Actinobacteria Micrococcales Micrococcacea Sinomonas 751/761 (99%)

TCB22  Actinobacteria Micrococcales Micrococaceae Micrococcus  1379/1382 (99%)

TCB24 Firmicutes Bacilli Bacillaceae Bacillus 1398/1413 (99%)
TCB25 Firmicutes Bacilli Bacillaceae Bacillus 1339/1352 (99%)
TCB26 Firmicutes Bacilli Staphylococcacea Staphylococcus 1412/1419 (99%)

*Classificacdo encontrada e atestada por Eduardo Balsanelli CRBio 83112/07-D, Wenseq®
biotecnologia.
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O sequenciamento genético do gene 16S ribossomal para o nivel taxonémico
de género é muito preciso, porém para se conhecer o nivel de espécie é necessaria a
andlise de uma diversidade maior de genes. Para efeitos demonstrativos pode-se
analisar a sequéncia obtida do gene 16S ribossomal, com o banco de dados do NCBI
(National Center for Biotechnology Information) para encontrar possiveis espécies
como descreve a tabela 2, lembrando que ao analisar-se mais genes pode-se

encontrar outra classificagao.

Tabela 2 — Classificagcdo das bactérias a nivel de espécie, com base no sequenciamento genético do
gene 16S ribossomal, segundo a comparacdo com o banco de dados do NCBI. UEPG,
Ponta Grossa, 2017.

(continua)

Nome N . L . .

teste Género Provavel espécie Identidade (%) ID sequencial
TCBO1  Microbacterium 'V"CrObasctﬁgirr']”EKgS"%Ze”g'SO" 1240/1254(99%)  KT950750.1
TCBO2 Bacillus Bacs"t'r‘;nsggt”'s 994/1025(97%)  KC465728.1
TCB03  Achromobacter AChromostt’gi;e;(’é{'_ozsox'da”S 1264/1267(99%) KC814719.1
TCB04  Lysinibacillus Lys'”'tig‘g;g‘t’es Eazcro'des 1281/1284(99%)  LT891937.1
TCBO? Bacillus Bac"'usg?;ﬁ’r'log‘ﬂ(‘gefac'e”s 745/750(99%)  KR154350.1
TCBO8  Staphylococcus Staphy"’cocc;?l%aﬁe”” Strain 4 426/1436(99%) MF417799.1
TCB0O9  Brevibacterium Bre"'sti?;tners"g}j‘”“m 1383/1396(99%) KF876886.1
TCB10  Paenibacillus Pae”'gt?g;::“ﬁé?m"ae 1401/1415(99%)  JX498909.1

L Lysinibacillus fusiformis o
TCB11 Lysinibacillus strain CAU9434 441/480(92%) MF428768.1
TCB12 Bacillus B:‘t‘r:g!‘prTL‘_gl'gs 1411/1416(99%)  KJ526891.1
. Bacillus cereus
0,
TCB13 Bacillus trein XTbOS 1413/1418(99%) KT986177.1
TCB14 Bacillus Bac"gfamegg;er'“m 1408/1410(99%)  LC005453.1
TCB15 Bacillus Bac'"slirsa‘i"‘r: %"’l‘\lbzhatta' 1414/1422(99%) KX399855.1
TCB17 Bacillus Bac'"“;f;g'ﬂ'gg_elfac'e”s 827/837(99%)  KT833128.1
TCB18 Bacillus BS"’t‘f;'i'r‘]JSBSA‘fgggs 1407/1426(99%)  JQ806052.1
. Bacillus methylotrophicus &

TCB19 Bacillus Stra IHB B 7249 1388/1421(98%) KJ767354.1
TCB20 Bacillus Bifr'gﬁf;ﬂgjs 1394/1396(99%) KY818965.1
TCB21 Sinomonas Sl U 844/872(97%)  KR010184.1

strain NSB-27
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(concluséo)

Nome

teste Género Provavel espécie Identidade (%) ID sequencial
TCB22  Micrococcus M'Cé?r;?rf‘g‘ss A“_‘;eus 1379/1382(99%)  KY486008.1
. Bacillus cereus o
TCB24 Bacillus ctrain UFGRB3 1398/1413(99%) MF526969.1
TCB25 Bacillus Bac"'sutfari‘r‘]eggge”“m 1339/1352(99%) LC005453.1
TCB26  Staphylococcus ~ OtaPNYlOCOCCUS SArophyticus 4 15/1419990s)  KX343982.1
strain G23

4.2 OBTENCAO DOS MICRORGANISMOS FITOPATOGENICOS

Os isolados dos fitopatégenos Fusarium solani, Rhizoctonia solani e Sclerotinia
sclerotiorum, utilizados sao provenientes da colecdo do Laboratorio de Fitopatologia
Aplicada (UEPG).

4.3 SELECAO E AVALIACAO DO POTENCIAL ANTAGONICO DAS BACTERIAS
ENDOFITICAS IN VITRO

Para a selecdo das bactérias potencialmente antagonistas, os 22 isolados
bacterianos foram confrontados com os fitopatogenos de solo Fusarium solani,
Rhizoctonia solani e Sclerotinia sclerotiorum, utilizando-se o método de cultivo
pareado (MARIANO, 1993). O potencial de antagonismo foi interpretado, mediante a
analise de trés variaveis: o halo de inibicdo, a area da colénia e a porcentagem de

inibicdo. O experimento foi repetido uma vez, para consolidar os dados.

4.3.1 Método de cultivo pareado

As células viaveis bacterianas dos isolados a serem testados, foram
plagueadas em duas faixas, espacadas entre si em 40 mm, em lados opostos de
placas de Petri descartaveis de 90x90 mm, sobre meio de cultivo BDA (batata
Dextrose agar), com o auxilio de alcas bacteriolégicas estéreis descartaveis, como
mostra a figura 1. Em seguida, as placas foram incubadas a 25°C por 24 horas, com
fotoperiodo de 12h de luz / 12h de escuro. ApOGs o periodo de incubacdo foi

acrescentado um disco de BDA, de 10 mm de didmetro contendo micélio do fungo
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fitopatogénico, em cada placa de Petri, entre as faixas de bactérias de maneira que
figuem equidistantes das bactérias crescidas (figura 1). As placas controle foram
constituidas do disco de micélio na auséncia de bactérias endofiticas. As placas foram
novamente incubadas nas mesmas condi¢bes que ja se encontravam (MARIANO,
1993).

Figura 1 — Exemplificagdo do pareamento de bactérias endofiticas com fitopatégenos, UEPG, Ponta
Grossa, 2017.

4.3.2 Avaliagéo do potencial de antagonismo

O potencial de antagonismo foi interpretado, mediante a andlise de trés
variaveis: o halo de inibicao, a area da coldnia e a porcentagem de inibicéo.

4.3.3 Halo de inibicdo
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O Halo de inibicao foi obtido a partir da medicao realizada a cada 24 horas da
distancia entre as bordas do crescimento bacteriano e a distancia das bordas do
crescimento do patdégeno de uma extremidade a outra, até o crescimento do patégeno
atingir a placa toda no tratamento controle. Quando o crescimento do patégeno
ultrapassou o crescimento bacteriano foi atribuido o valor zero, pois ndo havia halo de

inibicdo. Os resultados foram expressos em milimetros (mm).

4.3.4 Area da coldnia

A area da col6nia foi obtida com a medicdo do crescimento radial da colénia
em dois eixos ortogonais (figura 1), foi calculado a média entre essas duas medidas e
assumiu-se essa média como o raio (r) para o calculo da area, pela formula da area
do circulo, ou seja, a area do crescimento do patégeno € igual a 2.m.r2. A medicéo
dos eixos ortogonais de cada placa de Petri foi a cada 24 horas e finalizadas quando
o crescimento do fungo atingiu a placa toda no tratamento controle. Os resultados

foram expressos em milimetros quadrados (mm?).

4.3.5 Porcentagem de inibicéo

A porcentagem de inibicdo foi obtida atraveés da relagdo entre a area do
crescimento micelial do patégeno na presenca de cada uma das bactérias endofiticas,
e a area ocupada pelo crescimento do patdbgeno no tratamento controle sem a
presenca da bactéria. Com esses valores foi calculada a porcentagem de inibicéo
(%In), sendo esta resultante da aplicacao da seguinte formula:

AT(mm) * 100
AC (mm)

% In = - 100

Onde:
AT = Area do tratamento (mm);

AC = Area do controle (mm);

4.3.6 Delineamento experimental
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O delineamento experimental utilizado foi inteiramente aleatorizado com 23
tratamentos e 10 repeticbes para cada bactéria endofitica, considerando-se cada
placa de Petri uma repeticao.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia, e quando
significativa as médias foram submetidas a comparacéo pelo teste de Scott-Knott a
1% de probabilidade, com auxilio do software estatistico SASM-Agri (CANTERI et al.,
2001). Os dados de porcentagem de inibicdo foram transformados em arcsen
V(x/100) e os dados de halo de inibicéo devido a quantidade de valores iguais a zero
foram tranformados em V(x+k), sendo k=1 (GOMES, 1984).

4.4 AVALIACAO DO POTENCIAL ANTAGONICO DAS BACTERIAS ENDOFITICAS
IN VIVO

O experimento foi realizado em casa de vegetacdo na Universidade Estadual
de Ponta Grossa, durante o més de julho de 2017.

Para a avaliacdo do potencial antagonico in vivo, foi realizado o tratamento de
sementes com 5 isolados bacterianos: TCB 02 (Bacillus), TCB 08 (Staphylococcus),
TCB 10 (Paenibacillus), TCB 13 (Bacillus) e TCB 18 (Bacillus), selecionados a partir
dos resultados obtidos na andlise de potencial antag6nico in vitro.

Os tratamentos foram divididos em sementes artificialmente inoculadas com os
patégenos, e sementes sem a inoculacdo dos patdégenos. Os tratamentos com as
sementes inoculadas foram: um tratamento controle (sem tratamento com bactérias
endofiticas); um tratamento com fungicida; e cinco tratamentos com bactérias
endofiticas, sendo cada tratamento um dos cinco isolados bacterianos selecionados.
As sementes sem a inoculagédo artificial foram tratadas da mesma forma: um
tratamento controle (sem tratamento com bactérias endofiticas); um tratamento com
fungicida; e cinco tratamentos com bactérias endofiticas, sendo cada tratamento um
dos cinco isolados bacterianos selecionados.

Foram avaliados as seguintes variaveis: emergéncia, altura de plantas, plantas
anormais, severidade de doencga, volume de raizes, massa fresca de raizes, massa
fresca da parte aérea, massa fresca da planta inteira, massa seca de raiz, massa seca

da parte aérea e massa seca da planta inteira.
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4.4.1 Obtencéao das colbnias dos patdégenos

As colbnias dos patégenos utilizados foram obtidos de isolados dos fungos
Sclerotinia sclerotiorum, Rhizoctonia solani e Fusarium solani, da colecdo do
laboratorio de Fitopatologia Aplicada da Universidade Estadual de Ponta Grossa. Os
isolados de Sclerotinia sclerotiorum (CMM-1570), Rhizoctonia solani (CMM-1572) e
Fusarium solani (CMM-1573) estdo catalogados na colecéo de culturas de fungos
fitopatogénicos da Universidade Federal Rural de Pernambuco que € depositaria
internacional.

Os isolados conservados em placas de Petri em meio BDA e armazenadas em
geladeira foram multiplicados em meio de cultivo BDA, e incubadas em germinadoras
do tipo BOD a 25°C. ApdGs o crescimento dos patdégenos eles foram novamente
multiplicados em meio BDA. O periodo de crescimento para o pareamento com as
bactérias endofiticas foi de 3 dias para Sclerotinia sclerotiorum e Rhizoctonia solani,
e de 7 dias para Fusarium solani, considerando o tempo necessario para os patégenos

colonizarem a placa toda.

4.4.2 Obtencéo da suspencéao bacteriana

As suspensodes bacterianas que foram utilizadas para tratar as sementes foram
obtidas pelo crescimento de cada bactéria separadamente em meio liquido Luria-
Bertani, por 24 horas sob agitador mecéanico a 70 rpm, em temperatura controlada de
25°C, e fotoperiodo de 12 horas; posteriormente foi realizada a contagem de unidades
formadoras de coldnias por mililitro (UFC/mL) da suspensédo bacteriana pelo método
da microgota (ROMEIRO, 2013b).

4.4.3 Inoculacdo das sementes de soja

O procedimento de inoculacdo das sementes com o0s patdgenos deu-se da
seguinte forma: as sementes foram colocadas em placas de Petri, com meio de cultivo
BDA contendo os patdégenos S. sclerotirum, R. solani e F. solani crescidos até a

borda das placas (vide item 4.4.1), na proporcao de 40 gramas de sementes em cada
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placa, estas foram vedadas com filme plastico e incubadas em germinadora do tipo
BOD a 25°C por 24 horas. Apos o periodo de incubacdo as sementes foram tratadas

com as bactérias endofiticas.

4.4.4 Tratamento das sementes

O tratamento das sementes foi realizado utilizando a dosagem de 1 L de
suspensao bacteriana para 100 Kg de sementes, em vista de ser uma dose padrao
para um bom recobrimento da semente. Utilizou-se sementes da cultivar de soja NS
5959, com germinacao de 97,75% e livres dos patdgenos testados, conforme teste de
patologia de sementes e germinacédo, realizados segundo as regras de analise de
sementes (BRASIL, 2009). Posteriormente foi realizado o tratamento de uma amostra
de 40 gramas de sementes, sendo a suspensado bacteriana espalhada sobre a

superficie das sementes, com o auxilio de ponteiras descartaveis em placas de Petri.

Tabela 3 — Descri¢do dos tratamentos utilizados em cada experimento in vivo, UEPG, Ponta Grossa,

2017.
Tratamento Concentracdo da suspenséo Ingrediente ativo (% de i. a.
Bacteriana (UFC/mL) no produto comercial)

TCB 02 2,5x 108 -
ke TCB 08 1x10° -
24 TCB 10 4,75 x 10° -
= TCB 13 1,5 x 106 -
8 TCB 18 2 x 108 -
=
= Controle - -
% piraclostrobina (2,5%) +
° Standak Top - tiofanato metilico (22,5%) +

fipronil (25%)

TCB 02 2,5x 108 -
o TCB 08 1x10° -
S TCB 10 4,75 x 108 -
g TCB 13 1,5 x 106 -
8 TCB 18 2x 108 -
£ Controle - -
% piraclostrobina (2,5%) +

Standak Top - tiofanato metilico (22,5%) +
fipronil (25%)

Foram trés experimentos conduzidos separadamente, um para cada patégeno,
tendo cada experimento um tratamento controle com sementes sadias e com
sementes inoculadas; um tratamento com fungicida aplicado em sementes sadias e

inoculadas; e também os tratamentos com cada bactéria endofitica separadamente
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aplicadas em uma amostra de sementes sadias e sementes inoculadas, obtendo-se

0s tratamentos descritos na tabela 3.

4.4.5 Procedimento de semeadura

As sementes logo apos o tratamento foram semeadas em bandejas plasticas
para producdo de mudas com 32 células e capacidade de 6 L, preenchidas com
substrato comercial esterilizado para producdo de mudas. Foram semeadas 32
sementes por bandeja, uma em cada célula, e cada bandeja foi considerada uma
repeticédo; foram realizadas 4 repeticdes, totalizando 128 sementes por tratamento. As
bandejas foram alocadas em casa de vegetacao com temperatura média de 20°C, por
21 dias.

4.4.6 Avaliacdo de emergéncia

ApoOs a semeadura realizou-se a contagem de todas as plantas emergidas a
cada 7 dias, até a avaliacdo dos 21 dias. Efetuou-se o célculo de emergéncia de
plantas considerando 32 plantulas por bandeja, com 4 repeti¢cdes. Os resultados foram

expressos em porcentagem (%).

4.4.7 Avaliagéo de altura de plantas

A cada 7 dias apés a semeadura realizou-se a medicdo da distancia entre a
superficie do substrato ao apice da planta, com auxilio de uma régua. Os resultados
foram obtidos pela média de todas as plantas emergidas em cada bandeja, com 4
repeticdes. Os resultados foram expressos em centimetros (cm).

4.4.8 Avaliagcao de plantas anormais

Foram consideradas anormais as plantas que apresentavam qualquer dano no
caule, nos cotilédones ou deformacdes, as avaliagdes foram realizadas a cada 7 dias
a partir da semeadura. Os resultados foram obtidos da porcentagem de plantas

anormais em cada bandeja, com 4 repeticdes.
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4.4.9 Avaliagdo de severidade

Com 21 dias as plantas foram retiradas das bandejas, essas foram lavadas em
agua corrente para a retirada dos residuos de substrato. Para a estimativa da
severidade avaliou-se a porcentagem de tecido infectado pelo patégeno inoculado em
relacéo ao tecido sadio em todas as plantas. Os resultados obtidos foram a média de
severidade de todas as plantas em cada bandeja, expressos em porcentagem, com 4

repeticoes.

4.4.10 Avaliagdo do volume de raizes

Com 21 dias as plantas retiradas das bandejas e lavadas, ap6s a avaliacdo de
severidade foram cortadas na regido do colo separando as raizes da parte aérea. Em
seguida procedeu-se a imersdo do conjunto de todas as raizes de cada bandeja em
uma proveta com volume conhecido de agua, obtendo-se o volume de raizes
produzido. Os resultados foram obtidos pela média do volume de raizes de cada

bandeja, com 4 repeticdes e expresso em mililitros.

4.4.11 Pesagem da massa fresca e massa seca

Com 21 dias as plantas retiradas das bandejas e lavadas, ap6s a avaliagdo de
severidade, foram cortadas na regido do colo separando a parte aérea e as raizes;
essas duas partes foram pesadas separadamente em balanca digital, com preciséo
de 0,001 gramas para obtencdo da massa fresca de cada parte, os resultados foram
a média da massa fresca de todas as plantas da bandeja, com 4 repeticdes e expresso
em gramas.

Apoés a pesagem da massa fresca, as plantas foram alocadas em estufa de
secagem a temperatura de 67°C, até a obten¢do do peso constante, e apds foram

pesadas em balanca digital com precisédo de 0,001 gramas, para obtencéo da massa
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seca de cada parte. Os resultados foram a média da massa seca de cada parte, com

4 repeticdes, expresso em gramas (g).
4.4.12 Delineamento experimental

O delineamento experimental foi inteiramente aleatorizado, constituido de 12
tratamentos, com 4 repeticdes sendo cada bandeja uma repeticao.

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia, e quando
significativa as médias foram submetidas a comparacao pelo teste de Scott-Knott a
1% de probabilidade com auxilio do software estatistico SASM-Agri (CANTERI et al.,

2001). Os dados que sédo representados em porcentagem (emergéncia, severidade e

plantas anormais) foram transformados em arcsen V(x/100) (GOMES, 1984).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados foram organizados em 3 tépicos: primeiro experimento in vitro,
segundo experimento in vitro (repeticdo do primeiro) e experimento in vivo.

Devido ao grande numero de isolados bacterianos avaliados, namero de
variaveis analisadas e o numero de avaliacGes para cada variavel, obteve-se grande
guantidade de resultados, todos esse sdo apresentados nas tabelas de resultados. As
discussdes porém concentram-se nos tratamentos com melhores resultados e sempre

na ultima avaliagdo, que € a mais expressiva.

5.1 PRIMEIRO EXPERIMENTO IN VITRO

Para o primeiro experimento podemos observar na tabela 4, os resultados
obtidos para a variavel halo de inibicdo promovido pelas bactérias endofiticas sobre o
crecimento de Fusarium solani, onde o isolado bacteriano TCB 10 foi o que apresentou
a maior atividade de inibicdo, com 3,65 mm de halo de inibicdo, apos o periodo de 144
horas, que foi a Ultima avaliagdo, quando o tratamento controle colonizou a placa toda.

Segundo a classificacdo do gene 16S ribossomal temos que o isolado TCB 10
€ do género Paenibacillus e segundo Herrera et al. (2016), avaliando cepas de
Paenibacillus spp., obtidos de sementes de trigo, observaram que determinados
isolados foram capazes de inibir o crescimento de F. graminearum em sementes de
trigo in vitro, devido os mesmos conseguirem formar grande quantidade de biofilme.
A producéo de biofilme é geralmente considerada como um mecanismo de protecéo
de plantas contra bactérias patogénicas, uma vez que estabelecido em raizes de
plantas esses biofilmes microbianos podem atuar como barreiras fisicas e quimicas.
Do mesmo modo, estas bactérias também podem limitar a liberacdo de exsudatos
radiculares evitando o crescimento de patégenos (HAGGAG, 2010).

Os isolados bacterianos TCB 13 (0,75 mm) e TCB 24 (0,45 mm), também
diferiram do tratamento controle, apresentando halo inibicdo para o patégeno F.

solani, mas em menor proporgao que o isolado bacteriano TCB 10 (3,65 mm).
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Tabela 4 — Halo de inibicdo promovido por bactérias endofiticas sobre o fungo Fusarium solani, no

primeiro experimento realizado, UEPG, Ponta Grossa, 2017.

Halo de inibicdo (mm)

Isolado bacteriano

24 h 48 h 72h 96 h 120 h 144 h
TCB 01 11,90 a* 510b  0,70c _ 0,00d  000d  000c
TCB 02 6,30 C 080e  010d 000d 000d  0,00c
TCB 03 12,75 a 715a  1,25¢  0,00d 000d  000c
TCB 04 10,20 b 375¢ 065¢ 005d 000d  0,00c
TCB 07 10,50 b 295d 010d 000d 000d  000c
TCB 08 9,80 b 580b  390b 080c 000d  000c
TCB 09 9,30 b 125e 000d 000d 000d 000c
TCB 10 8,75 b 725a 625a 535a 505a  3,65a
TCB 11 9,95 b 390c 010d 000d 000d  000c
TCB 12 9,40 b 240d 005d 000d 000d  0,00c
TCB 13 9,80 b 520b  470b  1,85b  105b  0,75b
TCB 14 10,95 a 495b  120c  000d 000d  0,00c
TCB 15 9,90 b 390c 025d 000d 000d  000c
TCB 17 6,65 C 0,50 f 020d 000d 000d  000c
TCB 18 4,10 d 0,00 f 010d 000d 000d 000c
TCB 19 4,65 d 0,20 f 055¢ 000d 000d  0,00c
TCB 20 11,25 a 475b 060c  000d 000d  0,00c
TCB 21 10,55 b 340c 035d 000d 000d  000c
TCB 22 10,40 b 375¢ 000d 000d 000d 000c
TCB 24 9,40 b 450b  395b  195b  0,70c  045b
TCB 25 11,30 a 380c 075¢c 000d 000d  000c
TCB 26 10,50 b 455b  040d  000d 000d  0,00c
Clonireits 0,00 e 0,00 f 000d 000d 000d 000c
(Fusarium solani) ' ' ' ' ' '
C.V. (%) 5,92 12,40 16,96 12,90 10,53 14,05

*Médias seguidas pela mesma letra na vertical ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a
1% de probabilidade, dados transformados em vx + k, sendo k=1.

Os dados apresentados na tabela 5, para a variavel area da colbnia fungica,
mostram que o isolado bacteriano TCB 10 foi o que apresentou menor area de
crescimento de Fusarim solani (3.366 mm?), resultado que corrobora com os obtidos
por Naing et al., (2015) que avaliou in vitro uma estirpe de Paenibacillus ehimensis,
onde essa produziu compostos organicos extracelulares que inibiram F. oxysporum f.
Sp., demostrando alta capacidade de antibiose, promovido pelo género Paenibacillus.
Segundo o teste de médias realizado, o isolado bacteriano TCB 08 (Staphylococcus)
também promoveu uma grande reducéo do crescimento fungico (9.203 mm?2), sendo
a segunda classe de médias. Os isolados bacterianos TCB 13 e TCB 24 (Bacillus)
proporcionaram reducdo do crescimento fungico, sendo a terceira classe de médias
com maior potencial de antagonismo.

Os demais isolados bacterianos TCB 02, TCB 04, TCB 11, TCB 14, TCB 15,
TCB 17, TCB 18, TCB 19, TCB 20, TCB 25 e TCB 26, diferiram do tratatamento

controle, demonstrando potencial de antagonismo, como mostra a tabela 5.
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Tabela 5 — Area da colénia fangica de Fusarium solani, no primeiro experimento realizado, UEPG,
Ponta Grossa, 2017.

Area da coldnia (mm?)

Isolado bacteriano

24 h 48 h 72h 96 h 120 h 144 h
TCB 01 706,86 Ns** 2598 c* 5234a 10.715a 17.146b  22.167a
TCB 02 706,86 2481c 3925¢c  7.423c 11524e 15325e
TCB 03 706,86 2201d 4955a  9.640b 14.832c 22.167a
TCB 04 706,86 2601c 4517b  6.706d  9.684f  12.680g
TCB 07 706,86 2895b 5194a 11.312a 18.077a 22.167a
TCB 08 706,86 1.923e 2849e  4443e  6477h  9.203i
TCB 09 706,86 3.226a 5083a 10.346a 16.847b 22.167a
TCB 10 706,86 1.624e  2.201f 2,575 f 2.903 | 3.366 |
TCB 11 706,86 2320d 4.468b  7.084c 11.64le  16.298d
TCB 12 706,86 2724c 477la  9.696b  15850c  21.364a
TCB 13 706,86 2169d 3.247d  5923d  8056g 10.122h
TCB 14 706,86 2563c 4.214b  8052c  12.783d  17.176c¢
TCB 15 706,86 2362d 4.844a  9262b 13.770d  17.897c
TCB 17 706,86 2573c 4212b  7.830c  12.164e  17.099 ¢
TCB 18 706,86 2156d 3.650c  6.742d  10.113f  13.762f
TCB 19 706,86 2025d 3.388d  6.347d  9.675f  12.438¢
TCB 20 706,86 2493c 4.945a  7.243c  12116e 16572d
TCB 21 706,86 2841b 4905a  8931b 15.143c  22.167a
TCB 22 706,86 2588¢c 4982a 10.339a 16.179b  22.167a
TCB 24 706,86 2450c 3507d  5780d  8267g  10.397h
TCB 25 706,86 2065b 5015a  7.842c  12533e  17.605c
TCB 26 706,86 2482¢c 4735a  9.261b  14.669c  19.647b
(Fusgr(?l_rj]:r:oslglani) 706,86 3226a 5083a 10.346a 16.847b 22167 a
C.V. (%) - 10,61 9.40 10,08 8,80 512

* Ns (dados ndo significativos entre si pelo teste Scott-Knott a 1% de probabilidade).
**Médias seguidas pela mesma letra na vertical ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a
1% de probabilidade, dados né&o transformados.

A maior porcentagem de inibicdo de crescimento micelial de Fusarium solani,
foi de 84,82%, obtida pelo isolado bacteriano TCB 10 (tabela 6), provavelmente devido
a alta capacidade de antibiose; o isolado bacteriano TCB 08 obteve a segunda maior
porcentagem de inibicdo, seguido dos isolados bacterianos TCB 13 e TCB 24 que sdo
do género Bacillus e obtiveram 54,36% e 53,09% de inibicdo respectivamente,
mostrando-se eficientes na inibicdo do crescimento de F. solani, estes resultados
condizem com os resultados de Narasimhan e Shivakumar (2012), que relatam 42%
de inibicao de F. solani por isolados de Bacillus subtilis, obtidos da rizosfera.

Os isolados bacterianos TCB 02, TCB 04, TCB 11, TCB 14, TCB 15, TCB 17,
TCB 18, TCB 19, TCB 20 TCB 25 e TCB26 (tabela 6), também se mostraram
eficientes, diferindo estatisticamente do tratamento controle, porém mostram-se
menos eficientes que os isolados ja citados. Os valores negativos expressos na tabela

6 e nas demais tabelas que apresentam resultados de porcentagem de inibicao,
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ocorrem quando o crescimento do patdégeno na presenca da bactéria endofitica foi
superior ao seu crescimento no tratamento controle (meio de cultivo BDA, sem a

presenca de bactérias endofiticas).

Tabela 6 — Porcentagem de inibicdo promovido por bactérias endofiticas sobre o fungo Fusarium solani,

no primeiro experimento realizado, UEPG, Ponta Grossa, 2017.

Porcentagem de inibicao (%)

Isolado bacteriano

24 h 48 h 72 h 96 h 120 h 144 h
TCB 01 0,00 Ns* 19,46 c** -2,94 f -3,55 f -1,77 h 0,00 j
TCB 02 0,00 23,07 ¢ 22,79d 28,26 d 31,61e 30,87 f
TCB 03 0,00 31,76 b 2,53 f 6,82 e 11,94 g 0,00 j
TCB 04 0,00 19,35 ¢ 11,16 e 35,14 ¢ 42,51d 42,79d
TCB 07 0,00 10,23 d -2,19f -9,32 f -7,29 | 0,00 j
TCB 08 0,00 40,37 a 43,94 b 57,05b 61,54 b 58,46 b
TCB 09 0,00 -0,02 e 0,01 f 0,02 f 0,00 h 0,00
TCB 10 0,00 49,68 a 56,70 a 75,13 a 82,77 a 84,82 a
TCB 11 0,00 28,08 b 12,11 e 31,51d 30,89 e 26,47 g
TCB 12 0,00 15,53 ¢ 6,16 f 6,29 e 592¢ 3,63 ]
TCB 13 0,00 32,75 b 36,13 ¢ 42,73 c 52,16 ¢ 54,36 ¢
TCB 14 0,00 20,54 ¢ 17,12 e 22,18 d 24,11 f 22,52 h
TCB 15 0,00 26,78 b 4,72 f 10,48 e 18,26 f 19,27 h
TCB 17 0,00 20,22 ¢ 17,16 e 24,32 d 27,79 e 22,86 h
TCB 18 0,00 33,15 b 28,19 d 34,82 c 39,99d 37,93 e
TCB 19 0,00 37,23 b 33,36 ¢ 38,64 c 42,56 d 43,88 d
TCB 20 0,00 22,71 c 2,74 f 29,99d 28,09 e 25,24 g
TCB 21 0,00 11,91d 3,51f 13,67 e 10,11 ¢ 0,00
TCB 22 0,00 19,76 c 2,01f 0,06 f 3,96 h 0,00 j
TCB 24 0,00 24,02 c 31,00 c 44,13 c 50,93 ¢ 53,09 c
TCB 25 0,00 8,08 d 1,33 f 2421 d 25,61 e 20,56 h
TCB 26 0,00 23,05¢c 6,87 f 10,50 e 1291 ¢ 11,38 i
Controle .
(Fusarium solani) 0,00 0,00 e 0,00 f 0,00 f 0,00 h 0,00 j
C.V. (%) - 36,50 55,26 34,24 25,24 15,98

* Ns (dados néo significativos entre si pelo teste Scott-Knott a 1% de probabilidade).
**Médias seguidas pela mesma letra na vertical ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a
1% de probabilidade, dados néo transformados.

Para Rhizoctonia solani, o maior halo de inibicdo foi obtido pelo isolado
bacteriano TCB 10 (tabela 7), o qual foi altamente eficaz na antibiose de Rhizoctonia
solani assim como relatado por Weselowski et al. (2016), que também relataram uma
alta atividade antagonista promovida por Paenibacillus sobre R. solani, ressaltaram
ainda estes autores que o crescimento desta bactéria € muito rapido.

O isolado bacteriano TCB 08 (Staphylococcus) também apresentou halo de
inibicdo. Os demais isolados ndo formaram halo de inibicdo para o patdgeno

Rhizoctonia solani.
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Tabela 7 — Halo de inibicdo promovido por bactérias endofiticas sobre o fungo Rhizoctonia solani, no

primeiro experimento realizado, UEPG, Ponta Grossa, 2017.

Halo de inibicdo (mm)

Isolado bacteriano

24 h 48 h 72 h

TCB 01 0,10d 0,00 e 0,00 c
TCB 02 0,00d 0,00 e 0,00 c
TCB 03 2,05 b 0,00 e 0,00 c
TCB 04 0,40d 0,00 e 0,00 c
TCB 07 0,35d 0,00 e 0,00 c
TCB 08 5,85 a 4,20 b 0,70 b
TCB 09 0,00 d 0,00 e 0,00 c
TCB 10 6,45 a 6,35 a 6,25 a
TCB 11 1,35¢c 0,00 e 0,00 c
TCB 12 0,05d 0,00 e 0,00 c
TCB 13 0,75c 0,00 e 0,00 c
TCB 14 0,40d 0,00 e 0,00 c
TCB 15 0,75c 0,70d 0,00 c
TCB 17 0,00d 0,00 e 0,00 c
TCB 18 0,00d 0,00 e 0,00 c
TCB 19 0,00d 0,00 e 0,00 c
TCB 20 0,75 c 0,00 e 0,00 c
TCB 21 0,00d 0,00 e 0,00 c
TCB 22 0,00d 0,00 e 0,00 c
TCB 24 2,25b 1,60 c 0,10 c
TCB 25 0,00d 0,00 e 0,00 c
TCB 26 240b 0,00 e 0,00 c
Controle

(Rhizoctonia solani) tood e ojelbe
C.V. (%) 17,04 8,22 6,72

*Médias seguidas pela mesma letra na vertical ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a
1% de probabilidade, dados transformados em vx + k, sendo k=1.

Com relacdo a area da coldnia de Rhizoctonia solani (tabela 8) pode-se

observar que o isolado bacteriano TCB 08 (Staphylococcus) apresentou a maior

reducado da area da col6nia fungica, tendo sido mais eficaz na reducao do crescimento

do patégeno que o isolado bacteriano TCB 10, que apresentou maior halo de inibicao

(tabela 7).

Os isolados bacterianos TCB 02, TCB 03, TCB 04, TCB 11, TCB 12, TCB 15,
TCB 18, TCB 19, TCB 20, TCB 24, TCB 25 e TCB 26, diferiram do tratamento controle,

proporcionando reduc¢éo do crescimento do patégeno.

Tabela 8 — Area da col6nia fngica de Rhizoctonia solani, no primeiro experimento realizado, UEPG,

Ponta Grossa, 2017.

(continua)
. Area da colénia (mm?)
Isolado bacteriano >ah 28 h 721
TCB 01 4.376 c 13.886 d 22.698 a
TCB 02 4.641 c 11.710 e 19.627 b
TCB 03 2.764 g 7.361 h 18.781 b
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(concluséo)

Area da coldnia (mm?)

Isolado bacteriano

24 h 48 h 72h
TCB 04 3.698 9.484 1 16.998 C
TCB 07 4.474 ¢ 11.861 e 21.290 a
TCB 08 1.395 h 2342 3.888
TCB 09 4.709 ¢ 15.817 ¢ 22.698 a
TCB 10 2613 ¢ 6.556 h 8.693 e
TCB 11 3.616 e 8.566 g 16.006 ¢
TCB 12 4.220 d 9.900 f 16.640 c
TCB 13 3816 € 11131 e 22.698 a
TCB 14 4.192 d 12.853 d 22.698 a
TCB 15 3621 e 7.890 g 15.026 d
TCB 17 4.196 d 11.617 e 22.698 a
TCB 18 2811 g 7.768 g 17515 ¢
TCB 19 4.168 d 9.746 f 17.781 ¢
TCB 20 3.233 f 8.054 g 16.096 ¢
TCB 21 5.184 b 17.251 b 22.698 a
TCB 22 7.302 a 20.106 a 22.698 a
TCB 24 2.881 ¢ 6.525 h 10.515 d
TCB 25 4.891 b 14.090 d 22.698 a
TCB 26 3.3311 8.532 g 18.609 b
_ Controle 7302 a 20.106 a 22.698 a
(Rhizoctonia solani)
CV. (%) 10,73 12,19 7.94

*Médias seguidas pela mesma letra na vertical ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 1%
de probabilidade, dados néo transformados.

Pode-se observar na tabela 9 que o isolado bacteriano TCB 08 foi o que
apresentou maior porcentagem de inibicdo (82,87%) para Rhizoctonia solani, este
efeito de inibicdo pode ter sido expresso mais intensamente devido a velocidade de
crescimento do patdgeno que ocupou a placa toda em 72 horas, sendo mais capaz
de inibir o crescimento de R. solani que de F. solani. O isolado bacteriano TCB 08 é
do género Staphylococcus e algumas espécies de Staphylococcus sdo capazes de
produzir quitosanases e quitinases, enzimas envolvidas na inibicdo da sintese de
componentes da parede celular, lipidios de membrana e proteinas presentes em
fungos, sendo o extrato da lise de Staphylococcus capaz de promover o controle de
Magnaporthe oryzae em arroz, sob condigbes de campo, devido a deformacédo de
hifas (YU et al., 2013)

O isolado bacteriano TCB 10 também foi capaz de inibir consideravelmente o
crescimento de R. solani obtendo 61,74% de inibicdo, seguido pelo isolado bacteriano
TCB 24 que apresentou 53,54% de inibicdo. Os demais isolados apresentaram menos
de 50% de inibicdo, diferenciando estatisticamente do tratamento controle os isolados
TCB 02, TCB 03, TCB 04, TCB 11, TCB 12, TCB 15, TCB 18, TCB 19, TCB 20, TCB

24 e TCB 26, os resultados de inibicdo destes encontram-se na tabela 9.
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Tabela 9 — Porcentagem de inibigdo promovido por bactérias endofiticas sobre o fungo Rhizoctonia

solani, no primeiro experimento realizado, UEPG, Ponta Grossa, 2017.

Porcentagem de inibicao (%)

Isolado bacteriano

24 h 48 h 72 h

TCB 01 40,07 f 30,94 f 0,00 g
TCB 02 36,46 f 41,78 e 13,53 f
TCB 03 62,16 b 63,38 b 17,27 f
TCB 04 49,35d 52,82d 25,10d
TCB 07 38,74 f 41,00 e 6,219
TCB 08 80,91 a 88,36 a 82,87 a
TCB 09 35,54 f 21,33 g 0,00 g
TCB 10 64,23 b 67,39 b 61,74 b
TCB 11 50,47 d 5741 c 29,47d
TCB 12 42,23 e 50,71 d 26,67 d
TCB 13 47,74 d 44,64 e 0,00 g
TCB 14 42,59 e 36,07 f 0,009
TCB 15 50,42 d 60,76 c 33,80d
TCB 17 42,56 e 42,26 e 0,009
TCB 18 61,50 b 61,34 c 22,83 e
TCB 19 4292 e 51,51d 21,64 e
TCB 20 55,73 ¢ 59,95 ¢ 29,06 d
TCB 21 29,03 g 14,21 h 0,00 g
TCB 22 -0,02 h 0,00 0,00 g
TCB 24 60,57 b 67,56 b 53,64 ¢
TCB 25 33,03 g 29,93 f 0,00 g
TCB 26 54,39 c 57,55 ¢ 18,00 f
Controle .

(Rhizoctonia solani) v DT Uy
C.V. (%) 13,45 14,75 32,89

*Médias seguidas pela mesma letra na vertical ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 1%
de probabilidade, dados néo transformados.

Na tabela 10 pode-se observar para Sclerotinia sclerotiorum que 0s 0s maiores
halos de inibicdo foram encontrados pelos isolados bacterianos TCB 10 (6,85 mm),
TCB 11 (6,40 mm), TCB 17 (7,75 mm) e TCB 18 (6,95 mm) respectivamente, sendo
estes isolados 0s que apresentaram maior potencial antagbnico para S. sclerotiorum.
Esses resultados também foram encontrados em um estudo realizado por Liu et al.
(2008), onde isolados de Bacillus spp. e Paenibacillus spp. inibiram o crescimento
micelial de diversos fitopatbgenos como por exemplo S. sclerotiorum, R. solani, F.
oxysporum e F. graminearum, alcan¢cando uma porcentagem de inibicdo de até 60%.

Os isolados TCB 02, TCB 08, TCB 12, TCB 19 e TCB 20 diferiram
estatiscamente do controle, mas foram inferiores aos isolados TCB 10, TCB 11, TCB
17 e TCB 18, como mostra a tabela 10.
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Tabela 10 — Halo de inibicdo promovido por bactérias endofiticas sobre o fungo Sclerotinia sclerotiorum,

no primeiro experimento realizado, UEPG, Ponta Grossa, 2017.

halo de inibicdo (mm)

Isolado bacteriano

24 h 48 h 72 h

TCB 01 8,15 b 535 b 0,00 e
TCB 02 835 b 490 b 255 ¢
TCB 03 5,65 d 0,35 d 0,00 e
TCB 04 2,35 f 0,00 d 0,00 e
TCB 07 10,95 a 2,10 c 0,00 e
TCB 08 10,35 a 7,20 a 4,60 b
TCB 09 7,00 c 1,10 d 0,00 e
TCB 10 8,05 b 7,40 a 6,85 a
TCB 11 9,10 b 755 a 6,40 a
TCB 12 7,05 ¢ 2,30 ¢ 1,70 d
TCB 13 8,00 b 0,85 d 0,00 e
TCB 14 1,50 f 0,00 d 0,00 e
TCB 15 0,60 g 0,00 d 0,00 e
TCB 17 785 b 7,75 a 7,75 a
TCB 18 7,00 c 7,00 a 6,95 a
TCB 19 6,90 c 530 b 540 b
TCB 20 11,50 a 7,85 a 1,9 d
TCB 21 4,45 d 0,00 d 0,00 e
TCB 22 0,70 g 0,00 d 0,00 e
TCB 24 9,50 b 2,60 c 0,00 e
TCB 25 8,65 b 4,05 b 0,00 e
TCB 26 3,60 e 0,00 d 0,00 e
Controle

(Sclerotinia sclerotiorum) A g by e Dy e
C.V. (%) 14,63 24,01 15,45

*Médias seguidas pela mesma letra na vertical ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a
1% de probabilidade, dados transformados em vx + k, sendo k=1.

Com relacao a area da colbnia fungica de Sclerotinia sclerotiorum (tabela 11),
pode-se observar grande reducdo da area de crescimento de S. sclerotiorum pelos
isolados bacterianos TCB 02 (2.947 mm?2), TCB 08 (2.604 mmz?), TCB 10 (3.313 mm?),
TCB 11 (1.772 mm?2), TCB 17 (722 mm?), TCB 18 (342 mm2), TCB 19 (2.707 mm?) e
TCB 20 (3.876 mm?), sendo os isolados TCB 02, TCB 17, TCB18, TCB 19 e TCB 20
do género Bacillus, tem-se similaridade aos os resultados encontrados por Kim e Kim
(1993), que avaliaram enzimas produzidas por espécies de Bacillus, verificando a
producdo de celulase e hemicelulase, o que poderia estar envolvido na degradacao
de paredes celulares, contendo celulose, galactomanas ou manoproteinas, auxiliando
assim no controle biolégico de diversos fungos.

Os isolados TCB 07, TCB 12, TCB 13, TCB 24 e TCB 25 diferiram do
tratamento controle, demonstrando também potencial antagonista, como mostra a
tabela 11.
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Tabela 11 — Area da colénia fungica de Sclerotinia sclerotiorum, no primeiro experimento realizado,
UEPG, Ponta Grossa, 2017.

Area da coldnia (mm?)

Isolado bacteriano

24 h 48 h 72 h

TCB 01 864 e 2.904d 22.080 a
TCB 02 8lle 1.994 d 2947 e
TCB 03 2.229 c 15.558 b 21.769 a
TCB 04 3.381b 20.632 a 22.698 a
TCB 07 546 e 3.271d 16.799 b
TCB 08 724 e 1.668d 2.604 e
TCB 09 1511d 13.093 b 22.698 a
TCB 10 1.520d 2.773d 3.133 e
TCB 11 664 e 1.090d 1.772 e
TCB 12 1.230d 4.989 d 9.684d
TCB 13 1.148d 8.289 c 17.068 b
TCB 14 3.196 b 19.413 a 22.055 a
TCB 15 3.645 b 20.443 a 22.567 a
TCB 17 680 e 724 d 722 e
TCB 18 314 e 314d 342 e
TCB 19 1.302d 2.421d 2.707 e
TCB 20 415 e 1.258 d 3.876 e
TCB 21 2222 ¢ 18.041 a 22.439 a
TCB 22 4.567 a 22.698 a 22.698 a
TCB 24 994 d 10.220 c 15.697 b
TCB 25 83le 3.583d 13.280 c
TCB 26 2.933 ¢ 17.048 b 21.209 a
Controle

(Sclerotinia sclerotiorum) slesr AB et LR
C.V. (%) 37,86 43,19 18,10

*Médias seguidas pela mesma letra na vertical ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 1%
de probabilidade, dados néo transformados.

Na tabela 12 encontram-se as porcentagens de inibicdo do crescimento micelial
de S. sclerotiorum pelas bactérias endofiticas, os isolados que apresentaram as
maiores porcentagens de inibicdo foram: TCB 02 (87,02%), TCB 08 (88,53%), TCB
10 (86,19%), TCB 11 (92,19%), TCB 17 (96,84%), TCB 18 (98,48%), TCB 19 (88,05%)
e TCB 20 (82,92%); nao diferindo estatisticamente entre si.

Osisolados TCB 07, TCB 12, TCB 13, TCB 24 e TCB 25 diferiram do tratamento

controle, demonstrando também potencial antagonista, como mostra a tabela 12.

Tabela 12 — Porcentagem de inibicdo promovido por bactérias endofiticas sobre o fungo Sclerotinia

sclerotiorum, no primeiro experimento realizado, UEPG, Ponta Grossa, 2017.

(continua)
. Porcentagem de inibicdo (%)
Isolado bacteriano >an 28 h 7o h
TCB 01 76,37 a 84,43 a 272 e
TCB 02 77,82 a 89,31 a 87,02 a

TCB 03 39,04 c 16,52 c 4,09 e
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(concluséo)

Porcentagem de inibicao (%)

Isolado bacteriano

24 h 48 h 72 h

TCB 04 7,55d -10,70d 0,00 e
TCB 07 85,07 a 82,47 a 26,00 d
TCB 08 80,21 a 91,06 a 88,53 a
TCB 09 58,67 b 29,77 c 0,00 e
TCB 10 58,44 b 85,11 a 86,19 a
TCB 11 81,86 a 94,14 a 92,19 a
TCB 12 66,35 b 73,23 a 57,35 b
TCB 13 68,61 b 55,53 b 24,80d
TCB 14 12,59d -4,17d 283e
TCB 15 0,34d -9,68 d 0,58 e
TCB 17 81,42 a 96,13 a 96,84 a
TCB 18 91,40 a 98,30 a 98,48 a
TCB 19 64,40 b 87,00 a 88,05 a
TCB 20 88,65 a 93,25 a 82,92 a
TCB 21 39,24 c 3,19d 1,14 e
TCB 22 -24,89 e -21,80d 0,00 e
TCB 24 72,83 b 45,17 b 30,85d
TCB 25 77,27 a 80,77 a 41,50 c
TCB 26 19,79 ¢ 8,563 ¢c 6,56 e
Controle

(Sclerotinia sclerotiorum) bz R 000e
C.V. (%) 33,35 41,89 27,20

*Médias seguidas pela mesma letra na vertical ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 1%
de probabilidade, dados néo transformados.

5.2 SEGUNDO EXPERIMENTO IN VITRO

O experimento foi repetido no tempo para uma maior credibilidade dos dados,
na tabela 13 encontram-se os dados do segundo experimento de pareamento de
bactérias endofiticas com o patdégeno Fusarium solani. Os resultados se mostraram
muito similares ao primeiro experimento, sendo o maior halo de inibicdo encontrado
pelo isolado bacteriano TCB 10 (2,45 mm), e o segundo maior halo pelo isolado TCB
13 (0,75 mm).

Tabela 13 — Halo de inibicdo promovido por bactérias endofiticas sobre o fungo Fusarium solani, no

segundo experimento realizado, UEPG, Ponta Grossa, 2017.

(continua)
. Halo de inibicdo (mm)
Isolado bacteriano —— 7 481 72h 96 h 120 h 144 h
TCB 01 8,00 a 0,70d 0,00d 0,00d 0,00 c 0,00 c
TCB 02 8,45 a 2,15¢c 0,25d 0,00d 0,00 c 0,00 c
TCB 03 8,05 a 1,15d 0,00d 0,00d 0,00 c 0,00 c
TCB 04 530c 0,85d 0,00d 0,00d 0,00 ¢ 0,00 ¢
TCB 07 6,65 b 1,60 c 0,00 d 0,00d 0,00 c 0,00 ¢
TCB 08 8,95 a 520a 135¢ 0,00d 0,00 c 0,00 ¢
TCB 09 6,45 b 140¢c 0,15d 0,00d 0,00 c 0,00 ¢

TCB 10 7,70 a 6,75 a 585a 515a 3,80 a 245a




53

(concluséo)

Halo de inibicdo (mm)

Isolado bacteriano

24 h 48 h 72 h 96 h 120 h 144 h
TCB 11 7,65 a 3,95b 1,45 c 0,00d 0,00 ¢ 0,00 c
TCB 12 7,65 a 5,00 a 0,15d o0,00d 0,00 c 0,00 c
TCB 13 8,05 a 5,40 a 3,85b 3,00 b 1,35b 0,75 b
TCB 14 7,85 a 2,10 c 0,30d o0,00d 0,00 c 0,00 c
TCB 15 8,55 a 4,00 b 0,25d 0,00d 0,00 c 0,00 c
TCB 17 6,45 b 3,80b 0,15d o0,00d 0,00 c 0,00 c
TCB 18 4,95c 2,70 c 0,15d 0,00d 0,00 ¢ 0,00 c
TCB 19 4,75 c¢c 3,15b 0,20d 0,00d 0,00 c 0,00 c
TCB 20 7,05 a 4,45b 0,35d 0,00d 0,00 ¢ 0,00 c
TCB 21 7,95 a 2,90c 0,20d 0,00d 0,00 c 0,00 c
TCB 22 8,35 a 1,95¢ 0,00d 0,00d 0,00 ¢ 0,00 c
TCB 24 8,20 a 3,90b 1,75 ¢ 0,55¢ 0,00 c 0,00 c
TCB 25 7,60 a 2,45¢c 0,10d 0,00d 0,00 c 0,00 c
TCB 26 8,95 a 3,50b 0,15d o0,00d 0,00 c 0,00 c
Controle
(Fusarium solani) 0,00d 0,00 e 0,00d 0,00d 0,00 c 0,00 c
C.V. (%) 7,29 16,09 15,46 8,01 6,51 7,95

*Médias seguidas pela mesma letra na vertical ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a
1% de probabilidade, dados transformados em vx + k, sendo k=1.

Com relacdo a area da colbénia de F. solani (tabela 14), para o segundo
experimento o isolado bacteriano TCB 10 foi o que apresentou maior reducéo do
crescimento de F. solani, assim como no primeiro experimento. Os isolados TCB 11,
TCB 17, TCB 18 e TCB 19, apresentaram também alta reducdo do crescimento de F.
solani, sendo o segundo maior nivel de reducéo de crescimento micelial.

Os isolados TCB 02, TCB 03, TCB 04, TCB 07, TCB 08, TCB 12, TCB 13, TCB
14, TCB 15, TCB 20, TCB 24, TCB 25 e TCB 26, diferiram do tratamento controle,

apresentando potencial antagonista, como mostra a tabela 14.

Tabela 14 — Area da colénia fangica de Fusarium solani, no segundo experimento realizado, UEPG,
Ponta Grossa, 2017.

(continua)
Isolado bacteriano Area da colonia (mm?)
24 h 48 h 72 h 96 h 120 h 144 h

TCB 01 1.315 b 4.109 a 7.092 a 12.444 a 17.342 a 21.224 a
TCB 02 1.020d 3.053 b 5.226 ¢ 7.448 e 9.614 f 12.830 e
TCB 03 1.390 b 4.007 a 7.065 a 11.198 b 16.713 b 19911 b
TCB 04 1.737 a 3.746 a 7.733 a 12.703 a 17.509 a 19.469 b
TCB 07 1.443 b 3.489 b 6.313 b 10.749 c 15.095 ¢ 19.800 b
TCB 08 1.235¢ 2.559 ¢ 4.435 d 6.360 f 8.648 f 12.375 e
TCB 09 1.599 a 3.625 a 6.780 a 12.076 a 18.966 a 21.895 a
TCB 10 1.068 d 1.496d 1.781 f 2.078 h 2.427 h 3.022 h
TCB 11 1.200 c 2.355 ¢ 3.984 d 5.558 g 6.808 g 7.979¢
TCB 12 1.431b 2.407 c 5.787 b 7.997 e 11.942d 14.813d
TCB 13 1.249 ¢ 2.724 c 4,708 ¢ 6.366 f 8.989 f 10.622 f
TCB 14 1.195c 3.060 b 5.056 ¢ 10.016 c 14.825c¢c 19.236 b

TCB 15 1.097d 2.599 c 4.970 c 9.166 d 13.874 c 17.098 c
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(concluséo)

Area da coldnia (mm?)

Isolado bacteriano

24 h 48 h 72 h 96 h 120 h 144 h
TCB 17 1.006d  1.692d  4.399d 5.502 g 6.746 g 8.032 g
TCB 18 1.120d  1.823d  3.764d 5.254 g 6.289 g 7.399 g
TCB 19 1.159¢  1.427d  3.221e 5.457 g 7.042 g 8.412 g
TCB 20 1.256¢c  2.172c  4.410d 7.008 e 10.949 e 13.989 e
TCB 21 1.389b  3.285b  6.199b 12.338 a 18.190 a 21.888 a
TCB 22 1.467b  3.699a  6.317Db 12.663 a 17.847 a 21.077 a
TCB 24 1.347b  2.962b  5.076¢ 7.235¢ 9.217 f 10.787 f
TCB 25 1.335b  3.209b  5.317c 7.874 ¢ 12.463 d 15.966 d
TCB 26 1.291¢  3.428b  5290c 9.048 d 14.031 ¢ 18.162 ¢
Controle 1502b  3.867a 7.347a 12.089 a 15.803 b 22.698 a

(Fusarium solani)

C.V. (%) 12,92 14,03 13,33 10,90 12,24 12,33

*Médias seguidas pela mesma letra na vertical ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 1%
de probabilidade, dados néo transformados.

Os resultados de porcentagem de inibicAo encontrados no segundo
experimento de F. solani (tabela 15) mostram-se semelhantes ao primeiro
experimento, porém as bactérias como a TCB 11, TCB 17, TCB 18 e TCB 19,
expressaram-se melhores que no primeiro experimento.

O isolado bacteriano TCB 10 (86,70%), foi o que apresentou maior
porcentagem inibi¢do de F. solani, assim como no primeiro experimento; os isolados
TCB 11 (64,85%), TCB 17 (64,62%), TCB 18 (67,41%) e TCB 19 (62,93%) se
apresentaram no segundo maior nivel de inibicéo.

Os isolados TCB 17, TCB 18 e TCB19 sédo do género Bacillus, é conhecido
gue bactérias deste género produzem uma grande quantidade de antibioticos
peptidicos, como subtilina, bacilisina, micobacilina e iturina A, bem como metabdlitos
secundarios que representam pelo menos 25 estruturas quimicas basicas diferentes,
gue comferem a estes capacidade de inibicdo de patégenos (YOSHIDA et al., 2000;
MUTAZ e HASNAIN, 2006).

Os isolados TCB 02, TCB 03, TCB 04, TCB 07, TCB 08, TCB 12, TCB 13, TCB
14, TCB 15, TCB 20, TCB 24, TCB 25 e TCB 26, diferiram do tratamento controle,
apresentando potencial antagonico, como mostra a tabela 15.

Tabela 15 — Porcentagem de inibicdo promovido por bactérias endofiticas sobre o fungo Fusarium

solani, no segundo experimento realizado, UEPG, Ponta Grossa, 2017.

(continua)
. Porcentagem de inibicao (%)
Isolado bacteriano —— 48h 2h 96 h 120h 144 h
TCB 01 12,41 c -6,23 d 3,47 f -2,93 h -9,72 h 6,49 h

TCB 02 32,06 a 21,06 c 28,87d 38,40d 39,17 c 43,48 d
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(concluséo)

Porcentagem de inibicao (%)

Isolado bacteriano

24 h 48 h 72 h 96 h 120 h 144 h
TCB 03 742 ¢ 361d 3,82 f 7379 5749 12,29
TCB 04 -15,65 d 3,13 d -5,26 f -5,08 h -10,80 h 14,23 g
TCB 07 391c 9,78 ¢ 14,06 e 11,09 f 4,47 f 12,77 g
TCB 08 17,76b  33,82b 39,66 ¢ 47,38 ¢ 4528¢c  4548d
TCB 09 6,47 d 6,25 d 7,72 f 0,10 h -20,00 h 3,53 h
TCB 10 28,85a  61,32a  7577a 82,80 a 8465a 86,70 a
TCB 11 20,13b  39,12b  4577c 54,03 b 56,89b  64,85b
TCB 12 474c  37,77b  2124e 33,84 d 2443e  34,74¢
TCB 13 16,85b  29,56b  35,93d 47,35 ¢ 4312¢c  53,20c
TCB 14 20,45b 20,86 C 31,21 d 17,15 f 6,21 f 15,24 g
TCB 15 26,94a  32,80b  32,38d 24,18 e 12,21 f 24,66 f
TCB 17 33,00a 56,25a 40,13 ¢ 54,50 b 57,30b  64,62b
TCB 18 2543a  52,85a 48,78 ¢ 56,56 b 60,19b  67,41b
TCB 19 2281b  63,10a  56,14b 54,84 b 55,43b  62,93b
TCB 20 16,35b  43,85b 39,99 c 42,04d 30,71d  38,37d
TCB 21 7,50 ¢ 15,05 ¢ 15,61 e -2,06 h -15,09 h 3,57 h
TCB 22 231¢ 4,36 d 14,01 e 4,74 h 12,92 h 714 h
TCB 24 10,26 ¢ 23,40c¢ 30,93 d 40,15 d 4167c  5247c
TCB 25 11,13 ¢ 17,01 ¢ 27,65 d 34,86 d 21,14e  2964¢e
TCB 26 14,04b  11,35¢ 28,02 d 25,15 e 11,22 f 19,99 f
Controle 0,00 ¢ 0,00d 0,00 f 0,00 h 0,00 g 0,00 h

(Fusarium solani)

C.V. (%) 82,21 42,30 34,89 27,27 41,91 24,80

*Médias seguidas pela mesma letra na vertical ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 1%
de probabilidade, dados néo transformados.

Na tabela 16 estdo o resultados do segundo experimento com Rhizoctonia
solani, os resultados foram muito similares ao primeiro experimento, o maior halo de
inibicdo foi exercido pelo isolado TCB 10 (5,85 mm), e o segundo maior halo foi
exercido pelos isolados TCB 11 (1,90 mm) e TCB 18 (1,95 mm). Os demais isolados

nao diferiram do tratamento controle.

Tabela 16 — Halo de inibicdo promovido por bactérias endofiticas sobre o fungo Rhizoctonia solani, no

segundo experimento realizado, UEPG, Ponta Grossa, 2017.

(continua)
. Halo de inibic8o (mm)

Isolado bacteriano >ah 28 h 7 h
TCB 01 2,25d 0,00 d 0,00 ¢
TCB 02 495Db 0,25 d 0,00 c
TCB 03 0,10 e 0,00 d 0,00 ¢
TCB 04 0,80 e 0,00 d 0,00 c
TCB 07 0,85¢e 0,00 d 0,00 c
TCB 08 9,55 a 495 a 0,40 c
TCB 09 2,25d 0,00d 0,00 c
TCB 10 8,05 a 5,85a 5,85a
TCB 11 570b 1,90 b 1,90 b
TCB 12 445D 0,30d 0,05¢c
TCB 13 5,50 b 0,80 c 0,20 c
TCB 14 0,15e 0,00 d 0,00 c

TCB 15 0,60 e 0,00 d 0,00 c
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(concluséo)

Halo de inibicdo (mm)

Isolado bacteriano

24 h 48 h 72 h
TCB 17 4,70 b 140¢c 0,40 c
TCB 18 3,55¢ 2,40 b 1,95b
TCB 19 3,65¢c 2,30 b 0,60 c
TCB 20 515b 0,15d 0,00 c
TCB 21 0,50 e 0,00d 0,00 c
TCB 22 0,20 e 0,00d 0,00 c
TCB 24 4,60 b 0,00d 0,00 c
TCB 25 5,00 b 0,00d 0,00 c
TCB 26 395¢ 0,00d 0,00 c
Controle
(Rhizoctonia solani) 000e —— 0,00¢c
C.V. (%) 14,75 18,51 15,95

*Médias seguidas pela mesma letra na vertical ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a
1% de probabilidade, dados transformados em vx + k, sendo k=1.

Na tabela 17, encontram-se os resultados de reducdo de crescimento de F.
solani, os isolados bacterianos que apresentram a maior reducao foram o TCB 17
(3.092 mm2), TCB 18 (2.201 mm?) e TCB 19 (3.5012 mmz?), mostrando-se mais
capazes de reduzir area de crescimento de R. solani neste experimento do que no
primeiro experimento. Os isolados que apresentaram o segundo maior nivel de
reducado de crescimento foram o TCB 08 (4.731 mm2), TCB 10 (4.726 mm2) e TCB 11
(5.218 mm2).

Os isolados TCB 02, TCB 12, TCB 13, TCB 14, TCB 20, TCB 24, TCB 25 e
TCB 26, diferiram do tratamento controle, apresentando potencial antagonista, como

mostra a tabela 17.

Tabela 17 — Area da coldnia flingica de Rhizoctonia solani, no segundo experimento realizado, UEPG,
Ponta Grossa, 2017.

(continua)
. Area da colénia (mm?)

Isolado bacteriano >ah 28 h 72T
TCB 01 3.256 d 18.643 b 22.698 a
TCB 02 1.656 g 4.338¢ 7.293 g
TCB 03 4.844 b 17.991 b 22.340 a
TCB 04 3.877¢c 20.806 a 22.698 a
TCB 07 3.818 ¢ 15.355 ¢ 22.698 a
TCB 08 799 h 2.333 h 4731 h
TCB 09 2.853 e 14.828 ¢ 22.698 a
TCB 10 1.883 g 4.076 g 4,726 h
TCB 11 1.874 g 3.923 ¢ 5.218 h
TCB 12 1.965¢g 5.562 g 9.706 f
TCB 13 2.249 f 6.989 f 12.116 e
TCB 14 3.946 ¢ 14,762 c 20.546 b
TCB 15 4.213 ¢ 17.992 b 22.698 a
TCB 17 1.259 h 2.292 h 3.092 i

TCB 18 1.248 h 1.786 h 2.201
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(concluséo)

Area da coldnia (mm?)

Isolado bacteriano

24 h 48 h 72 h
TCB 19 1.673 g 2.622 h 3.512i
TCB 20 1.945¢g 6.368 f 10.824 f
TCB 21 3.979¢c 21.449 a 22.698 a
TCB 22 5.493 a 21.817 a 22.698 a
TCB 24 2.458 f 9.304 e 18.246 c
TCB 25 2.650 e 8.485 e 14.679 d
TCB 26 2974 e 10.971d 19.943 b
_ Gomoe 4136 ¢ 18.643 b 22.698 a
(Rhizoctonia solani)
C.V. (%) 15,75 13,60 9,44

*Médias seguidas pela mesma letra na vertical ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 1%
de probabilidade, dados néo transformados.

Na tabela 18 estéo os resultados de porcentagem de inibicdo encontrados no
segundo experimento com R. solani, as maiores porcentagens de inibicdo foram
obtidas pelos isolados bacterianos de TCB 17 (86,38 %), TCB 18 (86,38 %) e TCB 19
(86,38 %).

Os isolados que apresentaram o segundo maior nivel de porcentagem de
inibicdo foram o TCB 08 (79,14 %), TCB 10 (79,17 %) e TCB 11 (77,01 %).

Os isolados TCB 02, TCB 12, TCB 13, TCB 14 e TCB 20, TCB 24, TCB 25 e
TCB 26, diferiram do tratamento controle apresentando potencial antagonista, como

mostra a tabela 18.

Tabela 18 — Porcentagem de inibicdo promovido por bactérias endofiticas sobre o fungo Rhizoctonia

solani, no segundo experimento realizado, UEPG, Ponta Grossa, 2017.

(continua)
. Porcentagem de inibicao (%)

Isolado bacteriano >ah 28 h 7 h
TCB 01 21,28 e 0,02 g 0,00
TCB 02 59,98 b 76,74 b 67,88 c
TCB 03 -17,12 g 3,51¢9 1,58
TCB 04 6,28 f -11,62 h 0,00i
TCB 07 7,70 f 17,63 f 0,00
TCB 08 80,67 a 87,49 a 79,14 b
TCB 09 31,00d 20,46 f 0,00
TCB 10 54,48 b 78,14 b 79,17 b
TCB 11 54,67 b 78,96 b 77,01 b
TCB 12 52,47 b 70,17 b 57,23 d
TCB 13 45,63 ¢ 62,51 c 46,61 e
TCB 14 4,60 f 20,84 f 9,48 h
TCB 15 -1,86 f 3,50 g 0,00
TCB 17 69,56 a 87,69 a 86,38 a
TCB 18 69,81 a 90,41 a 90,30 a
TCB 19 59,54 b 85,93 a 84,53 a
TCB 20 52,98 b 65,86 Cc 52,30d
TCB 21 3,81f -15,06 h 0,00i

TCB 22 -32,80 h -17,05 h 0,00 i
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(concluséo)

Porcentagem de inibicao (%)

Isolado bacteriano

24 h 48 h 72 h
TCB 24 40,59 ¢ 50,10d 19,62 g
TCB 25 3591d 54,50d 35,32 f
TCB 26 28,10d 41,16 e 12,14 h
Controle .
(Rhizoctonia solani) Geut gl ey
C.V. (%) 34,06 19,30 17,75

*Médias seguidas pela mesma letra na vertical nao diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 1%
de probabilidade, dados néo transformados.

No segundo experimento com S. sclerotiorum os maiores halos de inibicao
(tabela 19) foram obtidos pelos isolados bacterianos, TCB 02 (7,55 mm), TCB 08 (7,90
mm), TCB 10 (7,25 mm) e TCB 19 (8,75 mm), resultado muito similar ao experimento
anterior, com excessao do TCB 11 (0,00 mm) que para este experimento nao
apresentou 0os mesmos resultados.

Os isolados bacterianos TCB 07 (3,35 mm), TCB 17 (5,85 mm) e TCB 18 (3,70
mm) foram os segundos maiores halos de inibic&o.

Os isolados TCB 12, e TCB 20, diferiram do tratamento controle apresentando

potencial antagonista, como mostra a tabela 19.

Tabela 19 — Halo de inibicdo promovido por bactérias endofiticas sobre o fungo Sclerotinia sclerotiorum,

no segundo experimento realizado, UEPG, Ponta Grossa, 2017.

(continua)
. Halo de inibi¢do (mm)

Isolado bacteriano >ah 28 h 7> h
TCB 01 7,15 b 0,00d 0,00 d
TCB 02 8,50 a 7,70 a 7,55 a
TCB 03 9,10 a 0,25d 0,00 d
TCB 04 8,90 a 0,30d 0,00d
TCB 07 9,95 a 9,55 a 3,35b
TCB 08 12,15 a 8,50 a 7,90 a
TCB 09 9,90 a 0,35d 0,00d
TCB 10 8,50 a 8,50 a 7,25 a
TCB 11 9,90 a 0,50 d 0,00d
TCB 12 7,00 b 325¢ 250c
TCB 13 9,75 a 0,85d 0,70d
TCB 14 9,70 a 0,00d 0,00d
TCB 15 10,20 a 0,00d 0,00 d
TCB 17 6,45 b 585b 585b
TCB 18 3,95¢c 3,80 b 3,70 b
TCB 19 9,00 a 9,00 a 8,75 a
TCB 20 9,00 a 4,40 b 325¢
TCB 21 8,40 a 0,20d 0,00d
TCB 22 7,60 b 0,00d 0,00d
TCB 24 7,50 b 0,45d 0,40d
TCB 25 6,35 b 0,00d 0,00d

TCB 26 7,70 b 0,00d 0,00d
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(concluséao)

Isolado bacteriano

Halo de inibicdo (mm)

24 h 48 h 72 h
Controle
(Sclerotinia sclerotiorum) 800 d B B
C.V. (%) 12,52 24,52 28,25

*Médias seguidas pela mesma letra na vertical ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a
1% de probabilidade, dados transformados em vx + k, sendo k=1.

Os resultados obtidos para area de crescimento de S. sclerotiorum no segundo

experimento, estdo na tabela 20. Observa-se que 0s isolados bacterianos que mais

inibiram o crescimento do fungo foram o TCB 02 (726 mm?2), TCB 07 (2.960 mm?),

TCB 08 (1.266 mm?), TCB 17 (1.798 mm?), TCB 18 (220 mm?) e TCB 19 (314 mm?).
Os isolados TCB 09, TCB 10, TCB 11, TCB 12, TCB 13, TCB 15 e TCB 20,

diferiram do tratamento controle, apresentando potencial antagonista, como mostra a

tabela 20.

Tabela 20 — Area da colbnia fungica de Sclerotinia sclerotiorum, no segundo experimento realizado,
UEPG, Ponta Grossa, 2017.

Isolado bacteriano

Area da coldnia (mm?)

24 h 48 h 72h
TCB 01 1.254 b 20.140 a 22.102 a
TCB 02 534 d 709 e 726 f
TCB 03 789 c 13.331 b 18.611 a
TCB 04 663 c 16.769 b 21.190 a
TCB 07 418d 753 e 2.960 f
TCB 08 352d 1.145e 1.266 f
TCB 09 771c 10.580 c 16.402 b
TCB 10 1.095 b 1.095 e 5.216 e
TCB 11 696 c 10.125c 12.716 c
TCB 12 853 ¢ 5.283d 7.979d
TCB 13 618 c 6.827 d 9.277 d
TCB 14 725 ¢ 17311 b 20.776 a
TCB 15 466 d 7.340d 18.009 b
TCB 17 586 ¢ 1.709 e 1.798 f
TCB 18 179d 214 e 220 f
TCB 19 296 d 303 e 314 f
TCB 20 759 c 3.839 e 6.065 e
TCB 21 819 c 9.266 ¢ 17.047 b
TCB 22 1.079 b 20.839 a 22.153 a
TCB 24 1491 b 11.292 c 12.342 c
TCB 25 1.992 a 19911 a 20.073 a
TCB 26 1.269 b 19.446 a 22.489 a
CCLas 1.275b 20.818 a 22.698 a
(Sclerotinia sclerotiorum)
C.V. (%) 45,84 36,04 23,27

*Médias seguidas pela mesma letra na vertical ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 1%

de probabilidade, dados néo transformados.
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Os resultados obtidos para a porcentagem de inibicdo estdo apresentados na
tabela 21, onde as maiores porcentagens de inibicdo foram encontradas pelos
isolados bacterianos TCB 02 (96,80%), TCB 07 (86,97 %), TCB 08 (94,44 %), TCB 17
(92,09 %), TCB 18 (99,02 %) e TCB 19 (98,63 %).

Os isolados TCB 09, TCB 10, TCB 11, TCB 12, TCB 13, TCB 15, TCB 20 e
TCB 24 diferiram do tratamento controle, apresentando potencial antagonista, como

mostra a tabela 21.

Tabela 21 — Porcentagem de inibicdo promovido por bactérias endofiticas sobre o fungo Sclerotinia

sclerotiorum, no segundo experimento realizado, UEPG, Ponta Grossa, 2017.

Porcentagem de inibicdo (%)

Isolado bacteriano

24 h 48 h 72 h

TCB 01 1,71c 3,25¢e 2,62 f
TCB 02 58,16 a 96,59 a 96,80 a
TCB 03 38,13 b 35,97d 17,98 f
TCB 04 47,99 b 19,44 d 6,64 f
TCB 07 67,27 a 96,38 a 86,97 a
TCB 08 72,36 a 94,50 a 94,44 a
TCB 09 39,53 b 49,16 ¢ 27,72 e
TCB 10 14,13 ¢ 94,75 a 77,02 b
TCB 11 45,45 b 51,36 ¢ 43,97 d
TCB 12 33,14 b 74,64 b 64,84 c
TCB 13 51,53 b 67,21 b 59,11 c
TCB 14 43,16 b 16,86 d 8,47 f
TCB 15 63,47 a 64,74 b 20,65 e
TCB 17 54,04 b 91,79 a 92,09 a
TCB 18 85,95 a 98,99 a 99,02 a
TCB 19 76,79 a 98,54 a 98,63 a
TCB 20 40,52 b 81,56 a 73,26 b
TCB 21 35,77 b 55,49 c 24,89 e
TCB 22 15,40 c -0,11e 2,40 f
TCB 24 -16,94 ¢ 45,76 ¢ 45,61 d
TCB 25 -56,17 d 435e 11,57 f
TCB 26 0,48 c 6,59 e 0,92 f
Controle

(Sclerotinia sclerotiorum) e e Bey
C.V. (%) 84,01 30,40 27,44

*Médias seguidas pela mesma letra na vertical ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 1%
de probabilidade, dados néo transformados.

5.3 EXPERIMENTO IN VIVO

Foram selecionados os isolados bacterianos TCB 02, TCB 7, TCB 08, TCB 10,
TCB 11, TCB 17, TCB 18, TCB 19 e TBC 20 por apresentarem mais de 75% de
inibicdo, para pelo menos um dos patdgenos nos testes in vitro, e os isolados TCB 13

e TCB 24 que obtiveram resultados estaveis (cerca de 50% de inibicdo) para os 3
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patogenos testados. Quando foram realizados os testes in vivo ndo tinha-se ainda a
classificacédo a nivel molecular, por isso estes foram selecionados pela morfologia da
colénia (coloracao e formato da col6nia); os isolados TCB 07 e TCB 11 foram retirados
do teste por apresentarem as mesmas caracteristicas da colénia do isolado TCB 10,
sendo o TCB 10 o que apresentou maior potencial de inibi¢do; e os isolados TCB 17,
TCB 19 e TCB 20 foram retirados por apresentarem as mesmas caracteristicas do
TCB 18, sendo o TCB 18 o que apresentou maior potencial de inibicédo; o isolado TCB
24 foi retirado do teste por apresentar as mesmas caracteristicas da coldnia do isolado
TCB 13, sendo o TCB 13 o que apresentou maior potencial de inibicdo; os isolados
TCB 02 e TCB 08 apresentava carcteristicas singulares. Assim foram escolhidos os
isolados bacterianos TCB 02, TCB 08, TCB 10, TCB 13 e TCB 18 para continuar 0s
testes in vivo.

Para Fusarium solani ndo houve diferenca estatistica para os resultados de
emergéncia como mostra a tabela 22, possivelmente o tempo de inoculacdo tenha
sido muito curto para a completa inoculacédo da semente pelo patégeno.

Para altura de plantas ndo houve diferencas estatisticas significativas, pois as
diferencas nas avaliacdes de 7 e 14 dias estabilizaram-se apos 21 dias, e nao

houveram plantas anormais.

Tabela 22 — Emergéncia, altura e porcentagem de plantas anormais, apés tratamento de sementes
com bactérias endofiticas em sementes com e sem inoculacdo de Fusarium solani,

semeadas em casa de vegetacdo, UEPG, Ponta Grossa, 2017.

a Plantas
Tratamento Emergéncia (%) Altura (cm) anormais (%)
7dias l1l4dias 21dias | 7dias 14 dias 21dias |7 dias 14 dias 21 dias

ke TCB 02 946 Ns* 984Ns 984Ns| 20c* 6,6a 10,5Ns - - -
> TCBO08 |91 100,0 100,0 21c 66a 99 - - -
=] TCB 10 95,4 96,1 96,1 24 a 6,6a 10,5 - - -
§ TCB13 |93,8 96,1 96,9 24a 6,6a 10,0 - - -
= TCB18 |92,2 96,1 98,4 23b 6,3a 95 - - -
£ Controle |96,9 98,4 984 | 1,9d 66a 104 - - -
© Standak Top| 91,4 97,7 97,7 1,7¢ 66a 103 - - -
o TCBO02 |93,0 99,2 100,0 21c 57b 95 - - -
™ TCBOS8 92,2 97,7 97,7 21c 58b 9,6 - - -
‘—35 TCB10 |93,8 96,1 96,9 21c 6,5a 10,0 - - -
8 TCB13 |915 98,4 99,2 22¢c 6,4a 10,2 - - -
S  TCB18 |90,6 98,4 98,4 21c 6,3a 93 - - -
QE) Controle |96,1 99,2 100,0 22b 6,5a 9,9 - - -
? Standak Top| 93,0 97,7 99,2 1,8e 65a 104 - - -

C.V. (%) 9,17 3,07 6,40 4,49 3,39 5,67 - - -

* Ns (dados né&o significativos entre si pelo teste Scott-Knott a 1% de probabilidade).
**médias seguidas pela mesma letra na vertical ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a

1% de probabilidade, dados em (%) foram transformados em arcsen v/(x/100).
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A severidade nos tratamentos acabou sendo muito baixa, poucas plantas
apresentaram lesfes radiculares e escurecimento de vasos, assim ndo houve
diferengas estatisticas, como mostra a tabela 23.

Com relacdo ao volume de raizes para o tratamento de sementes sem
inoculacao de F. solani os isolados bacterianos TCB 18 (72,3 mL), TCB 13 (68,8 mL)
e TCB 08 (66,5 mL) destacaram-se, sendo superiores ao tratamento controle, e
igualando-se ao tratamento com o fungicida Standak Top, demonstrando capacidade

de aumento do volume de raizes.

Tabela 23 — Severidade e volume de raizes, apos tratamento de sementes com bactérias endofiticas
em sementes com e sem inoculacdo de Fusarium solani, semeadas em casa de

vegetacdo, UEPG, Ponta Grossa, 2017.

Tratamento Severidade (%) Volume de raizes (mL)
2 TCB 02 3,7 Ns* 57,5 b**
4 TCB 08 3,6 575b
3 TCB 10 2,4 55,8 b
o TCB 13 2,9 61,0b
£ TCB 18 2,8 64,5 a
% Controle 4,3 64,3 a
© Standak Top 2,8 60,0 b
° TCB 02 - 55,8 b
© TCB 08 - 66,5 a
s TCB 10 . 61,8 b
8 TCB 13 - 68,8 a
£ TCB 18 - 72,3 a
% Controle - 62,0b
@ Standak Top - 69,5 a
C.V. (%) 19,33 6,50

* Ns (dados néo significativos entre si pelo teste Scott-Knott a 1% de probabilidade).
**médias seguidas pela mesma letra na vertical ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a
1% de probabilidade, dados em (%) foram transformados em arcsen v/(x/100).

Os resultados na tabela 24 mostram a massa fresca e massa seca das plantas,
onde pode-se observar que para as sementes inoculadas nenhum dos tratamentos
com bactérias endofiticas promoveu aumento de massa fresca e massa seca.

Nos tratamentos com sementes sem inoculagcéo pode-se observar que para a
massa fresca de raizes os isolados bacterianos TCB 02 (60,0 g), TCB 08 (61,3 g) e
TCB 13 (61,8 g) e TCB 18 (63,9 g), promoveram aumento de massa fresca, diferindo
estatisticamente do tratamento controle, o que se reflete também para a massa fresca

total, ocorrendo as mesmas diferencas.
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Tabela 24 — Massa fresca e massa seca de plantas (raiz, parte aérea e total), apds tratamento de
sementes com bactérias endofiticas em sementes com e sem inoculacdo de Fusarium

solani, semeadas em casa de vegetacao, UEPG, Ponta Grossa, 2017.

Massa fresca (g) Massa seca (g)
Tratamento - ~ - ,

raiz parte aérea total raiz parte aérea total

g TCB 02 50,7 c** 57,5 Ns* 108,2 b 32b 6,2 Ns 9,4 Ns
o TCB 08 51,3c 60,8 1120b 3,1b 6,6 9,6
=] TCB 10 49,8 c 59,3 109,2 b 30b 6,3 9,3
§ TCB 13 57,2b 59,7 116,8 b 3,3b 6,4 9,7
= TCB 18 57,8b 60,4 118,3b 32b 6,3 9,5
% Controle 60,3 a 63,1 123,3 a 35a 6,4 9,9
© Standak Top 52,8c¢c 60,8 1136 b 29b 5,9 8,8
o TCB 02 60,0 a 62,0 122.0 a 32b 6,6 9,8
'S, TCB 08 61,3a 64,2 1255a 34a 6,7 10,1
‘—§ TCB 10 578 b 61,2 119,1b 34a 6,3 9,7
8 TCB 13 61,8 a 64,0 125,8 a 32b 6,2 9,4
£ TCB 18 63,9 a 64,4 128,3 a 35a 6,6 10,2
& Controle 56,3 b 59,7 116,0 b 31b 6,1 9,2
?  Standak Top 63,3 a 63,7 1270 a 35a 6,4 9,9
C.V. (%) 5,26 4,84 4,49 6,33 6,92 5,72

* Ns (dados néo significativos entre si pelo teste Scott-Knott a 1% de probabilidade).
**médias seguidas pela mesma letra na vertical ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a

1% de probabilidade, dados em (%) foram transformados em arcsen \/(x/100).

Para o experimento com a inoculagdo de S. sclerotiorum nas sementes,
observa-se na tabela 25 que a emergéncia foi afetada pela inoculacdo de S.
sclerotiorum, sendo que todos os tratamentos com bactérias endofiticas sofreram
reducdo na emergéncia de plantas, com excecdo do tratamento com o fungicida
Standak Top, que néo diferiu do tratamento controle sem inoculacdo de S.
sclerotiorum.

Com relacdo a altura apds 21 dias estabilizou-se o crescimento, e ndo houve
diferenca estatistica. A porcentagem de plantas anormais também nao foi significativa

pois nenhum dos tratamentos com bactérias endofiticas diferiu do tratamento controle.

Tabela 25 — Emergéncia, altura e porcentagem de plantas anormais, apés tratamento de sementes
com bactérias endofiticas com e sem inoculacdo de Sclerotinia sclerotiorum, semeadas

em casa de vegetacdo, UEPG, Ponta Grossa, 2017.

(continua)
a Plantas
Tratamento Emergéncia (%) Altura (em) anormais (%)

7dias 14dias 21dias |7 dias 14dias 2ldias |7dias 14dias 21dias

S TCB 02 695b** 594b 516b| 23a 6,2a 85Ns*|0,0Ns 17,2a 24,2a
< TCB 08 69,5b 609b 531b| 25a 64a 95 0,0 11,7a 195a
é TCB 10 73,4 b 61,7b 60,2b| 22b 59a 94 0,0 125a 16,4 a
<! TCB 13 719b 578b 53,1b| 25a 63a 93 0,0 141a 188a
= TCB 18 69,5b 56,3b 547b| 25a 63a 8,8 0,0 148a 180a
% Controle 59,4 b 477b 438b| 23a 59a 8,9 0,0 125a 164a
© Standak Top| 88,3 a 969a 97, 7a| 23a 6,1a 93 0,0 0,0b 0,0b
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(concluséo)

Tratamento Emergéncia (%) Altura (cm) amfrlfrl]r:iis(%)
7dias 14dias 2ldias |7dias 14dias 2ldias |7dias 14dias 21dias
o TCBO2 93,0 a 984a 984a| 22b 54b 93 - - -
® TCBO08 91,4 a 96,1a 97,7a| 21b 53b 88 - - -
‘—g TCB 10 93,0 a 969a 969a| 20b 53b 93 - - -
g8 TCB13 89,8 a 984a 984a| 22b 56b 9,1 - - -
£  TCB18 93,8 a 992a 992a| 23a 6,1a 98 - - -
% Controle | 91,4 a 945a 969a| 22b 55b 93 - - -
? Standak Top| 91,4 a 96,1la 97, 7a| 23a 59a 10,0 - - -
C.V. (%) 8,60 8,91 9,05 5,92 511 6,68 - 33,17 24,04

* Ns (dados néo significativos entre si pelo teste Scott-Knott a 1% de probabilidade).
**médias seguidas pela mesma letra na vertical ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a
1% de probabilidade, dados em (%) foram transformados em arcsen v/(x/100).

Na tabela 26 observa-se que para severidade nenhum dos tratamentos com
bactérias endofiticas diferiu estatisticamente do tratamento controle. Com relagéo ao
volume de raizes, com execédo do tratamento com fungicida, todos os tratamentos com
inoculagéo de S. sclerotiorum nas sementes sofreram redugéo do volume de raizes,
comparados ao tratamento controle sem inoculacao de S. sclerotiorum na semente.

Pode-se verificar também que todos os tratamentos com bactérias endofiticas
em sementes sem inoculagdo de S. sclerotiorum, obtiveram volume de raizes
superiores ao tratamento controle sem inoculacdo, demonstrando que provavelmente

essa bactérias exercam alguma atividade de estimulo do crescimento radicular.

Tabela 26 — Severidade e volume de raizes, apos tratamento de sementes com bactérias endofiticas
em sementes com e sem inoculagéo de Sclerotinia sclerotiorum, semeadas em casa de

vegetacdo, UEPG, Ponta Grossa, 2017.

Tratamento Severidade (%) Volume de raizes (mL)
2 TCB 02 16,9 a* 31,3 ¢
S TCB 08 114 a 375 c
= TCB 10 74 a 395 ¢
S TCB 13 138 a 38,0 ¢
= TCB 18 154 a 35,8 ¢
% Controle 16,1 a 28,0 c
© Standak Top 04 b 65,5 a
° TCB 02 - 65,3 a
'S, TCB 08 - 66,5 a
S TCB 10 - 60,5 a
8 TCB 13 - 63,0 a
£ TCB 18 - 62,8 a
% Controle - 50,3 b
2 Standak Top - 59,8 a
C.V. (%) 19,87 11,61

*Médias seguidas pela mesma letra na vertical ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 1%
de probabilidade, dados em (%) transformados em arcsen V/(x/100).



65

Para todos os resultados de massa fresca e massa seca (tabela 27) das
diferentes partes (raizes, parte aerea e total), ndo houve diferenca estatistica entre os
tratamentos com bactérias endofiticas em sementes inoculadas e o tratamento
controle com sementes inoculadas, mostrando que a bactérias endofiticas nao
conseguiram evitar redugédo de massa de plantas causada pela inoculagédo de S.
sclerotiorum.

Na tabela 27 pode-se observar que para os tratamentos sem inoculacao nas
sementes ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos com bactérias

endofiticas e o tratamento controle.

Tabela 27 — Massa fresca e massa seca de plantas (raiz, parte aérea e total), apds tratamento de
sementes com bactérias endofiticas em sementes com e sem inocula¢éo de Sclerotinia

sclerotiorum, semeadas em casa de vegetacdo, UEPG, Ponta Grossa, 2017.

Massa fresca (Q) Massa seca (g)
Tratamento - 7 - 7

raiz parte aérea total raiz parte aérea total

ke TCB 02 29,6 b 31,3b 61,0b 1,7b 3,1b 49Db
o TCB 08 33,3b 339b 67,1 b 21b 35Db 5,6Db
= TCB 10 37,0b 36,2b 73,2b 2,1b 39b 6,0b
8 TCB 13 34,3b 33,4b 67,7b 1,9b 35b 54 b
= TCB 18 32,6 b 336 b 66,1 b 19b 35b 55b
% Controle 27,7b 29,2 b 56,8 b 16b 27b 44Db
° Standak Top 59,3 a 62,9 a 122,2 a 3,4a 6,3 a 9,7a
o TCB 02 60,7 a 656a 126,3a 34 a 6,4 a 9,8 a
A TCB 08 60,7 a 62,7 a 123,5a 35a 6,5 a 99a
S TCB 10 54,6 a 624a 117,0a 34a 6,6 a 10,0 a
8 TCB 13 59,6 a 60,8 a 120,3 a 32a 6,2 a 9.4 a
£ TCB 18 59,0 a 634a 1224a 33a 6,1a 94a
GE) Controle 49,2 a 58,7 a 1079 a 30a 58a 8,8 a
®?  Standak Top 55,5 a 617a 1172a 31a 6,0 a 9,1a
C.V. (%) 10,00 9,49 9,04 11,33 9,54 9,64

*Médias seguidas pela mesma letra na vertical ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 1%
de probabilidade, dados em (%) transformados em arcsen v/(x/100).

Para Rhizoctonia solani ndo foi encontrado diferenca estatistica entre 0s
tratamentos para a avaliagdo de emergéncia, como mostra a tabela 28, ja para os
resultados de altura de plantas pode-se observar que para as sementes inoculadas
com R. solani o tratamento com o isolado bacteriano TCB 10 (10,6 cm) foi superior ao
tratamento controle (9,7 cm), e igualou-se ao tratamento com o fungicida Standak Top
(10,4 cm).
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Os tratamentos com os isolados bacterianos TCB 08 (9,5%) e TCB 10 (4,7%),
se mostraram eficientes na reducéo da porcentagem de plantas anormais, diferindo

do tratamento controle (25,0%), e igualando-se ao fungicida Standak Top (2,3%).

Tabela 28 — Emergéncia, altura e porcentagem de plantas anormais, apés tratamento de sementes
com bactérias endofiticas em sementes com e sem inoculacdo de Rhizoctonia solani,

semeadas em casa de vegetacdo, UEPG, Ponta Grossa, 2017.

Tratamento Emergéncia (%) Altura (cm) an(frlr?gizs(%)

7dias l1l4dias 2ldias | 7dias l1l4dias 2ldias |7 dias 14 dias 21 dias

ke TCB 02 80,5Ns* 859Ns 945Ns| 2,7Ns 6,4b 93b|00ns 164a 14,1a

< TCB 08 87,5 89,1 89,8 2,9 6,9a 10,0b|0,0 8,6 b 94b

S TCB 10 93,0 94,5 95,3 3,0 72a 10,6a/|0,0 55b 47hb

§ TCB 13 85,2 93,8 93,8 2,8 6,8a 10,1b|0,0 148a 14,8a

= TCB 18 85,9 90,6 91,4 2,8 6,5b 95b|0,0 26,6a 27,3a

% Controle | 85,2 90,6 90,6 2,8 6,4b 9,7b|0,0 27,3a 25,0a

© Standak Top| 95,3 97,7 98,4 2,9 6,3b 10,4a|0,0 2,3b 23b

o TCB 02 90,6 98,4 98,4 2,4 6,2b 106a - - -

™ TCBO08 90,6 95,3 96,1 2,7 6,7a 10,2b - - -

‘—g TCB 10 94,5 96,9 96,9 2,6 6,7a 10,3 a - - -

3 TCB 13 89,8 96,1 96,1 2,7 6,2b 100b - - -

£ TCB 18 87,5 95,3 96,1 2,8 6,3b 10,8 a - - -

GE) Controle | 93,8 96,9 97,7 2,8 6,1b 11,2a - - -

? Standak Top| 91,4 97,7 97,7 2,7 6,2b 109a - - -

C.V. (%) 9,39 9,71 8,78 5,32 4,31 5,14 - 30,43 27,69

*Médias seguidas pela mesma letra na vertical ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 1%
de probabilidade, dados em (%) transformados em arcsen V(x/100).

Na tabela 29 estdo os resultados de severidade de R. solani em plantas de
Soja, o tratamento de sementes com o isolado bacteriano TCB 10 (5,75%) foi 0 Unico
tratamento que apresentou reducdo de severidade de R. solani, diferindo
estatisticamente do tratamento controle (16,12%). A reducdo de severidade
encontrada pelo tratamento com o isolado bacteriano TCB 10 (57,0 mL), reflete-se na
avaliacdo de volume de raizes, onde este mesmo tratamento diferiu estatisticamente
do tratamento controle (51,0 mL).

Resultados obtidos por El-Meleigi et al. (2017) mostraram que pesos frescos e
pesos secos de mudas de alfafa inoculadas com R. solani aumentaram em até 21%
em resposta a tratamentos de sementes com Paenibacillus polymyxa ME6 ou Bacillus
amyloliquefacaciens subsp. plantarum, quando comparado as sementes tratadas com
fungicida ou testemunha néo tratada, demosntrando o potencial de controle de R.

solani por bactérias do género Paenibacillus.
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Para o tratamento de sementes com bactérias endofiticas em sementes ndo
inoculadas com S. sclerotiorum, pode-se verificar que o tratamento com o isolado
bacteriano TCB 10 (66,8 mL), diferiu do tratamento controle (62,8 mL), demonstrando

uma provavel capacidade de promocéao de crescimento radicular.

Tabela 29 — Severidade e volume de raizes, apds tratamento de sementes com bactérias endofiticos
em sementes com e sem inoculacdo de Rhizoctonia solani, semeadas em casa de

vegetacdo, UEPG, Ponta Grossa, 2017.

Tratamento severidade (%) Volume de raizes (mL)
S TCB 02 16,23 a 51,3 ¢
S TCB 08 24,09 a 51,5¢
5 TCB 10 575b 57,0 b
§ TCB 13 13,45 a 49,8 ¢
= TCB 18 20,84 a 443 c
£ Controle 16,12 a 51,0 c
© Standak Top 0,21c 72,8 a
° TCB 02 - 61,0 b
. TCB 08 - 59,0 b
g TCB 10 - 66,8 a
8 TCB 13 - 62,5b
£ TCB 18 - 63,5b
% Controle - 62,8 b
@ Standak Top - 61,8 b
C.V. (%) 15,74 6,80

*Médias seguidas pela mesma letra na vertical ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 1%
de probabilidade, dados em (%) transformados em arcsen V(x/100).

Na tabela 30 estédo os resultados de massa fresca e massa seca das diferentes
partes (raizes, parte aerea e total) de plantas de soja, para as sementes inoculadas
com R. solani e tratadas com os isolados bacterianos, observa-se para a massa fresca
gue somente o tratamento com o isolado bacteriano TCB 10 diferiu estatisticamente
do tratamento controle para massa fresca de raiz (52,7 g), para massa fresca de parte
aerea (57,5 g), e para massa fresca total da planta (110,2 g).

Os isolados bacterianos TCB 02 e TCB 10 diferiram estatisticamente do
tratamento controle com sementes inoculadas com R. solani para os resultados de,
massa seca da parte aerea e para a massa fresca total da planta, provavelmente
devido a diminui¢cdo dos danos causados as plantas pelo patégeno.

Para todos os resultados de massa fresca e massa seca das diferentes partes
(raizes, parte aerea e total), nas sementes ndo inoculadas, ndo houve diferenca

estatistica entre os tratamentos.
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Tabela 30 — Massa fresca e massa seca de plantas (raiz, parte aérea e total), apds tratamento de

sementes com bactérias endofiticas em sementes com e sem inoculacdo de Rhizoctonia

solani, semeadas em casa de vegetacao, UEPG, Ponta Grossa, 2017.

Massa fresca ()

Massa seca (g)

Tratamento - Z - 7

raiz parte aérea total raiz parte aérea  total
S TCB 02 48,1 b 54,5b 1026 b 3,0a 56 a 8,5a
S TCB 08 457 b 51,2 b 96,9 b 260Db 480b 74 b
=] TCB 10 52,7 a 575a 110,2 a 2,7b 55a 8,2a
§ TCB 13 452 b 53,2b 98,4 b 2,7Db 50b 7,7b
= TCB 18 39,4 b 495D 88,9b 22b 4,4 b 6,6 b
£ Controle 45,6 b 49,5 b 95,2 b 24b 4,7b 7.0b
© Standak Top 59,0 a 612a 120,1 a 3,2a 5,7a 8,8a
o TCB 02 525 a 63,2 a 115,7 a 31la 57a 8,8 a
® TCB 08 53,7 a 60,8 a 1146 a 30a 56a 8,6 a
c—; TCB 10 54,8 a 595a 114,2 a 29 a 54a 83a
8 TCB 13 55,3 a 61,0 a 116,3 a 34a 49b 8,3a
£ TCB 18 56,4 a 61,0 a 117,5a 35a 55a 9,0a
GE) Controle 57,0 a 60,3 a 117,3 a 3,1a 55a 8,5a
®?  Standak Top 57,5 a 63,8 a 121,3 a 32a 58a 9,0a

C.V. (%) 7,17 5,30 5,85 8,02 8,33 7,12

*Médias seguidas pela mesma letra na vertical ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 1%
de probabilidade, dados em (%) transformados em arcsen \/(x/100).

Com os dados obtidos no trabalho, néo se pode concluir que 0s microrganismos

endofiticos isolados do cacau promovem realmente o crescimento radicular de plantas

de soja, sendo necessario estudos mais aprofundados para a verificacdo da promocao

de crescimento radicular, pois na tabela 24 encontrou-se aumento de massa fresca e

seca de plantas de soja, pelo tratamento com bactérias endofiticas, mas este

resultado ndo se repetiu nas tabelas 27 e 30, o que acontece também para os dados

de volume de raizes produzido, que ndo se repetiram em todos 0s experimentos.
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6 CONCLUSOES

A bactéria endofitica do cacau isolado TCB 10, classificada como
Paenibacillus apresenta potencial de controle biolégico para os fitopatégenos de
solo Fusarium solani (84,82% de inibigdo no primeiro experimento e 86,70% no
segundo experimento), Rhizoctonia solani (61,74% de inibicdo no primeiro
experimento e 79,17% no segundo experimento) e Sclerotinia sclerotiorum
(86,19% de inibicdo no primeiro experimento e 77,02% no segundo
experimento), devido as altas porcentagens de inibicdo encontradas nos
experimentos de cultura pareada in vitro.

A bactéria endofitica do cacau isolado TCB 08, classificada como
Staphyloccocus, apresenta potencial de controle biolégico para os fitopatégenos
de solo Fusarium solani (58,46% de inibigdo no primeiro experimento e 45,48%
no segundo experimento), Rhizoctonia solani (82,87% de inibicdo no primeiro
experimento e 79,14% no segundo experimento) e Sclerotinia sclerotiorum
(88,53% de inibicAdo no primeiro experimento e 94,44% no segundo
experimento), devido as altas porcentagens de inibicdo nos experimentos de
cultura pareada in vitro.

As bactérias endofiticas do cacau isolados TCB 17, TCB 18 e TCB 19,
classificadas como Bacillus apresentam potencial de controle biolégico para o
fitopatdgeno Sclerotinia sclerotiorum (96,84%, 98,48% e 88,05%, de inibi¢cdo no
primeiro experimento e 92,09%, 99,02% e 98,63% no segundo experimento,
respectivamente), devido as altas porcentagens de inibicdo nos experimentos de
cultura pareada in vitro.

A bactéria endofitica isolada do cacau TCB 10, classificada como
Paenibacillus apresenta potencial de controle de Rhizoctonia solani em
experimentos in vivo, diminuindo a severidade de R. solani em plantas de soja,
guando utilizada no tratamento de sementes inoculadas.

Ndo se pode concluir que as bactérias endofiticas realmente
proporcionam o crescimento radicular de plantas de soja, devido aos dados néo

se repetirem em todos 0s experimentos.
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