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Capítulo 1: Potencial de Pseudomonas e Trichoderma como agentes de biocontrole da 

brusone do trigo na cultivar Sossego  

Resumo 

Neste estudo buscamos determinar se bactérias do gênero Pseudomonas e fungos do gênero 

Trichoderma tem potencial como antagonistas do fungo Pyricularia oryzae Triticum lineage, 

agente causal da brusone do trigo. A doença é uma das mais importantes na cultura, podendo 

causar perdas de até 100% nas lavouras. O controle químico com fungicidas é a principal 

estratégia de manejo, uma vez que não há variedades com resistência estável à brusone em 

virtude da alta variação genética em populações do patógeno. Entretanto, a eficácia de 

fungicidas sistêmicos de modo de ação específico (como estrobilurinas e triazóis) é considerada 

baixa devido à distribuição generalizada da resistência no país, sendo assim o manejo biológico 

possivelmente é uma alternativa sustentável de elevada importância para minimizar o impacto 

das perdas de produção causadas pela brusone no trigo. Dessa forma, objetivamos 

especificamente: i. avaliar três isolados do gênero Pseudomonas e três do gênero Trichoderma 

quanto ao antagonismo contra Pyricularia oryzae Triticum lineage in vitro; ii. avaliar bactérias 

Pseudomonas e fungos Trichoderma quanto ao potencial de biocontrole de brusone do trigo em 

condições de casa de vegetação; e iii. descrever as interações ultra-estruturais entre agentes de 

biocontrole, patógeno e planta por meio de microscopia eletrônica de varredura. Pela 

capacidade de agirem por diferentes mecanismos de ação nossa hipótese foi que estes 

antagonistas seriam eficazes no manejo da brusone, diminuindo significativamente a severidade 

da doença e seu impacto sobre a produção de trigo. Os experimentos in vitro e in vivo indicaram 

que Pseudomonas putida Amana e Trichoderma koningiopsis Cachara reduziram 

significativamente tanto o crescimento micelial de PoTl quanto a severidade da doença em 

plantas de trigo, e tem potencial como agentes de biocontrole. O experimento utilizando 

microscópio eletrônico de varredura nos permitiu descrever duas interações ultra-estruturais 

sendo estas os mecanismos de defesa: formação de biofilme e antagonismo direto. 

Palavras-chave: Biocontrole. Brusone do trigo. Antagonista. Pseudomonas. Trichoderma. 

 

 

 

 

 



 

 

 

Chapter 1: Potential of Pseudomonas and Trichoderma as biocontrol agents of wheat 

blast in the Sossego cultivar 

Abstract 

In this study we sought to determine whether bacteria of the genus Pseudomonas and fungi 

of the genus Trichoderma have potential as antagonists of the fungus Pyricularia oryzae lineage 

Triticum, the causal agent of wheat blast. The disease is one of the most important in the culture, 

causing losses of up to 100% in crops. Chemical control with fungicides is the main 

management strategy, since there are no varieties with stable resistance to blast due to the high 

genetic variation in populations of the pathogen. However, the effectiveness of systemic 

fungicides with a specific mode of action (such as strobilurins and triazoles) is considered low 

due to the widespread distribution of resistance in the country, so biological management is 

possibly a sustainable alternative of high importance to minimize the impact of plant losses. 

production caused by wheat blast. Thus, we specifically aim to: i.; to evaluate three isolates of 

the genus Pseudomonas and three of the genus Trichoderma for antagonism against Pyricularia 

oryzae Triticum lineage in vitro; ii. to evaluate Pseudomonas bacteria and Trichoderma fungi 

for the biocontrol potential of wheat blast under greenhouse conditions; and iii. to describe the 

ultrastructural interactions between biocontrol agents, pathogen and plant by means of scanning 

electron microscopy. Due to the ability to act through different mechanisms of action, our 

hypothesis was that these antagonists would be effective in the management of blast, 

significantly reducing the severity of the disease and its impact on wheat production. In vitro 

and in vivo experiments indicated that Pseudomonas putida Amana and Trichoderma 

koningiopsis Cachara significantly reduced both PoTl mycelial growth and disease severity in 

wheat plants, and have potential as biocontrol agents. The experiment using a scanning electron 

microscope allowed us to describe two ultrastructural interactions, which are the defense 

mechanisms: biofilm formation and direct antagonism. 

Keywords: Biocontrol. Wheat blast. Antagonist. Pseudomonas. Trichoderma. 
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1.1. Introdução 

A brusone é uma das mais importantes doenças do trigo, podendo causar perdas de até 100% 

nas lavouras (DUVEILLER, 2016), por ser de difícil controle, tornando importante conhecer 

seu desenvolvimento em diferentes cultivares e condições ambientais (URASHIMA; KATO, 

1994). 

A etiologia do agente causal da brusone do trigo foi recentemente proposta como Pyricularia 

oryzae linhagem Triticum (PoTl) (GLADIEUX et al. 2018). O fitopatógeno ataca as espigas e 

espiguetas destruindo os tecidos vegetais a partir do ponto de penetração resultando em 

descoloração esbranquiçada e chochamento. Esporadicamente pode ocorrer também manchas 

foliares (COELHO et al., 2016; GOULART et al., 2007).  

As estratégias recomendadas para o manejo da brusone baseiam-se no uso de fungicidas 

aplicados na parte aérea, alteração da época de semeadura para não coincidir com condições 

favoráveis à doença, e na diversificação regional de cultivares, com base na predominância 

diferencial de grupos de virulência do patógeno (CERESINI et al. 2018). Entretanto, a eficácia 

de fungicidas sistêmicos de modo de ação específico (como estrobilurinas e triazóis) é 

considerada baixa devido à distribuição generalizada da resistência no país (CASTROAGUDIN 

et al. 2015, POLONI et al. 2021). Considerando a indisponibilidade de resistência varietal 

estável e a ineficácia dos fungicidas sistêmicos, o manejo biológico da brusone do trigo é, 

possivelmente, a única alternativa sustentável para minimizar o impacto das perdas de produção 

causadas pelo patógeno no trigo. Por esse motivo, o desenvolvimento de biofungicidas é 

considerado iniciativa de elevada importância para o manejo eficaz da brusone do trigo. Ainda 

não há quaisquer produtos biofungicidas registrados no Ministério da Agricultura, Pecuária e 

Abastecimento (MAPA) para manejo da brusone do trigo no Brasil. 

No controle biológico de doenças, existem diversas formulações a base de microrganismos, 

como fungos (EL-KATATNY et al. 2000) e bactérias (HADDAD et al. 2009; HALFELD-

VIEIRA et al. 2004; MIZUBUTI et al. 1995; ROMEIRO et al. 2000), os quais têm sido 

estudados para o controle de patógenos nas mais diferentes culturas. A maioria dos relatos sobre 

o uso de antagonistas para o controle de doenças induzidas por fungos fitopatogênicos apresenta 

diversas espécies do gênero Trichoderma como muito promissoras entre os agentes de 

biocontrole (SILVA et al., 2015; KONG, HONG, 2017; YU, LOU, 2020; RUANGWONG et 

al., 2021). A maioria das espécies de Pseudomonas que apresentam a capacidade de atuar no 

biocontrole de fitopatógenos pertencem ao grupo fluorescente, tendo destaque as espécies P. 
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fluorescens e P. putida, que também estão relacionadas com a promoção do crescimento em 

plantas (KLOEPPER et al. 1980; FERREIRA et al. 2009). 

A preocupação da sociedade com o impacto da agricultura no ambiente e com a 

contaminação da cadeia produtiva alimentar com agrotóxicos está alterando o cenário da 

produção agrícola atual, da qual passa a se exigir que atenda critérios mínimos de segurança 

alimentar da população. O desenvolvimento de biofungicidas vem atender a essa demanda 

crescente da sociedade moderna por maior segurança alimentar dos produtos de origem agrícola 

(BETTIOL, 2008).  

Diante da situação exposta, o presente estudo visa avaliar o potencial de dois grupos de 

microrganismos antagonistas para biocontrole do patógeno Pyricularia oryzae linhagem 

Triticum, agente causal da brusone do trigo, sendo um a base de bactérias fluorescentes do 

gênero Pseudomonas obtidas de solos da Amazônia, e o outro de fungos do gênero Trichoderma 

obtidos do mesmo bioma. O objetivo geral deste estudo foi avaliar se os fungos do gênero 

Trichoderma e as bactérias fluorescentes do gênero Pseudomonas possuem capacidade de 

controlar a brusone do trigo no Brasil.  

Especificamente, objetivou-se: 

i. avaliar três isolados do gênero Pseudomonas e três do gênero Trichoderma quanto ao 

antagonismo contra Pyricularia oryzae Triticum lineage in vitro;  

ii. avaliar bactérias Pseudomonas e fungos Trichoderma quanto ao potencial de biocontrole 

de brusone do trigo em condições de casa de vegetação;  

iii. descrever as interações ultra-estruturais entre agentes de biocontrole, patógeno e planta 

por meio de microscopia eletrônica de varredura. 

 

1.2. Revisão Bibliográfica 

1.2.1. A brusone do trigo 

As doenças estão entre os fatores que mais têm limitado a produtividade na triticultura 

brasileira, sendo favorecidas pelo excesso de chuvas (com períodos longos e frequentes de 

molhamento foliar, também proporcionado por irrigação) e temperaturas elevadas (GOULART 

et al. 2001). Segundo Goulart et al. (2004), num período de cinco anos de avaliações, em Mato 

Grosso do Sul, registrou perdas médias na produtividade de grãos do trigo devido ao ataque de 

P. graminis-tritici, da ordem de 32%. Estes autores observaram ainda, dependendo da época de 

infecção, perdas em peso por espiga, de até 74%.  
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As estratégias recomendadas para o seu controle baseiam-se no uso de fungicidas aplicados 

em parte aérea, época de semeadura e na diversificação de cultivares, dando preferência àquelas 

menos suscetíveis (GOULART et al. 2007). Atualmente, pela ausência de variedades de trigo 

com resistência varietal estável (CERESINI et al., 2018), o manejo da doença é baseado 

principalmente em controle químico, com intensa aplicação de fungicidas. No entanto, a 

eficiência de moléculas com sítios de ação específicos vem sendo comprometida devido à 

seleção de populações de fungos resistentes às principais classes químicas utilizadas no manejo 

da doença, como estrobilurinas, triazóis e SDHIs (CASTROAGUDIN et al., 2015; OLIVEIRA 

et al., 2015; PAGANI et al., 2014; POLONI, 2016; CASADO, 2017). Para o patossistema P. 

graminis-tritici - trigo, vários estudos demonstram que é baixa a eficiência dos fungicidas no 

controle da doença, principalmente pela dificuldade de atingir o alvo na espiga (ROCHA et al., 

2014).  

 

1.2.2. Controle biológico 

A preocupação da sociedade com o impacto da agricultura no ambiente e a contaminação 

da cadeia alimentar com agrotóxicos está alterando o cenário agrícola, resultando em mercados 

de alimentos produzidos sem o uso de agrotóxicos ou aqueles que garantem que os agrotóxicos 

foram utilizados adequadamente. Esses aspectos estão fazendo que a situação do uso dos 

agrotóxicos permeie a agenda ambiental de diversos países (BETTIOL, 2008). Entretanto, 

apenas a substituição de um produto químico por um biológico não é a situação adequada, mas 

sim caminhar para o desenvolvimento de sistemas de cultivo mais sustentáveis e, portanto, 

menos dependentes do uso de agrotóxicos. O conceito de agricultura sustentável envolve o 

manejo adequado dos recursos naturais, evitando a degradação do ambiente de forma a permitir 

a satisfação das necessidades humanas das gerações atuais e futuras (BIRD et al., 1990).  

Controle biológico 

Nesse contexto, uma das estratégias alternativas recomendadas no manejo integrado de 

doenças de plantas e que pode diminuir o impacto ecológico-ambiental do uso de fungicidas na 

agricultura é o controle biológico (BETTIOL e MORANDI, 2009). Os agentes de biocontrole 

podem atuar diretamente, indiretamente e também pela indução de mecanismos de defesa das 

plantas no controle de doenças fúngicas de plantas (DOOHAN, 2005).  

No controle biológico de doenças, diversos microrganismos, como fungos (EL-

KATATNY et al., 2000) e bactérias (HADDAD et al., 2009; HALFELD-VIEIRA et al., 2004; 

MIZUBUTI et al., 1995; ROMEIRO et al., 2000) têm sido estudados para o controle de 

patógenos nas mais diferentes culturas. Vários fungos já foram estudados quanto o seu potencial 
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como agentes de biocontrole para a brusone do arroz, os quais possivelmente atuem também 

contra a brusone do trigo (CERESINI et al., 2018). Dentre as espécies já estudadas, podem ser 

mencionadas Chaetomium globosum (PARK et al., 2005), Cladosporium sp. (CHAIBUB et al., 

2016), Epicoccum sp. (SENA et al., 2013), Sarocladium oryzae (CÔRTEZ et al., 2014; 

GUIMARÃES et al., 2017), Trichoderma asperellum (SOUSA et al., 2018), Trichoderma  

harzianum (SINGH et al., 2012), e Waitea circinata (CARVALHO et al., 2015).  

Park et al. (2005) verificaram reduções maiores que 80% na severidade da brusone em 

folhas de arroz quando utilizaram 62,5 μg.mL-1 do metabólito purificado chaetoviridina A 

produzida por Chaetomium globosum F0142 endofítico isolado de Eragrotis. Quando o isolado 

de Cladosporium sp. C24 foi aplicado antes ou após inoculação com P. oryzae em folhas de 

arroz cv. Primavera em casa de vegetação, Chaibub et al. (2016) observaram significante 

aumento na atividade de enzimas de defesa vegetal como quitinase (CHI), β-1,3-glucanase 

(GLU), fenilalanina amônia-liase (PAL), lipoxigenase (LOX) e peroxidase (POX), além de 

suprimir a severidade da brusone em cerca de 85 e 77%, respectivamente. Além disso, por meio 

de microscopia eletrônica de varredura (MEV) foi observada a colonização superficial do 

agente de biocontrole nas folhas de arroz, onde o antagonismo resultou em deformidades de 

conídios e apressórios de P. oryzae.  

 

1.3.0. Materiais e Métodos 

Para todos os estudos desta pesquisa foram utilizados microrganismos do gênero 

Pseudomonas e Trichoderma que foram selecionados como potenciais agentes de biocontrole 

da queima foliar e morte de pastagens causadas pelo fungo basidiomiceto Rhizoctonia solani 

AG-1 IA em gramíneas forrageiras da espécie Urochloa brizantha (NUNES 2019; VICENTINI 

2018) (Tabela 1). 
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Tabela 1. Dados da identidade dos antagonistas bacterianos e fúngicos utilizados neste 

estudo. 

Isolado Espécie Referência 

Amana Pseudomonas putida Vicentini (2018) 

Poti Pseudomonas sp. nov.  Vicentini (2018) 

Yara Pseudomonas putida Vicentini (2018) 

Cachara Trichoderma koningiopsis Nunes (2019)  

Jaú  Trichoderma virens Nunes (2019)  

Jurupoca Trichoderma lentiforme Nunes (2019)  

Fonte: próprio autor. 

 

1.3.1. Teste de confronto in vitro entre o patógeno da brusone e Pseudomonas como 

agente de biocontrole 

As colônias de PoTl foram repicadas em meio de cultura Batata Dextrose Agar (BDA, 20,8 

g.L-1 de batata dextrose, 15 g.L-1 ágar) com adição de cloranfenicol e estreptomicina (50 μg 

mL-1 de cada) e incubadas em BOD a 28 ± 0,2 ºC por 15 dias a 25ºC e fotoperíodo de 12 horas.  

Os três isolados dos antagonistas do gênero Pseudomonas spp. (Amana, Poti e Yara) foram 

ativadas em meio de cultura Luria-Bertani líquido (20 g L-1 de LB) em shaker por 12h a 28°C 

e 200 rpm, mediu-se a O.D (densidade ótica) e uniformizando-as para OD620= 0,8. O 

experimento foi estabelecido em delineamento inteiramente casualizado, com 4 repetições, pelo 

pareamento entre 3 isolados de PoTl (12.1.146, 12.1.207,12.1.047) usando discos de colônias 

miceliais de 7 mm de diâmetro, e 3 bactérias antagonistas do gênero Pseudomonas (o inóculo 

consistiu de 1 mL de meio líquido LB contendo o antagonista) em placas de Petri contendo 

meio King B, posicionados em lados opostos a 0,5 cm da borda. Incluiu-se testemunha negativa 

(meio de LB, apenas) onde não se aplicou as bactérias antagonistas. Os pareamentos entre PoTl 

e os antagonistas foram incubadas por 7 dias a 25ºC. 

A avaliação do crescimento micelial de PoTl foi realizada, por medição com régua, sete dias 

após os pareamentos. O crescimento micelial do fitopatógeno, C, em porcentagem, foi obtido 

pela metodologia adaptada de Camporota (1985), em que: C = DT/DE*100, sendo DT, o raio 

de crescimento da colônia de PoTl em direção frontal ao agente de biocontrole, Pseudomonas 

e DE, a distância que separa as duas colônias. Os dados foram analisados aplicando-se o teste 

F, para se detectar a significância do efeito de tratamentos e ao teste Tukey a 5% para a 

comparação entre médias. O experimento foi repetido uma vez. 
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1.3.2. Teste de confronto in vitro entre o patógeno da brusone e de Trichoderma como 

agente de biocontrole 

As colônias de PoTl foram inicialmente reativadas em meio de cultura BDA com adição de 

cloranfenicol e estreptomicina como descrito no ítem 3.1 e incubadas em BOD a 28 ± 0,2 ºC 

por 15 dias a 25ºC e fotoperíodo de 12 horas. Para produção de inóculo de PoTl, os isolados 

foram também cultivados em meio de cultura BDA com cloranfenicol e estreptomicina, nas 

mesmas condições de cultivo, por 3 dias. 

Isolados de Trichoderma spp. (NUNES, 2019) foram inicialmente reativados e depois 

cultivados para produção de inóculo também em meio BDA com cloranfenicol e estreptomicina 

e incubados a 25 ºC com 12 horas fotoperíodo por 5 dias.  

O experimento foi montado em delineamento inteiramente casualizado com os seguintes 

tratamentos: os 3 isolados de PoTl (12.1.146, 12.1.207,12.1.047) foram pareados com os 3 

isolados dos fungos antagonistas Trichoderma koningiopsis ‘Cachara’, T. virens ‘Jaú’ e T. 

lentiforme ‘Jurupoca. Incluiu-se uma testemunha negativa onde não se aplicou os fungos 

antagonistas. O experimento de antagonismo in vitro foi estabelecido pelo pareamento entre 

discos de micélio de 4 mm de PoTl e Trichoderma posicionados em lados opostos a 0,5 cm da 

borda de placas de Petri, com 4 repetições.   

A avaliação do crescimento micelial de PoTl foi realizada, por medição com régua(mm), 

sete dias após os pareamentos. O crescimento micelial do fitopatógeno, C, em porcentagem, foi 

obtido aplicando-se metodologia adaptada de Camporota (1985), em que: C = DT/DE*100, 

sendo DT, o raio de crescimento da colônia de PoTl em direção frontal à colônia do 

Trichoderma e DE, a distância que separa as duas colônias. Os dados foram analisados 

aplicando-se o teste F, para detectar a significância do efeito de tratamentos, e o teste Tukey a 

5% para a comparação entre médias. O experimento foi repetido uma vez. 

Figura 1. (A) Experimento de confronto in vitro entre o patógeno Pyricularia oryzae linhagem 

Triticum (PoTl) e agentes de biocontrole do gênero Pseudomonas. (B) Visão geral do 

experimento  de confronto in vitro de (PoTl) e agentes de biocontrole do gênero Trichoderma. 

 
                                                                                                                                                     Fonte: próprio autor. 



20 

 

 

1.3.3. Avaliação do potencial de Pseudomonas e Trichoderma na redução da severidade da 

brusone em espigas de trigo na cultivar TBIO Sossego   

Plantas de trigo cv. TBIO Sossego (Biotrigo Genética) foram cultivadas a partir da 

semeadura de três sementes, sem tratamento, em vasos com capacidade de 700 mL contendo 

substrato para plantas Topstrato HT Hortaliças, com irrigação diária e a cada 20 dias fertilizadas 

com formulado N-P-K (10-10-10), em casa de vegetação, desbaste feito 15 DAE deixando 

apenas três plantas/vaso. 

Figura 2. Experimento ainda em casa de vegetação, com plantas aos 60 DAE, antes de ser 

levado para a câmara climatizada onde foram tratadas com o agente de biocontrole 

Pseudomonas putida ‘Amana e inoculadas com PoTl.  

 
                                                                                       Fonte: próprio autor. 

 

Os isolados de Pseudomonas spp. (VICENTINI, 2018) (Tabela 1) foram cultivados em 

erlenmeyers contendo 20 mL de meio de cultura LB líquido, mantidos a 28 ºC sob agitação a 

190 rpm durante 16h e a concentração de bactérias ajustada para 6,2×108 ufc mL-1 (DO620 = 

0,8); posteriormente centrifugação por 15 minutos a 5000 rpm para separação da bactéria do 

meio LB e por escorrimento retirado o meio e acrescentada água autoclavada resultando na 

suspensão de bactérias. 

Já os isolados de Trichoderma spp. (NUNES, 2019) (Tabela 1) foram reativados em BDA 

com cloranfenicol e estreptomicina e incubados a 25 ºC com 12 horas fotoperíodo por 7 dias. 

Os esporos foram coletados utilizando água destilada e tween 20 a 0,01%. A suspensão de 

conídios foi calibrada utilizando-se câmara de Neubauer para cerca de 109 conídios mL-1. 
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Figura 3. (A) Suspensão de esporos de Trichoderma e recipientes utilizados para inoculação 

do agente de biocontrole fúngico à base de Trichoderma spp. em plantas de trigo. (B) Visão 

geral do experimento em casa de vegetação antes do tratamento com agentes de biocontrole e 

inoculação do patógeno da brusone e plantas de trigo. 

 
  Fonte: próprio autor.  

 

O inóculo do patógeno PoTl foi obtido por indução de esporulação em 150 placas de Petri 

sendo, 75 em meio de aveia (60 g L-1 de farinha de aveia, 15 g L -1 ágar) e 75 em meio de arroz 

(15g L-1 de farelo de arroz, 15 g L-1 de aveias flocos finos, 5 g L-1 de dextrose, 20 g L-1 de ágar) 

com adição de cloranfenicol e estreptomicina (50 mg mL-1 de cada). As placas foram incubadas 

por 15 dias a 25ºC e fotoperíodo de 12 horas. Coletou-se conídios do patógeno produzidos em 

ambos os meios de cultura. Preparou-se a suspensão mista de inóculo do patógeno que incluiu 

os isolados de PoTl  12.1.146, 12.1.207,12.1.047. A suspensão de conídios foi calibrada 

utilizando-se câmara de Neubauer para cerca de 104 conídios mL-1, preparada com água 

destilada e tween 20 a 0,01%, e aplicada por meio de pulverização com alvo às folhas e espigas 

de trigo. 

Inicialmente, aplicou-se em toda a planta os agentes de biocontrole em plantas de trigo 60 

dias após a emergência, no estágio de espigamento, código 10,5 (ZADOCKS, et al. 1974), 7 

dias antes da inoculação do patógeno. Foram aplicados os seguintes tratamentos: (1) Amana; 

(2) Poti; (3) Yara; (4) Cachara; (5) Jaú; (6) Jurupoca; (7) Amana+PoTl; (8) Poti+PoTl; (9) 

Yara+PoTl; (10) Cachara+PoTl; (11) Jaú+PoTl; (12) Jurupoca+PoTl; (13) Controle negativo 

(sem PoTl); (14) Controle positivo (+PoTl). 

Após a aplicação dos agentes de biocontrole as plantas foram colocadas em uma câmara de 

crescimento com nebulização por 24 horas sob temperatura de 25°C, umidade relativa ajustada 

para 90%, no escuro. Após esse período, restabeleceu-se o fotoperíodo de 12 h. Sete dias depois, 

inoculou-se o patógeno, e as plantas foram mantidas em câmara de crescimento por mais 14 
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dias nas mesmas condições de incubação e fotoperíodo de 12 horas, e então realizou-se a 

avaliação. 

Figura 4. Experimento em condições de câmara de crescimento com plantas já tratadas com 

agentes de biocontrole e já inoculadas com o patógeno. 

 
                                                                                                                              Fonte: próprio autor. 

 

A avaliação da severidade dos sintomas de brusone foi realizada 14 dias após a inoculação, 

onde fotografou-se digitalmente as espigas e determinando-se a área infectada com o auxílio do 

software de análise de imagens Assess da APS (ASSESS: Image Analysis Software for Plant 

Disease Quantification, Department of Plant Science, University of Manitoba, Winnipeg, 

Manitoba, Canadá) (LAMARI, 2008).  

Os dados foram analisados aplicando-se o teste F, para detectar a significância do efeito de 

tratamentos, e o teste de Scott-Knott a 5% para a comparação entre médias. O experimento foi 

repetido uma vez. 

 

1.3.4. Estudo da interação agente de biocontrole-patógeno-planta por meio de microscopia 

eletrônica de varredura 

Fragmentos de cerca de 0,25 cm2 de folhas e ráquis de espigas de trigo foram coletadas e 

fixadas em FAA 70 (JOHANSEN, 1940) e armazenadas sob refrigeração. As amostras 
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correspondem a: Amana x (PoTl) (1); Poti x (PoTl) (2); Yara x (PoTl)(3); Trichoderma spp. x 

PoTl(4). 

Foram desidratadas em série etílica (70, 80, 90 e 99,5 %) e secas em ponto crítico e 

metalizadas com ouro. As imagens foram geradas utilizando o Microscópio Eletrônico de 

Varredura Zeiss EVO/LS15 no Departamento de Física de Química (DFQ – Unesp/Ilha 

Solteira). Por meio destas análises foi possível determinar o potencial de colonização dos 

agentes de biocontrole no hospedeiro e verificar se há interações de parasitismo com o PoTl. 

 

1.4.0. Resultados e Discussão 

Inicialmente, isolados de Pseudomonas e Trichoderma foram avaliados quanto ao 

antagonismo ao agente casual Pyricularia oryzae linhagem Triticum por meio de experimentos 

in vitro e quanto ao potencial de biocontrole da brusone do trigo in vivo. Posteriormente, com 

base nesses resultados, foram selecionados os isolados de Pseudomonas putida ‘Amana’ e 

Trichoderma koningiopsis ‘Cachara’ para as etapas subsequentes de formulação e respectivos 

testes de eficácia no controle da brusone.  

 

1.4.1. Experimento de antagonismo in vitro de Pseudomonas à PoTl  

O crescimento micelial de isolados de PoTl foi reduzido significativamente (p ≤ 0,05) pelos 

três isolados de Pseudomonas spp. avaliados (Tabela 2, Figuras 5-6). Dentre estes, o isolado 

‘Amana’ resultou na maior inibição do crescimento relativo do patógeno, com percentual de 48 

a 67%. 

Tabela 2. Análise de variância dos dados do antagonismo in vitro de Pseudomonas spp. como 

agentes de biocontrole contra Pyricularia oryzae linhagem Triticum. 

Fonte de 

variação 

Graus de 

liberdade 

SQ QM Fc p 

Tratamento 3 8381,53 2793,84 180,60 0,0000 * 

Erro 28 433,16 15,47   

Total 

CV(%):   

31 

5,09 

8814,69    

 

 Fonte: próprio autor. 

* Significativo pelo teste F a p ≤ 0,05 e não significativo (NS). O experimento foi repetido uma vez. 
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Figura 5. Distribuição boxplot do crescimento micelial relativo de Pyricularia oryzae linhagem 

Triticum (PoTl) submetidos ao antagonismo in vitro de três isolados de Pseudomonas spp. 

contra o patógeno. 

 
                                                                                                                                  Fonte: próprio autor. 

* Médias seguidas pela mesma não são significativamente diferentes pelo teste de Tukey a p ≤ 0,05. O 

experimento foi repetido uma vez. 

 

Vicentini (2018) também observou a capacidade de P. putida ‘Amana’ na inibição do 

crescimento micelial in vitro do fungo basidiomiceto R. solani AG-1 IA, assim como redução 

da severidade da queima da folha da braquiária tanto por aplicação do antagonista via sementes 

quanto pela pulverização da parte aérea com suspensão do agente de biocontrole. Em análises 

complementares detectou-se que P. putida ‘Amana’ possui alta atividade de protease, quitinase 

e fosfatase, e produção de sideróforos (Vicentini e colaboradores, informação pessoal; 

manuscrito em preparação para submissão à Plant Pathology). Isso demonstra o potencial desse 

agente de biocontrole em exercer antagonismo contra diferentes fitopatógenos, de forma direta, 

pela produção de metabólitos anti-fungos, ou de forma indireta, pela promoção de crescimento 

das plantas (FERREIRA et al., 2009). Dentre os metabólitos conhecidos produzidos por 

Pseudomonas fluorescentes antagonistas a fitopatógenos, podem ser mencionados o ácido 

fenazina-1-carboxílico (PCA), 2,4-diacetilfloroglucinol (DAPG), piroluteorina, e pirrolnitrina 

(VELUSAMY; GNANAMANICKAM, 2008). 
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Figura 6. Antagonismo in vitro de Pseudomonas spp. contra Pyricularia oryzae linhagem 

Triticum (PoTl). A–C: isolados de PoTl (12.1.146, 12.1.207,12.1.047). D–F: Isolados de P. 

putida Amana (marca azul), Pseudomonas sp. nov Poti (marca preta) e P. putida Yara (marca 

vermelha) pareados com PoTl (colônia no centro). 

 
                                                                                                Fonte: próprio autor. 

 

1.4.2. Experimento de antagonismo in vitro de Trichoderma à PoTl 

Detectou-se diferenças significativas (p ≤ 0,05) na inibição do crescimento micelial de PoTl 

pelos três isolados de Trichoderma testados (Tabela 3, Figuras 7-8). Os agentes de biocontrole 

T. koningiopsis ‘Cachara’ e T. lentiforme ‘Jurupoca’ promoveram a maior inibição do 

crescimento micelial relativo de PoTl, não diferindo significativamente entre si. Trichoderma 

virens ‘Jaú’ também inibiu consideravelmente o crescimento micelial relativo de PoTl.  

 

Tabela 3. Análise de variância dos dados do antagonismo in vitro de Trichoderma spp. como 

agentes de biocontrole contra Pyricularia oryzae linhagem Triticum. 

Fonte de 

variação 

GL SQ QM Fc p 

Tratamento 3 33858,42       11286,14   1287,57 0,0000* 

Erro 28 245,43 8,77   

Total 31     

CV(%):  6,20     

                                                                                                                                             Fonte: próprio autor. 

*Significativo pelo teste F a p ≤ 0,05 e não significativo (NS). O experimento foi repetido uma vez. 

 

Essa atividade antagonística pode ser resultado da produção de metabólitos, como ácido 

harziânico, alameticinas e tricolinas, além da atividade de enzimas líticas, como quitinases, 
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glucanases e proteases (BENITEZ et al. 2004; MONTEIRO et al. 2010; MORÁN-DIEZ et al. 

2009). Além disso, o parasitismo de Trichoderma sobre o patógeno pode envolver a formação 

de estruturas de ganchos, penetração, enovelamento, ou hifas paralelas (ABDULLAH et al., 

2008; ZHANG et al., 2016), o que é observado por meio de microscopia eletrônica de varredura 

(MEV).  

 

Figura 7. Distribuição boxplot do crescimento micelial relativo de Pyricularia oryzae linhagem 

Triticum (PoTl) submetidos ao antagonismo in vitro de três isolados de Trichoderma spp. contra 

isolados do patógeno. 

 
                                                                                                              Fonte: próprio autor.  

* Médias seguidas pela mesma não são significativamente diferentes pelo teste de Tukey a p ≤ 0,05.  
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Figura 8. Antagonismo in vitro de Trichoderma spp. contra Pyricularia oryzae linhagem 

Triticum (PoTl). A–C: isolados de PoTl (12.1.146, 12.1.207 e 12.1.047). A–C: isolados do 

patógeno, apenas. Isolados de PoTl pareados com isolados de T. koningiopsis ‘Cachara’ (D–

F), Trichoderma virens ‘Jau’ (G–I) e e T. lentiforme ‘Jurupoca’ (J–L).  

 
                                                                                           Fonte: próprio autor. 

 

1.4.3. Experimento para avaliação do potencial de biocontrole in vivo de Pseudomonas e 

Trichoderma na redução da severidade de brusone em plantas de trigo 

Neste experimento, foram avaliados três isolados de Pseudomonas e três isolados de 

Trichoderma, para selecionar o mais eficaz em aplicação na parte aérea, dentro de cada grupo 

de organismos, na redução da severidade de brusone de plantas de trigo cv. Sossego. Foram 

utilizadas suspensões de células bacterianas ou de conídios dos agentes potenciais de 

biocontrole, não formuladas. 

Os experimentos foram analisados em conjunto por não haver diferenças significativas entre 

réplicas nem da interação tratamentos*réplicas, indicando completa reprodutibilidade das 

observações, independente do experimento (Tabela 4). A análise conjunta dos experimentos 

indicou diferença significativa (p ≤ 0,05) entre tratamentos com agentes de biocontrole na 

redução da severidade da brusone (Tabela 4). 
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Tabela 4. Análise de variância do potencial de biocontrole de Pseudomonas e Trichoderma na 

redução da severidade de brusone em espigas de trigo cv. Sossego. 

Fonte de variação Graus de 

liberdade 

QM FC p 

Tratamentos 13 7087,59 29,01 0,0000* 

Réplicas (1 e 2) 1 0,62 0,003 0,9606 NS 

Blocos 2 145,24 0,59 0,5636 NS 

Tratamentos*réplicas 13 562,36 2,30 0,0582 NS 

Tratamentos*blocos 25 70,30 0,29 0,9974 NS 

Erro 16 244,34   

Total 70 105407,43   

CV(%): 52,51     

Fonte: próprio autor. 

*Significativo pelo teste F a p ≤ 0,05 e não significativo (NS). O experimento foi repetido uma vez. Combinaram-

se as réplicas e efetuou-se a análise conjunta dos dados. 

 

Foi observada redução significativa da severidade de brusone em espigas de trigo em plantas 

tratadas com os isolados de Pseudomonas putida ‘Amana’ e ‘Yara’, e com Trichoderma 

koningiopsis ‘Cachara’. Esses tratamentos não diferiram significativamente do controle não 

inoculado com PoTl (Figura 9). Para os demais isolados de agentes de biocontrole avaliados, a 

severidade média apresentou valores acima de 60% (Poti+PoTl, Jaú+PoTl e Jurupoca+PoTl). 

Figura 9. Severidade de brusone em espigas de trigo cv. Sossego inoculadas ou não com 

Pyricularia oryzae linhagem Triticum (PoTl), e isolados de Pseudomonas (Amana, Poti e Yara) 

e Trichoderma (Cachara, Jaú e Jurupoca) como potenciais agentes de biocontrole.  

 

                                                                                                                                                        Fonte: próprio autor. 

*As letras acima de cada boxplot indicam diferença significativa pelo teste Scott-Knott com p ≤ 0,05.  
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Os tratamentos não inoculados com PoTl apresentaram os menores valores de severidade 

significativamente, com exceção de ‘Jurupoca’ (Figura 9). A incidência de brusone nestes 

tratamentos pode estar associada a contaminação no momento da inoculação onde o tratamento 

que não poderia estar com patógeno recebeu inóculo dentro da câmara de incubação. É 

importante observar que os microrganismos avaliados como potenciais agentes de biocontrole 

não causaram dano aparente às espigas (Figura 10). 

Figura 10. Espigas de trigo cv. Sossego inoculadas ou não com Pyricularia oryzae linhagem 

Triticum (PoTl), e tratadas com potenciais agentes de biocontrole, que incluíram Pseudomonas 

spp. (Amana, Poti e Yara) (A-B-C-H-I-J) e Trichoderma spp. (Cachara, Jaú e Jurupoca) (D-E-

F-K-L-M). G: Controle negativo. N: Espiga inoculada apenas com PoTl. 

 

                                                                                                                                                             Fonte: próprio autor. 

 

Os resultados deste experimento, especialmente para a eficácia de T. koningiopsis ‘Cachara’, 

corroboram com os observados em patossistema semelhantes a brusone do arroz (P. oryzae 

linhagem Oryza). Por exemplo, T. asperellum reduziu a severidade da brusone nas folhas em 

85% com aplicação curativa, com indicação de biocontrole por micoparasitismo e interferências 

nos mecanismos de antibiose (SOUZA et al., 2021).  Trichoderma harzianum também é 

relatado como eficaz no controle da brusone do arroz por hiperparasitismo (PÉREZ et al., 

2005).   
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1.4.4. Estudo da interação agente de biocontrole-patógeno-planta por meio de 

microscopia eletrônica de varredura 

Estas imagens elucidam de forma ilustrativa a colonização do meio de cultura tanto pelo 

patógeno Pyricularia oryzae linhagem Triticum quanto pelos agentes de biocontrole, 

Pseudomonas e Trichoderma, utilizados nos experimentos. 

Dentre os mecanismos de antagonismo que as bactérias do gênero Pseudomonas podem 

produzir, tem-se biofilmes, que é resultante da formação de microcolônias pela fixação de talos 

bacterianos abundante sobre uma superfície adequada para o crescimento (MASÁK et al., 2014; 

MULCAHY et al., 2014; RASAMIRAVAKA et al., 2015; RIBEIRO et al., 2016). As bactérias 

Amana e Yara (Pseudomonas putida) e Poti (Pseudomonas spp.) possuem esse mecanismo 

(Figura 11).  

Figura 11. Formação de biofilme por bactérias Pseudomonas putida ‘Amana’ (Pp) em teste de 

antagonismo in vitro contra Pyricularia oryzae linhagem Triticum (Ps) em meio BDA (A-D).  

 

                                                                                                                          Fonte: próprio autor. 

Barras de escala: 2 μm (A-B), 10 μm (C), 20 μm (D).  
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Figura 12. Antagonismo direto in vitro de Pseudomonas spp. (Ps) contra Pyricularia oryzae 

linhagem Triticum (Py) em meio BDA. (A–C): Pseudomonas spp. Poti (Ps); (D-F): 

Pseudomonas putida Yara (Pp).  

 

Fonte: próprio autor. 

Barras de escala: 2 μm (A-D), 10 μm (E-F). 

As três bactérias, Amana, Poti e Yara, conforme ocorrido no experimento do item 1.3.3, 

agiram diretamente contra as hifas do fungo PoTl como mostram as setas em B e F (Figura 12). 

 

Figura 13. Conídios e hifas do fungo Trichoderma koningiopsis ‘Cachara’ (Tk) em meio de 

cultura BDA. 

 

                                                                                                                           Fonte: próprio autor. 

Barras de escala: 2 μm (A,D,F), 10 μm (B), 1 μm (C,E). 
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A capacidade de antagonismo direto de Trichoderma sobre Pyricularia oryzae é 

demonstrada pelas hifas do agente antagonista se envolvendo as hifas do patógeno (Figura 13) 

(PÉREZ et al. 2005; SOUZA et al. 2021). 

 

1.5. Conclusão 

Os experimentos de confronto patógeno e agente de biocontrole in vitro demonstraram a 

eficácia potencial de Pseudomonas putida ‘Amana’ e de Trichoderma koningiopsis ‘Cachara’, 

que reduziram significativamente o crescimento micelial de PoTl.  

Os experimentos in vivo indicaram que Pseudomonas putida ‘Amana’, P. putida ‘Yara’ e 

Trichoderma koningiopsis ‘Cachara’ reduziram significativamente a severidade da brusone do 

trigo e tem potencial como agentes de biocontrole. 

O experimento utilizando microscópio eletrônico de varredura nos permitiu descrever duas 

interações ultra-estruturais sendo elas os mecanismos de defesa: formação de biofilme e 

antagonismo direto.  
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Capítulo 2: Potencial de bioformulado a base de Pseudomonas e bentonita no controle 

biológico da brusone do trigo cv. IPR Catuara 

Resumo 

Neste estudo buscamos determinar se um bioformulado a base de bentonita e Pseudomonas 

putida isolado Amana é capaz de fazer biocontrole da brusone do trigo que tem como seu agente 

causal o fungo Pyricularia oryzae linhagem Triticum. A maioria das espécies de Pseudomonas 

que apresentam a capacidade de atuar no biocontrole de fitopatógenos pertencem ao grupo 

fluorescente, tendo destaque as espécies P. fluorescens e P. putida, que também estão 

relacionadas com a promoção do crescimento em plantas. A formulação de células microbianas 

tem sido estabelecida há muito tempo para aplicações agrícolas, farmacêuticas e industriais. 

Existem diversos materiais que podem ser utilizados como suportes nessas formulações, dentre 

eles estão: bagaço, esterco, pó de coco, farelo de arroz, fosfato de rocha, carvão, bentonita, talco 

e argilas. A argila bentonita é um material transportador ideal que fornece proteção para as 

células de Pseudomonas contra condições ambientais tóxicas e adversas. Dessa forma, 

objetivamos especificamente: i. avaliar se a bactéria Pseudomonas putida Amana associada a 

bentonita tem potencial de biocontrole da brusone do trigo em condições de casa de vegetação; 

ii. determinar alterações morfo-fisiológicas em plantas de trigo em resposta ao agente de 

biocontrole; e iii. determinar a atividade enzimática em espigas de trigo após a aplicação dos 

agentes antagonistas e do patógeno Pyricularia oryzae linhagem Triticum. Nossa hipótese foi 

que este antagonista em sua versatilidade seria eficaz no manejo da brusone, diminuindo 

significativamente a severidade da doença e seu impacto sobre a produção de trigo, e causaria 

alterações fisiológicas a nível de fotossíntese e atividade enzimática das enzimas de proteção 

nas plantas. A formulação de P. putida ‘Amana’ em bentonita, aplicada na concentração de 

108UFC.mL-1 reduziu consideravelmente a severidade da brusone para 15% em comparação à 

testemunha inoculada com patógeno. As enzimas em estudo, glucanase, peroxidase e quitinase, 

no experimento tiveram as 72 horas pós-inoculação do patógeno, uma diminuição significativa 

de sua atividade enzimática nos tratamentos com biocontrole demonstrando redução da doença 

na planta. 

Palavras-chave: Bentonita. Biocontrole. Enzimas. Formulação. Pseudomonas. 
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Chapter 2: Potential of Pseudomonas and bentonite-based bioformulate in the biological 

control of wheat blast cv. IPR Catuara 

Abstract 

In this study, we sought to determine whether a bioformulated based on bentonite and 

Pseudomonas putida Amana is able to biocontrol wheat blast that has the fungus Pyricularia 

oryzae Triticum lineage, as its causal agent. Most Pseudomonas species that have the ability to 

act in the biocontrol of phytopathogens belong to the fluorescent group, with emphasis on the 

species P. fluorescens and P. putida, which are also related to the promotion of plant growth. 

Microbial cell formulation has long been established for agricultural, pharmaceutical and 

industrial applications. There are several materials that can be used as supports in these 

formulations, among them are: bagasse, manure, coconut powder, rice bran, rock phosphate, 

coal, bentonite, talc and clays. Bentonite clay is an ideal carrier material that provides protection 

for Pseudomonas cells against toxic and adverse environmental conditions. Thus, we 

specifically aim to: i. to evaluate whether the bacteria Pseudomonas putida Amana associated 

with bentonite has the potential to biocontrol wheat blast under greenhouse conditions; ii. to 

determine morphophysiological changes in wheat plants in response to the biocontrol agent; 

and iii. to determine the enzymatic activity in wheat ears after the application of antagonist 

agents and the pathogen Pyricularia oryzae Triticum lineage. Our hypothesis was that these 

antagonists in their versatility would be effective in the management of blast, significantly 

reducing the severity of the disease, its impact on wheat production, and physiological changes 

in photosynthesis and enzymatic activity of protective enzymes in plants. The formulation of 

P. putida 'Amana' in bentonite, applied at a concentration of 108CFU.mL-1 considerably reduced 

the severity of the blast to 15% compared to the control inoculated with the pathogen. The 

enzymes under study, glucanase, peroxidase and chitinase, in the experiment had at 72 hours 

post-inoculation of the pathogen, a significant decrease in their enzymatic activity in the 

treatments with biocontrol demonstrating a reduction of the disease in the plant. 

Keywords: Bentonite. Biocontrol. enzymes. Formulation. Pseudomonas. 
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2.1.  Introdução 

Dentro do gênero Pseudomonas, o grupo de bactérias fluorescentes apresenta um 

metabolismo muito versátil, podendo utilizar compostos orgânicos simples ou complexos 

conferindo a estas bactérias alta habilidade para adaptação a vários agroecossistemas (ZAGO 

et al., 2000). A maioria das espécies de Pseudomonas que apresentam a capacidade de atuar no 

biocontrole de fitopatógenos pertencem ao grupo fluorescente, tendo destaque as espécies P. 

fluorescens e P. putida, que também estão relacionadas com a promoção do crescimento em 

plantas (KLOEPPER et al., 1980; FERREIRA et al., 2009). O efeito antagônico de P. 

fluorescens no biocontrole de fungos fitopatogênicos tem sido satisfatório no controle de alguns 

patógenos de grande importância agrícola, como Gaeumannomyces graminis var. tritici, 

Pythium ultimum e Rhizoctonia solani (MELO et al., 1998; BAUTISTA et al., 2007). Luz 

(1996) relatou P. putida controlando a podridão da raiz do trigo no campo.  

A ação antagônica do grupo fluorescente resultante da produção de sideróforos (que privam 

de ferro potenciais fitopatógenos), de diversos outros metabólitos secundários como o ácido 

cianídrico e de antibióticos não são os únicos mecanismos para explicar o biocontrole de 

doenças de plantas. De fato, tais bactérias possuem, também, a capacidade de induzir resistência 

sistêmica que garante a redução dos sintomas de doenças pela diminuição da colonização do 

patógeno devido à ativação dos sistemas de defesa na planta (KLOEPPER et al., 1980; 

BENHAMOU et al., 1996; CHEN et al., 2000). 

A formulação de células microbianas tem sido estabelecida há muito tempo para aplicações 

agrícolas (MEYER, 2003), farmacêuticas (TANAKA et al., 1993; FROKJAER; HOVGAARD, 

2000) e industriais (TANAKA et al., 1993). Existem diversos materiais que podem ser 

utilizados como suportes nessas formulações, dentre eles estão: bagaço, esterco, pó de coco, 

farelo de arroz, fosfato de rocha, carvão, bentonita, talco e argilas (ALBAREDA et al., 2008; 

ARDAKANI et al., 2010; BASHAN et al., 2014). 

 A argila bentonita é um material transportador ideal que fornece proteção para as células 

de Pseudomonas contra condições ambientais tóxicas e adversas (GENTRY et al., 2004). Os 

materiais argilosos beneficiam as células ao fornecer grandes áreas de superfície que atuam 

como uma unidade de sobrevivência eficaz para absorção de nutrientes e proteção quando 

exposta à luz solar (LUNSDORF et al., 2000). Segundo Ting et al. (2010) a presença de 

carreadores à base de argila, especialmente argila bentonítica, pode conferir proteção às células 

de Pseudomonas, pois após a exposição à luz solar, a média viável de células formuladas apenas 

com argila bentonítica foram propostas como a solução mais benéfica de formulação com 
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potencial para testes em larga escala pelos bons resultados de viabilidade e eficácia que foram 

obtidos, mesmo após exposição à luz solar. 

Dessa forma, objetivou-se especificamente:  

i. avaliar se a bactéria Pseudomonas putida Amana associada a bentonita tem potencial de 

biocontrole da brusone do trigo em condições de casa de vegetação;  

ii. determinar alterações morfo-fisiológicas em plantas de trigo em resposta ao agente de 

biocontrole; 

iii. determinar a atividade enzimática em espigas de trigo após a aplicação dos agentes 

antagonistas e do patógeno Pyricularia oryzae linhagem Triticum. 

 

2.2.0. Materiais e Métodos 

2.2.1. Experimento de bioformulado de bentonita a base de Pseudomonas putida ‘Amana’ 

Para este estudo foi utilizado o agente de biocontrole Pseudomonas putida ‘Amana’, 

selecionado no experimento de eficácia de potenciais agentes de biocontrole, que foi então 

formulado com uma mistura de bentonita, sendo 200g de bentonita e 800 ml de suspensão. 

Neste experimento, foi avaliado o potencial do agente de biocontrole em reduzir a severidade 

de brusone em espigas de trigo cv. IPR Catuara (IDR Paraná/IAPAR) com pulverização da 

parte aérea das plantas utilizando suspensões de células bacterianas submetidas à formulação 

com bentonita e não formuladas.  

Plantas de trigo cv. IPR Catuara foram cultivadas a partir da semeadura de cinco sementes 

em vasos com capacidade de 700 mL contendo substrato para plantas Topstrato HT Hortaliças, 

com irrigação diária e a cada 20 dias fertilizadas com formulado N-P-K (10-10-10), em casa de 

vegetação, desbaste feito 15 dias após emergência (DAE), deixando-se apenas três plantas/vaso. 

Para a formulação, o isolado de P. putida ‘Amana’ (VICENTINI, 2018) foi reativado em 

cultivo em erlenmeyers contendo 20 mL de meio de cultura Luria-Bertani (20 g L-1 de LB) 

líquido, mantidos a 28 ºC sob agitação a 190 rpm durante 16h e a concentração de bactérias 

ajustada para 6,2×108 UFC mL-1 (DO620 = 0,8), e posteriormente centrifugação por 15 minutos 

a 5000 rpm para separação da bactéria do meio LB e por escorrimento retirado o meio e 

acrescentada água autoclavada resultando na suspensão de bactérias. O formulado final líquido 

e homogêneo consistiu na adição de 800 ml da bactéria em suspensão (6,2×108 UFC mL-1) e 

200 g de bentonita (TING et al., 2010). 

Subsequentemente, com auxílio de um borrifador/pulverizador, foi efetuada a aplicação do 

agente de biocontrole (formulado e não formulado) até o total molhamento das plantas de trigo 

e levadas para a câmara de crescimento para receber o patógeno 7 dias depois. 
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O inóculo do patógeno PoTl foi obtido por indução de esporulação em 150 placas de Petri 

em meio de aveia (60 g L-1 de farinha de aveia, 15 g L -1 ágar) com adição de cloranfenicol e 

estreptomicina (50 mg mL-1 de cada), incubados por 15 dias a 25ºC e fotoperíodo de 12 horas, 

e foram utilizados os isolados 12.1.146, 12.1.207, 12.1.047, na mesma suspensão.  

O experimento foi estabelecido com a aplicação dos agentes de biocontrole às plantas de 

trigo aos 60 DAE, no estádio de espigamento, código 10,5 (ZADOCKS et al., 1974), 8 dias 

antes da inoculação do patógeno. Foram aplicados os seguintes tratamentos: (T1) Contole 

negativo; (T2) PoTl; (T3) Bentonita; (T4) P. putida ‘Amana’(suspensão)+ Bentonita; (T5) P. 

putida ‘Amana’+Bentonita(formulado)+PoTl. 

Após a inoculação do patógeno, as plantas foram colocadas em uma câmara de crescimento 

com nebulização por 24 horas sob temperatura de 25°C, umidade relativa ajustada para 70%, 

no escuro. Em seguida as plantas foram mantidas em câmara de crescimento por 7 dias nas 

mesmas condições e fotoperíodo ajustado para 12 horas. 

 

2.2.2. Avaliação da redução da severidade dos sintomas de brusone em espigas de trigo  

A avaliação dos sintomas de doença foi realizada 7 dias após a inoculação, fotografando-se 

digitalmente as plantas tratadas e determinando-se a área foliar infectada com o auxílio do 

software de análise de imagens Assess da APS (Assess: Image Analysis Software for Plant 

Disease Quantification, Department of Plant Science, University of Manitoba, Winnipeg, 

Manitoba, Canadá) (LAMARI, 2008).  

Os dados foram analisados aplicando-se o teste F, para detectar a significância do efeito de 

tratamentos, e o teste de Scott-Knott a 5% para a comparação entre médias. O experimento foi 

repetido uma vez.  

 

2.2.3. Avaliações de alterações morfológicas em espigas 

Avaliou-se as seguintes variáveis: 

a) Altura de plantas, definida como sendo à distância (cm) do nível do solo ao ápice da espiga;  

b) Tamanho de espigas (cm), determinado do ápice até a base da espiga;  

c) Grãos por espiga, obtido a partir da contagem do número de grãos em cada espiga de trigo; 

d) Massa total de grãos de trigo (g/parcela); 

e) Porcentagem de grãos chochos, obtido por meio do número percentual de grãos/espiguetas 

não desenvolvidos na espiga. 
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2.2.4. Avaliação fisiológica da atividade fotossintética em folhas utilizando IRGA 

A análise foi efetuada no quinto dia após a inoculação do patógeno, na folha bandeira de 

uma planta de cada tratamento, e obteve-se assim a taxa fotossintética líquida, a condutância 

estomática, a transpiração e a concentração de CO2 interno, utilizando-se o analisador de gás 

infravermelho (IRGA, modelo LI-6400XT Portable Photosynthesis System, LI-COR, Lincoln, 

USA)(Figura 6).  As análises foram realizadas com fonte de radiação fotossinteticamente ativa 

(PAR), em câmara fechada, fixada em 750 μmol de fótons m-2 s-1 (Blue + Red LED L1-6400-

02B, LI-COR, Lincoln, USA).  

 

Figura 14. Aparelho analisador de gás infravermelho (IRGA): parte do equipamento utilizado 

para a medição da taxa fotossintética líquida, da condutância estomática, da transpiração e da 

concentração de CO2 interno nas folhas de trigo.  

 

                                                       Fonte: próprio autor. 

 

2.2.5. Avaliação fisiológica em folhas para determinação do teor de clorofila 

Para quantificar o teor de clorofila ‘a’, ‘b’ e ‘a+b’, foi utilizado o método de extração com 

DMSO (HISCOX; ISRAELSTAM,1978), para esse processo foi coletada uma folha de cada 

parcela e cortada em tiras bem finas, pesados 0,250g, sendo colocado diretamente em tubos de 

ensaio. Após a pesagem de todas as amostras foi colocada a quantidade de 3,5 ml de DMSO 

nos tubos e levados ao banho maria por 30 minutos a 65°C, após isso as amostras foram 

colocadas imediatamente em ambiente escuro e no dia posterior feito a leitura em 

espectrômetro, visto que as leituras foram feitas nos comprimentos 663 e 645 nm. 

Os dados foram analisados aplicando-se o teste F, para detectar a significância do efeito de 

tratamentos, e o teste de Scott-Knott a 5% para a comparação entre médias.  
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2.2.6. Determinação da atividade enzimática de glucanase (GLU), peroxidase (POX) e 

quitinase (QUI), em dois tempos de coleta 48 horas e 72 horas, no experimento de 

bioformulado à base de Pseudomonas e bentonita 

Foram coletadas amostras de espigas dos tratamentos do experimento de avaliação da 

eficácia do bioformulado à base de bentonita Pseudomonas. Todas as amostras vegetais 

coletadas foram rapidamente congeladas com nitrogênio líquido e armazenadas em freezer a -

80º C. 

Um total de 200 mg de cada amostra foi macerado em almofariz com nitrogênio líquido. Ao 

macerado obtido foi adicionado 1 ml de tampão de extração (tampão fosfato de potássio 100 

mM, pH 6,8), homogeneizando-se e adicionando-se mais 1 ml do tampão, transferindo-se 

imediatamente para tubos tipo eppendorfs de 2 ml que foram mantidos em gelo até a 

centrifugação a 20.000 × g por 25 min, e posteriormente transferidos os sobrenadantes para 

outro tubo e congelados a -20ºC.  

As análises enzimáticas foram efetuadas com base em protocolos pelo método Bradford 

(1976) de extração de proteínas. Para esse processo de determinação da atividade enzimática 

de GLU (β-1,3-glucanase), POX (peroxidase) e QUI (quitinase) utilizou-se o tampão de reação 

acetato de sódio 50 mM, pH 5,0 (pH corrigido com ácido acético), laminarina: 4 mg.mL-1 e 

DNS (no momento do uso do DNS é adicionado metabissulfito de sódio e fenol). Para cada 100 

ml de DNS foram adicionados 140 µL de metabissulfito (35%) e 400 µL de fenol (50%). O 

metabissulfito e o fenol foram dissolvidos em água para serem adicionados apenas na hora do 

uso. 

Em um béquer de 1000 mL, adicionou-se 10 g de ácido dinitrosalicílico e 200 mL de água 

destilada. Com auxílio de uma barra magnética agita-se com aquecimento para dissolver o 

DNS. Acrescentou-se, então, 300 mL de solução de NaOH 2 M (preparada previamente). 

Esperou-se que todo o DNS fosse dissolvido e foi adicionado lentamente tartarato de sódio e 

potássio, sob agitação, com auxílio de uma espátula (podendo levar até 30 minutos para se 

completar o processo) e transferiu-se para balão. Armazenou-se em frasco âmbar coberto com 

papel alumínio, obrigatoriamente, e rotulou-se. 

Na mistura de reação (amostras) foram utilizados 57,5 μL de tampão para reação, 62,5 μL 

de substrato laminarina, 5 μL do extrato e 125 μL de DNS. Incubou-se de 30 a 60 min a 45°C, 

e após esse tempo adicionou-se o DNS e incubou-se por 10 a 15 min a 100°C, e parou-se a 

reação no gelo. As análises foram efetuadas em microplaca (volume final de 250 μL). A leitura 

de valores de absorbância foi efetuada em espectrofotômetro a 540 nm. Como controle, foi 
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utilizada a seguinte mistura de reação: 57,5 μL de tampão para reação, 62.5 μL de substrato 

laminarina, 5 μL do extrato de enzimas e 125 μL de DNS. Adiciona-se o DNS junto com a 

mistura antes de incubar por 30 a 60 min a 45°C. Incuba-se de 10 a 15 min a 100°C, e para-se 

a reação no gelo. 

O delineamento experimental foi o mesmo dos experimentos aos quais as amostras foram 

obtidas: em quatro blocos casualizados e réplica do experimento. Foi aplicado o teste F para 

análise de variância e o teste de Scott-Knott a 5% de significância para comparação de médias. 

 

2.3.0. Resultados e Discussão 

2.3.1. Teste de bioformulado a base de Pseudomonas e bentonita quanto ao potencial de 

redução da severidade da brusone em espigas de trigo 

Não houve diferença significativa entre réplicas dos experimentos (p ≥ 0,05), então para 

verificar o efeito de tratamentos, efetuou-se análise conjunta dos dois experimentos. Nessa 

análise conjunta, detectou-se diferenças significativas (p ≤ 0,05) entre tratamentos para as 

variáveis analisadas (Tabela 5). 
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Tabela 5. Súmula do quadro de ANAVA com os valores de Fc  e significância do Teste F para os experimentos com a cultivar IPR Catuara 

inoculadas ou não com Pyricularia oryzae linhagem Triticum (PoTl) e tratadas com o agente de biocontrole Pseudomonas putida Amana 

(formulado com bentonita), para as variáveis: severidade da brusone em espigas de trigo, taxa fotossintética líquida (TFL), clorofila a, clorofila b, 

clorofila a+b, altura de plantas, tamanho de espigas, grãos por espiga, massa total de grãos e porcentagem de grãos chochos. 

Fonte de variação Graus de 

liberdade 

severidade 

(%) 

TFL clorofila a clorofila b clorofila 

a+b 

altura de 

plantas 

(cm) 

tamanho 

de 

espigas 

(cm) 

grãos por 

espiga 

massa 

total de 

grãos 

(g/parcela) 

grãos chochos 

(%) 

Tratamento 4 4,151* 2,884* 1,564* 0,963* 2,549* 1,941 NS 2,289 NS 2,174* 2,156* 3,745* 

Réplica (1 e 2) 1 0,900 NS 0,120 NS 1,253 NS 3,316 NS 3,051 NS 0,809 NS 0,175 NS 0,223 NS 0,207 NS 0,126 NS 

CV(%):  128,90 29,19 20,58 65,21 21,08 8,22 10,66 24,45 24,48 35,64 

                                                                                                                                                                                                                                                                                     Fonte: próprio autor. 

*Significativo pelo teste F a p ≤ 0,05 e não significativo (NS). O experimento foi repetido uma vez. Combinaram-se as réplicas e efetuou-se a análise conjunta dos dados.
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Figura 15. Súmula do teste de média do experimento com a cultivar IPR Catuara inoculadas 

ou não com Pyricularia oryzae linhagem Triticum (PoTl) e tratadas com o agente de biocontrole 

Pseudomonas putida ‘Amana’ (formulado com bentonita), para as variáveis: severidade da 

brusone em espigas de trigo, taxa fotossintética líquida, clorofila a, clorofila b, clorofila a+b, 

altura de plantas, tamanho de espigas, grãos por espiga, massa total de grãos e porcentagem de 

grãos chochos.  

 

                                                                                                                                                                        Fonte: próprio autor. 

*As letras acima de cada boxplot indicam diferença significativa pelo teste Scott-Knott com p ≤ 0,05.  

 

O tratamento Amana+Bentonita+PoTl (T5) proporcionou redução significativa da 

severidade da brusone do trigo, diferindo significativamente do tratamento PoTl (T2) e do 

controle negativo, indicando que veicular a bactéria em bentonita foi essencial para o 

biocontrole do patógeno da brusone do trigo (WIYONO et al. 2008) (Figura 15-16). Diante do 
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exposto, a formulação de Pseudomonas putida Amana com bentonita será submetida ao 

processo de patenteamento. 

Figura 16. Espigas de trigo cv. IPR Catuara inoculadas ou não com Pyricularia oryzae 

linhagem Triticum (PoTl), e agente de biocontrole Pseudomonas putida Amana formulada em 

bentonita. 

 

                                                                                                                                              Fonte: próprio autor. 

Evidenciando-se alterações nos componentes de produção, houve diferença significativa 

(p≥0,05) nas variáveis grãos por espiga e massa total de grãos onde T5 

(Amana+Bentonita+PoTl) apresentando média maior em relação ao controle negativo e 

demonstrando que Pseudomonas associado a bentonita mesmo na presença de PoTl pode ter 

favorecido a produção de grãos (Figura 15). A argila bentonita é um material ideal que fornece 

proteção para as células de Pseudomonas contra condições ambientais adversas e tóxicas 

(GENTRY et al., 2004), beneficiando as células fornecendo grandes superfícies as quais atuam 

como uma unidade de sobrevivência eficaz para absorção e proteção de nutrientes quando 

expostos à luz solar (LUNSDORF et al., 2000). 
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Na avaliação de taxa fotossintética, houve diferença significativa (p≤0,05) entre tratamentos, 

e detectou-se média maior no tratamento T5 (Amana+Bentonita+PoTl), sendo a média deste 

diferente estatisticamente tanto do controle negativo (T1) quanto da testemunha inoculada com 

patógeno (T2). Quanto a clorofila a, clorofila b, e a+b, os tratamentos nas três variáveis não 

tiveram diferença estatística significativa, com excessão de Amana+Bentonita+PoTl (T5), que 

teve valor de média superior a todos os outros (Figura 15). 

 

2.3.2. Determinação da atividade enzimática de glucanase (GLU), peroxidase (POX) e 

quitinase (QUI), em dois tempos de coleta 48 horas e 72 horas, nos experimentos de 

bioformulado à base de Pseudomonas e bentonita 

Não houve diferença significativa entre réplicas dos experimentos (p ≥ 0,05). Da mesma 

forma, o efeito da interação tratamentos x réplicas foi não significativo (Tabela 6), indicando 

completa reprodutibilidade das observações, independente do experimento. Dessa forma, para 

verificar o efeito de tratamentos, efetuou-se análise conjunta dos dois experimentos. Nessa 

análise conjunta, detectou-se diferenças significativas (p ≤ 0,05) entre tratamentos quanto à 

atividade enzimática (Tabela 6). 

 

Tabela 6. Súmula dos Quadros de Análise de Variância com os valores de Fc e a significância 

do teste F dos dados de atividade enzimática de glucanase (GLU), peroxidase (POX) e quitinase 

(QUI), em dois tempos de coleta (48h e 72h) no experimento de bioformulado à base 

Pseudomonas e bentonita. 

Fonte de variação Graus de 

liberdade 

GLU/48 GLU/72 POX/48 POX/72 QUI/48 QUI/72 

Tratamento 4 1,872 NS 7,138 * 0,966 NS 3,791 * 4,506 * 3,050 * 

Réplica (1 e 2) 1 0,989 NS 1,489 NS 0,068 NS 0,160 NS 0,012 NS 0,619 NS 

Bloco 3 0,477 NS 1,303 NS 0,031 NS 0,643 NS 2,913 NS 2,899 NS 

tratamento*réplica 4 1,044 NS 0,480 NS 0,892 NS 1,323 NS 0,155 NS 0,859 NS 

CV (%):  68,67 64,35 71,27 48,26 205,09 126,03 

                                                                                                                                                                        Fonte: próprio autor. 

*Significativo pelo teste F a p ≤ 0,05 e não significativo (NS). O experimento foi repetido uma vez. Combinaram-

se as réplicas e efetuou-se a análise conjunta dos dados. 
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Figura 17. Súmula do teste de média do experimento com a cultivar IPR Catuara inoculadas 

ou não com Pyricularia oryzae linhagem Triticum (PoTl) e tratadas com o agente de biocontrole 

Pseudomonas putida ‘Amana’ (formulado com bentonita), para a atividade enzimática de 

glucanase (GLU), peroxidase (POX) e quitinase (QUI), em dois tempos de coleta (48h e 72h) 

no experimento de bioformulado à base de Pseudomonas putida ‘Amana’ e bentonita. 

 

Fonte: próprio autor. 

*As letras acima de cada boxplot indicam diferença significativa pelo teste Scott-Knott com p ≤ 0,05.  

 

As 72 horas pós-inoculação do patógeno a atividade enzimática (AE) de glucanase 

apresentou valores de médias estatisticamente iguais para todos os tratamentos exceto o 

tratamento 2 (PoTl) que teve média estatisticamente diferente dos demais indicando a maior 

atividade da enzima em estudo nesse tempo de coleta (Figura 17). A glucanase esteve em menor 

atividade no tratamento que continha o agente de biocontrole evidenciando que a planta foi 

protegida da infecção do patógeno e o sistema de defesa da planta não disparou (VAN LOON 

et al., 2006). 

Os resultados de peroxidase corroboram com glucanase no tempo 72h especificamente, 

onde também pode-se visualizar baixa atividade enzimática nos tratamentos com agente de 

biocontrole, T4 e T5 (Figura 17). A peroxidase atua na oxidação de compostos fenólicos que 

são tóxicos para patógenos como descrito por Sutic e Sinclair (1991), porém não se pode afirmar 
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que houve aumento da ação dessa enzima para proteger a planta no tratamento 2 (PoTl) porque 

não diferiu estatisticamente do controle negativo. 

Quanto a atividade enzimática da quitinase as 48 horas pós-inoculação não houve diferença 

significativa entre a testemunha inoculada somente com patógeno PoTl e o tratamento 5 

(Amana+Bentonita+PoTl), isso torna inconclusivo a eficácia do formulado nesse tempo de 

coleta. Já as 72 horas pós-inoculação houve um aumento expressivo na atividade enzimática no 

tratamento 2 diferindo significativamente do tratamento 5 que se manteve com valor de média 

igual estatisticamente ao controle negativo (Figura 17).  

Os resultados demonstram que houve redução da ação desta enzima pela presença dos 

microrganismos antagonistas que protegeram a planta da infecção do patógeno diminuindo a 

quantidade da doença e concluindo-se então que o mecanismo de defesa da planta não entrou 

em atividade e consequentemente a eficácia do bioformulado foi comprovada (VAN LOON et 

al, 2006). 

 

2.4.  Conclusão 

A formulação de P. putida isolado Amana em bentonita, aplicada na concentração de 108 

UFC.mL-1 reduziu consideravelmente a severidade da brusone (para 15%, apenas) em 

comparação à testemunha inoculada com patógeno.  

As enzimas em estudo, glucanase, peroxidase e quitinase, tiveram as 72 horas pós-

inoculação do patógeno, uma diminuição significativa de sua atividade enzimática nos 

tratamentos com biocontrole demonstrando redução da doença na planta.  

O agente antagonista em formulação com bentonita demonstrou alto potencial na redução 

da severidade da brusone do trigo em uma cultivar suscetível a doença viabilizando o  processo 

de patenteamento do formulado.  
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Capítulo 3: Potencial de formulado natural a base de Trichoderma e milheto no controle 

biológico da brusone do trigo cv. IPR Catuara 

Resumo 

Neste estudo buscamos determinar se um formulado natural a base de milheto e o fungo 

Trichoderma koningiopsis isolado Cachara é capaz de fazer biocontrole da brusone do trigo que 

tem como seu agente causal o fungo Pyricularia oryzae linhagem Triticum. Diversas espécies 

de Trichoderma têm o potencial de controlar patógenos de plantas do solo de forma mais eficaz 

do que produtos químicos. O uso desses fungos não é tão prejudicial ao meio ambiente como 

fungicidas químicos e estão presentes em grande quantidade em quase todos os solos agrícolas 

e em outros ambientes como madeira em decomposição, seu uso está sendo reconhecido 

mundialmente como uma alternativa em controle de doenças de plantas. De fato, empresas em 

todo o mundo estão envolvidas na produção de biopesticidas à base de microrganismos. A 

implementação do agente é a preparação de biomassa de alta contagem populacional com alto 

nível de viabilidade e vigor, ou seja, a formulação de agentes de controle biológico depende da 

produção de biomassa e manutenção da viabilidade no final do processo. Dessa forma 

objetivou-se especificamente: i. avaliar se o fungo Trichoderma koningiopsis Cachara 

associado a milheto tem potencial de biocontrole da brusone do trigo em condições de casa de 

vegetação; ii. determinar alterações morfo-fisiológicas em plantas de trigo em resposta ao 

agente de biocontrole; e iii. determinar a atividade enzimática em espigas de trigo após a 

aplicação dos agentes antagonistas e do patógeno Pyricularia oryzae linhagem Triticum. Nossa 

hipótese foi que este antagonista em sua versatilidade seria eficaz no manejo da brusone 

diminuindo significativamente a severidade da doença e seu impacto sobre a produção de trigo, 

e causaria alterações fisiológicas a nível de fotossíntese e atividade das enzimas de proteção. 

Trichoderma koningiopsis Cachara em formulação natural de milheto, na concentração de 109 

UFC.mL-1, controlou significativamente a doença demonstrando redução na severidade cerca 

de 50% comparado ao tratamento 2 (Milheto+PoTl) que apresentou 100% de severidade dos 

sintomas em espigas. Nas análises enzimáticas não houve diferença significativa entre 

tratamentos em nenhum tempo de coleta e para nenhuma das enzimas testadas. 

Palavras-chave: Trichoderma koningiopsis. Pyricularia oryzae. Milheto. Formulado. Triticum 

aestivum L. 
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Chapter 3: Potential of a natural formulation based on Trichoderma and millet in the 

biological control of wheat blast cv. IPR Catuara 

Abstract 

In this study, we sought to determine whether a natural millet-based formulation and the 

fungus Trichoderma koningiopsis isolated Cachara is capable of biocontrolling the wheat blast 

that has as its causal agent the fungus Pyricularia oryzae linhagem Triticum. Several species of 

Trichoderma have the potential to control soil plant pathogens more effectively than chemicals. 

The use of these fungi is not as harmful to the environment as chemical pesticides and they are 

present in large quantities in almost all agricultural soils and in other environments such as 

decaying wood, their use is being recognized worldwide as an alternative in plant disease 

control. In fact, companies all over the world are involved in the production of microorganism-

based biopesticides. The implementation of the agent is the preparation of high population count 

biomass with a high level of viability and vigor, that is, the formulation of biological control 

agents depends on the production of biomass and maintenance of viability at the end of the 

process. Thus, we specifically aim to: i. to evaluate whether the fungus Trichoderma 

koningiopsis Cachara associated with millet has the potential to biocontrol wheat blast under 

greenhouse conditions; ii. to determine morphophysiological changes in wheat plants in 

response to the biocontrol agent; and iii. to determine the enzymatic activity in wheat ears after 

the application of antagonist agents and the pathogen Pyricularia oryzae Triticum strain. Our 

hypothesis was that this antagonist in its versatility would be effective in the management of 

blast, significantly reducing the severity of the disease and its impact on wheat production, and 

would cause physiological changes in photosynthesis and activity of protective enzymes. 

Trichoderma koningiopsis Cachara in a natural millet formulation, at a concentration of 109 

CFU.mL-1, significantly controlled the disease, showing a reduction in severity of about 50% 

compared to treatment 2 (Milletto+PoTl) which presented 100% of symptom severity in ears . 

In the enzymatic analysis, there was no significant difference between treatments at any time 

of collection and for none of the tested enzymes. 

Keywords: Trichoderma koningiopsis. Pyricularia oryzae. millet. Formulated. Triticum 

aestivum L.  
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3.1. Introdução 

A maioria dos relatos sobre o uso de antagonistas para o controle de doenças induzidas por 

fungos fitopatogênicos apresenta Trichoderma spp. como um dos mais promissores entre os 

agentes de biocontrole (SILVA et al., 1999). Diversas espécies de Trichoderma têm o potencial 

de controlar patógenos de plantas do solo de forma mais eficaz do que produtos químicos. O 

uso desses fungos não é tão prejudicial ao meio ambiente como pesticidas químicos e estão 

presentes em grande quantidade em quase todos os solos agrícolas e em outros ambientes como 

madeira em decomposição, seu uso está sendo reconhecido mundialmente como uma 

alternativa em plantas controle de doenças (HARMAN et al., 2004). 

Espécies desse gênero vêm sendo utilizadas com sucesso no controle de fitopatógenos de 

solo, por serem capazes de proteger plantas por meio de diferentes mecanismos de ação 

(parasitismo, antibiose, competição e indução de resistência), e por colonizar eficientemente o 

substrato e o sistema radicular de várias espécies de plantas. Além disso, esse gênero está entre 

os microrganismos mais resistentes às toxinas e produtos químicos naturais e sintetizados pelo 

homem, capazes até mesmo de degradar alguns desses compostos, tais como hidrocarbonetos 

e pesticidas. Outra importante característica desse gênero é que muitas de suas linhagens são 

produtoras prolíficas de esporos e de poderosos antibióticos (WOO et al., 2006 citado por 

LUCON et al.).  

Singh et al. (2012) verificaram significativa maior porcentagem de germinação de sementes 

e menor severidade de brusone quando sementes de oito diferentes cultivares de arroz foram 

inoculadas com Trichoderma harzianum. A utilização de um pool de isolados de Trichoderma 

asperellum resultou em significativa supressão de brusone em folhas de arroz cultivar 

Primavera, e ainda aumento na matéria seca, comprimento de raízes, e nos níveis de ácido 

salicílico e jasmonato. Experimentos in vivo com brusone do arroz causada por Magnaporthe 

oryzae, onde isolados identificados como Trichoderma asperellum, reduziram a severidade nas 

folhas em 85% com aplicação curativa, mostrando assim biocontrole de M. oryzae por 

micoparasitismo, e que houve interferências nos mecanismos de antibiose pelo processo de 

infecção por M. oryzae (SOUZA et al. 2021); a utilização de Trichoderma harzianum em 

plantas de arroz com sintomas de Pyricularia grisea e Rhizoctonia solani mostraram eficácia 

antagônica e hiperparasitária do agente de biocontrole em estudo (PÉREZ et al. 2005).   

De fato, empresas em todo o mundo estão envolvidas na produção de biopesticidas à base 

de microrganismos (FRAVEL, 2005). A produção massal do agente de biocontrole constitui 

uma das etapas mais importantes no desenvolvimento de biofungicidas, sendo que o 
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impedimento mais crítico ao controle biológico é a falta de conhecimento de métodos para 

produção em massa e um sistema de entrega adequado de agentes de biocontrole (PAPAVIZAS, 

1985; GOMES et al., 2006).  

A implementação do agente é a preparação de biomassa de alta contagem populacional 

com alto nível de viabilidade e vigor, ou seja, a formulação de agentes de controle biológico 

depende da produção de biomassa e manutenção da viabilidade no final do processo 

(ADEKUNLE et al., 2001). Os fungos antagonistas devem ser facilmente cultivados em meios 

disponíveis e não serem exigentes em seus requerimentos nutricionais, possibilitando que 

grandes quantidades de inóculo possam ser preparados (WOOD; TVEIT, 1955). Com a 

finalidade de obter a produção de conídios de fungos em larga escala, tem se utilizado produtos 

vegetais de baixo custo, especialmente grão de arroz (LEITE et al., 2003). A eficácia do arroz 

parboilizado já foi constatada, por exemplo, por Borges Neto et al. (2004) para a obtenção de 

inóculo de Fusarium graminearum e Dicyma pulvinata (MELO, 2006). 

Dessa forma, objetivou-se especificamente:  

i. avaliar se o fungo Trichoderma koningiopsis Cachara associado a milheto tem potencial 

de biocontrole da brusone do trigo em condições de casa de vegetação;  

ii. determinar alterações morfo-fisiológicas em plantas de trigo em resposta ao agente de 

biocontrole; 

iii. determinar a atividade enzimática em espigas de trigo após a aplicação dos agentes 

antagonistas e do patógeno Pyricularia oryzae linhagem Triticum. 

 

3.2. Materiais e Métodos 

3.2.1. Experimento de bioformulado natural de milheto a base de Trichoderma 

koningiopsis ‘Cachara’ no biocontrole da brusone do trigo 

Para este estudo foi utilizado o agente de biocontrole Trichoderma koningiopsis ‘Cachara’, 

selecionado no experimento de eficácia de potenciais agentes de biocontrole. Neste 

experimento, foi avaliado o potencial do agente de biocontrole em reduzir a severidade de 

brusone em espigas de trigo cv. IPR Catuara (IDR Paraná / IAPAR), com pulverização das 

espigas das plantas utilizando suspensão de conídios ou esporos obtidos de formulação em 

milheto.   

Plantas de trigo cv. IPR Catuara foram cultivadas a partir da semeadura de cinco sementes 

em vasos com capacidade de 700 mL contendo substrato para plantas Topstrato HT Hortaliças, 

com irrigação diária e a cada 20 dias fertilizadas com formulado N-P-K (10-10-10), em casa de 

vegetação, desbaste feito 15 dias após emergência (DAE), deixando-se apenas três plantas/vaso. 
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Os grãos de milheto a serem utilizados como meio de crescimento e multiplicação do 

Trichoderma foram autoclavados e colocados em sacos plásticos envolvendo as bocas em cano 

de PVC e fita própria para autoclavagem, sendo o orifício tampado com algodão e papel 

alumínio. Depois de submetidos a esterilização em autoclave foram armazenados em 

refrigerador para posteriormente receber o inóculo de Trichoderma estabelecendo assim uma 

formulação natural para desenvolvimento do fungo, sendo os grãos de milheto meio e substrato 

para multiplicação do agente de biocontrole em larga escala (MENEZES et al, 2007). 

Para formulação natural em milheto, os isolados de Trichoderma koningiopsis (NUNES 

2019) (Tabela 1) foram reativados em BDA com cloranfenicol e estreptomicina e incubados a 

25 ºC por 7 dias, posteriormente, discos de micélio foram coletados utilizando cortador circular 

e depositados nos sacos contendo milheto onde ficaram por mais 7 dias crescendo, os saquinhos 

foram virados diariamente para melhor exposição à luz. A suspensão de conídios e esporos 

proveniente da produção do agente de biocontrole em milheto foi obtida retirando com água 

destilada e Tween 20 a 0,01% e foi calibrada utilizando-se câmara de Neubauer para cerca de 

109 conídios mL-1. 

O inóculo do patógeno PoTl foi obtido por indução de esporulação em 150 placas de Petri 

em meio de aveia (60 g L-1 de farinha de aveia, 15 g L -1 ágar) com adição de cloranfenicol e 

estreptomicina (50 mg mL-1 de cada), incubados por 15 dias a 25ºC e fotoperíodo de 12 horas, 

e foram utilizados os isolados 12.1.146, 12.1.207, 12.1.047, na mesma suspensão.  

O experimento foi estabelecido com a aplicação dos agentes de biocontrole às plantas de trigo 

aos 60 DAE, no estágio de espigamento, código 10,5 (ZADOCKS et al. 1974), 8 dias antes da 

inoculação do patógeno. Foram aplicados os seguintes tratamentos: (T1) Controle negativo; 

(T2) Milheto+PoTl; (T3) Milheto; (T4) Cachara+Milheto e (T5) Cachara+Milheto+PoTl. 

Após a inoculação do patógeno, as plantas foram colocadas em uma câmara de crescimento 

(Figura 4) com nebulização por 24 horas sob temperatura de 25°C, umidade relativa ajustada 

para 70%, no escuro. Em seguida as plantas foram mantidas em câmara de crescimento por 7 

dias nas mesmas condições e fotoperíodo ajustado para 12 horas. 

 

3.2.2. Avaliação da redução da severidade dos sintomas de brusone em espigas 

A avaliação dos sintomas de doença foi realizada 7 dias após a inoculação, fotografando-se 

digitalmente as plantas tratadas e determinando-se a área foliar infectada com o auxílio do 

software de análise de imagens Assess da APS (Assess: Image Analysis Software for Plant 

Disease Quantification, Department of Plant Science, University of Manitoba, Winnipeg, 

Manitoba, Canadá) (LAMARI 2008).  
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Os dados foram analisados aplicando-se o teste F, para detectar a significância do efeito de 

tratamentos, e o teste de Scott-Knott a 5% para a comparação entre médias. O experimento foi 

repetido uma vez.  

 

3.2.3. Avaliações de alterações morfológicas em espigas 

Avaliou-se as seguintes variáveis: 

a) Altura de plantas, definida como sendo à distância (cm) do nível do solo ao ápice da espiga;  

b) Tamanho de espigas (cm), determinado do ápice até a base da espiga;  

c) Grãos por espiga, obtido a partir da contagem do número de grãos em cada espiga de trigo; 

d) Massa total de grãos de trigo (g/parcela); 

e) Porcentagem de grãos chochos, obtido por meio do número percentual de grãos/espiguetas 

não desenvolvidos na espiga. 

 

3.2.4. Avaliação fisiológica para determinação do teor de clorofila em folhas 

Para quantificar o teor de clorofila ‘a’, ‘b’ e ‘a+b’, foi utilizado o método de extração com 

DMSO (HISCOX & ISRAELSTAM,1978), para esse processo foi coletada uma folha de cada 

parcela e cortada em tiras bem finas, pesados 0,250g, sendo colocado diretamente em tubos de 

ensaio. Após a pesagem de todas as amostras foi colocada a quantidade de 3,5 ml de DMSO 

nos tubos e levados ao banho maria por 30 minutos a 65°C, após isso as amostras foram 

colocadas imediatamente em ambiente escuro e no dia posterior feito a leitura em 

espectrômetro, visto que as leituras foram feitas nos comprimentos 663 e 645 nm. 

Os dados foram analisados aplicando-se o teste F, para detectar a significância do efeito de 

tratamentos, e o teste de Scott-Knott a 5% para a comparação entre médias. 

 

3.2.5. Determinação da atividade enzimática de glucanase (GLU), peroxidase (POX) e 

quitinase (QUI), em dois tempos de coleta 48 horas e 72 horas, no experimento de 

bioformulado à base de Trichoderma e milheto 

Foram coletadas amostras de espigas dos tratamentos do experimento de avaliação da 

eficácia do bioformulado natural a base de milheto e Trichoderma. Todas as amostras vegetais 

coletadas foram rapidamente congeladas com nitrogênio líquido e armazenadas em freezer a -

80º C. 

Um total de 200 mg de cada amostra foi macerado em almofariz com nitrogênio líquido. Ao 

macerado obtido foi adicionado 1 ml de tampão de extração (tampão fosfato de potássio 100 

mM, pH 6,8), homogeneizando-se e adicionando-se mais 1 ml do tampão, transferindo-se 
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imediatamente para tubos tipo eppendorfs de 2 ml que foram mantidos em gelo até a 

centrifugação a 20.000 × g por 25 min, e posteriormente transferidos os sobrenadantes para 

outro tubo e congelados a -20ºC.  

As análises enzimáticas foram efetuadas com base em protocolos pelo método Bradford 

(1976) de extração de proteínas. Para esse processo de determinação da atividade enzimática 

de GLU (β-1,3-glucanase), POX (peroxidase) e QUI (quitinase) utilizou-se o tampão de reação 

acetato de sódio 50 mM, pH 5,0 (pH corrigido com ácido acético), laminarina: 4 mg.mL-1 e 

DNS (no momento do uso do DNS é adicionado metabissulfito de sódio e fenol). Para cada 100 

ml de DNS foram adicionados 140 µL de metabissulfito (35%) e 400 µL de fenol (50%). O 

metabissulfito e o fenol foram dissolvidos em água para serem adicionados apenas na hora do 

uso. 

Em um béquer de 1000 mL, adicionou-se 10 g de ácido dinitrosalicílico e 200 mL de água 

destilada. Com auxílio de uma barra magnética agita-se com aquecimento para dissolver o 

DNS. Acrescentou-se, então, 300 mL de solução de NaOH 2 M (preparada previamente). 

Esperou-se que todo o DNS fosse dissolvido e foi adicionado lentamente tartarato de sódio e 

potássio, sob agitação, com auxílio de uma espátula (podendo levar até 30 minutos para se 

completar o processo) e transferiu-se para balão. Armazenou-se em frasco âmbar coberto com 

papel alumínio, obrigatoriamente, e rotulou-se. 

Na mistura de reação (amostras) foram utilizados 57,5 μL de tampão para reação, 62,5 μL 

de substrato laminarina, 5 μL do extrato e 125 μL de DNS. Incubou-se de 30 a 60 min a 45°C, 

e após esse tempo adicionou-se o DNS e incubou-se por 10 a 15 min a 100°C, e parou-se a 

reação no gelo. As análises foram efetuadas em microplaca (volume final de 250 μL). A leitura 

de valores de absorbância foi efetuada em espectrofotômetro a 540 nm. Como controle, foi 

utilizada a seguinte mistura de reação: 57,5 μL de tampão para reação, 62.5 μL de substrato 

laminarina, 5 μL do extrato de enzimas e 125 μL de DNS. Adiciona-se o DNS junto com a 

mistura antes de incubar por 30 a 60 min a 45°C. Incuba-se de 10 a 15 min a 100°C, e para-se 

a reação no gelo. 

O delineamento experimental foi o mesmo dos experimentos aos quais as amostras foram 

obtidas: em quatro blocos casualizados e réplica do experimento. Foi aplicado o teste F para 

análise de variância e o teste de Scott-Knott a 5% de significância para comparação de médias. 
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3.3. Resultados e Discussão 

3.3.1. Experimento de bioformulado a base de Trichoderma associado à milheto quanto 

ao potencial de redução da severidade da brusone em espigas de trigo 

Não houve diferença significativa entre réplicas dos experimentos (p ≥ 0,05), então para 

verificar o efeito de tratamentos, efetuou-se análise conjunta dos dois experimentos. Nessa 

análise conjunta, detectou-se diferenças significativas (p ≤ 0,05) entre tratamentos para as 

variáveis analisadas (Tabela 7). 
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Tabela 7. Súmula do quadro de ANAVA com os valores de Fc  e significância do Teste F para os experimentos com a cultivar IPR Catuara inoculadas 

ou não com Pyricularia oryzae linhagem Triticum (PoTl) e tratadas com o agente de biocontrole Trichoderma koningiopsis Cachara (formulação natural 

com milheto), para as variáveis: severidade da brusone em espigas de trigo, clorofila a, clorofila b, clorofila a+b, altura de plantas, tamanho de espigas, 

grãos por espiga, massa total de grãos e porcentagem de grãos chochos.  

 

Fonte de variação Graus de 

liberdade 

severidade 

(%) 

clorofila a clorofila b clorofila a+b altura de 

plantas 

(cm) 

tamanho 

de espigas 

(cm) 

grãos por 

espiga 

massa 

total de 

grãos 

(g/parcela) 

porcentagem 

de grãos 

chochos 

(%) 

Tratamento 4 18,261* 4,743* 1,366 NS 3,508* 1,222NS 2,140 * 3,403* 3,393* 3,084 NS 

Réplica (1 e 2) 1 1,084 NS 0,074 NS 0,005 NS 0,032 NS 0,291NS 0,123 NS 0,832 NS 0,869 NS 0,112 NS 

Bloco 3 1,055 NS 0,153 NS 0,337 NS 0,171 NS 0,630NS 0,749 NS 1,609 NS 1,615 NS 0,288 NS 

Tratamento*réplica 4 0,958 NS 2,147 NS 0,991 NS 1,821 NS 1,067 NS 0,613 NS 0,799 NS 0,779 NS 1,202 NS 

CV(%):  78,53 

 

31,25 

 

31,98 30,02 11,35 30,43 28,05 

 

28,14 25,15 

                                                                                                                                                                                                                                                                                     Fonte: próprio autor. 

*Significativo pelo teste F a p ≤ 0,05 e não significativo (NS). O experimento foi repetido uma vez. Combinaram-se as réplicas e efetuou-se a análise conjunta dos dados. 
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Figura 18. Súmula dos resultados do teste de média do experimento com a cultivar IPR Catuara 

inoculadas ou não com Pyricularia oryzae linhagem Triticum (PoTl) e tratadas com o agente 

de biocontrole Trichoderma koningiopsis Cachara (formulação natural com milheto), para as 

variáveis: severidade da brusone em espigas de trigo, clorofila a, clorofila b, clorofila a+b, altura 

de plantas, tamanho de espigas, grãos por espiga, massa total de grãos e porcentagem de grãos 

chochos.  

 

Fonte: próprio autor. 

*As letras acima de cada boxplot indicam diferença significativa pelo teste Scott-Knott com p ≤ 0,05.  

 

Na avaliação de severidade, o tratamento 5 (Cachara+milheto+PoTl) controlou 

significativamente a brusone ao se comparar com o tratamento milheto+PoTl (T2) (Figuras 18). 

O T2 provavelmente em função da solução de milheto em água autoclavada aplicada nesse 

tratamento pode ter favorecido a multiplicação do patógeno nas espigas pós-pulverização, por 

ser rica em nutrientes (Figura 18). Sousa et al. (2020) utilizaram T. asperellum como agente de 

biocontrole contra brusone do arroz e também observaram biocontrole nas folhas 
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independentemente da forma de aplicação dos isolados de Trichoderma em que todos os 

tratamentos suprimiram a severidade da brusone diferindo estatisticamente da testemunha 

inoculada somente com o patógeno. A formulação de Trichoderma koningiopsis Cachara 

associado a milheto será submetida ao processo de patenteamento. 

Figura 19. Espigas de trigo cv. IPR Catuara inoculadas ou não com Pyricularia oryzae 

linhagem Triticum (PoTl), e agente de biocontrole Trichoderma koningiopsis ‘Cachara’ 

associado ou não a milheto. 

 

                                                                                                                                     Fonte: próprio autor. 

Nota-se que a ‘clorofila a’ e ‘a+b’ foram afetadas pela presença do patógeno como 

demonstrado no baixo teor do pigmento em (T2), tratamento esse que não tinha nenhum agente 

de biocontrole da doença para diminuição de sintomas em folhas como o T5 

(Cachara+Milheto+PoTl). Houve diferença significativa entre tratamentos pelo teste de Scott-

Knott a 0,05%, onde os tratamentos ‘Cachara+Milheto’ e ‘Cachara+Milheto+PoTl’ foram 

estatisticamente iguais ao controle negativo, médias maiores, e diferiram da testemunha 

inoculada com o patógeno (T2) e de T3, que tiveram média estatisticamente iguais entre si 

(Figuras 18-19). Em experimento na cultura do arroz, utilizando Trichoderma asperellum como 

agente de biocontrole contra Magnaporthe oryzae, obteve-se resultados iguais para clorofila 

‘a+b’ (SOUSA et al. 2020). 
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Os componentes de produção tamanho de espiga, número de grãos por espiga e massa total 

de grãos apresentaram diferença significativa entre tratamentos, sendo que o tratamento 3 

(milheto) foi o único que diferiu dos demais e sua média menor que todos os outros (Figuras 

18-19). Assim como houve biocontrole eficaz na avaliação de severidade, nota-se que os 

tratamentos que receberam inoculação de patógeno não foram afetados morfologicamente e 

consequentemente não teve uma perda na produção tão significativa. A altura de plantas de 

trigo não apresentou diferença significativa entre tratamentos. 

Quanto a avaliação de grãos chochos não houve diferença significativa entre tratamentos, 

isso possivelmente pelo fato de que, além das lesões de proporções indefinidas na ráquis, o 

fungo pode causar pontos de infecção que bloqueiam a translocação de fotossintatos para a 

espiga, impedindo o enchimento dos grãos, tornando-os “chochos” e com baixo peso específico 

(GOULART, 2007).  

 

3.3.2. Determinação da atividade enzimática de glucanase (GLU), peroxidase (POX) e 

quitinase (QUI), em dois tempos de coleta 48 horas e 72 horas, nos experimentos de 

bioformulado à base de Trichoderma e milheto  

Não houve diferença significativa entre réplicas dos experimentos (p ≥ 0,05). Da mesma 

forma, o efeito da interação tratamentos x réplicas foi não significativo (Tabela 8), indicando 

completa reprodutibilidade das observações, independente do experimento. Efetuou-se a 

análise conjunta dos dois experimentos e nessa análise conjunta não se detectou diferenças 

significativas (p ≤ 0,05) entre tratamentos quanto à atividade enzimática (Tabela 8). 

Tabela 8. Súmula dos Quadros de Análise de Variância com os valores de Fc e a significância 

do teste F dos dados de atividade enzimática de glucanase (GLU), peroxidase (POX) e quitinase 

(QUI), em dois tempos de coleta (48h e 72h) no experimento de bioformulado à base de 

Trichoderma e milheto. 

Fonte de variação Graus de 

liberdade 

GLU/48 GLU/72 POX/48 POX/72 QUI/48 QUI/72 

Tratamento 4 0,670NS 1,891NS 2,608 NS 2,529 NS 0,682 NS 0,872 NS 

Réplica (1 e 2) 1 0,085 NS 2,012 NS 0,392 NS 0,080 NS 1,498 NS 2,763 NS 

Bloco 3 0,849 NS 3,555NS 0,858 NS 0,228 NS 1,550 NS 0,472 NS 

tratamento*réplica 4 2,484 NS 0,590 NS 0,345 NS 0,530 NS 0,224 NS 0,575 NS 

CV(%):  947,73 67,60 141,21 66,33 302,87 146,06 

                                                                                                                                                          Fonte: próprio autor. 

*Significativo pelo teste F a p ≤ 0,05 e não significativo (NS). O experimento foi repetido uma vez. Combinaram-

se as réplicas e efetuou-se a análise conjunta dos dados. 
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3.4. Conclusão 

Trichoderma koningiopsis Cachara em formulação natural de milheto, na concentração de 

109 UFC.mL-1 controlou significativamente a doença demonstrando redução na severidade 

cerca de 50% comparado ao tratamento 2 (Milheto+PoTl) que apresentou 100% de severidade 

dos sintomas em espigas de trigo. 

No experimento para avaliação de enzimas não houve diferença significativa entre 

tratamentos em nenhum tempo de coleta e para nenhuma das enzimas testadas. 

O agente antagonista em formulação natural no milheto demonstrou alto potencial na 

redução da severidade da brusone do trigo em uma cultivar suscetível a doença viabilizando o  

processo de patenteamento do formulado.  
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