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Resumo — O fungo Macrophomina phaseolina, agente causal da podriddo-de-carvao-do-milho, in-
fecta mais de 500 espécies de plantas e é capaz de permanecer viavel no solo por muitos anos.
No milho, o patégeno causa danos que levam a perdas de até 25 sacas por hectare. Diante da
dificuldade de manejo da doenca, o objetivo deste trabalho foi selecionar e testar potenciais anta-
gonistas para o biocontrole de M. phaseolina em milho. In vitro, avaliou-se a compatibilidade entre
cepas de antagonistas. Em campo, o hibrido MG447 foi semeado na safrinha de 2024, na fazenda
Invernadinha, no municipio de Paraiso, TO. O delineamento experimental foi de blocos ao acaso,
com quatro repeticdes. As parcelas possuiam quatro linhas de 5 m, com 0,5 m de espagamento
entre linhas e média de 65 mil plantas/ha. Os tratamentos foram: T1 (Bacillus spp. cepa 1); T2
(Bacillus spp. cepa 2); T3 (Paenibacillus spp. cepa 3); T4 (Pseudomonas spp. cepa 4); T5 (Bacillus
spp. cepa 5); T6, T7 e T8 (Actinomiceto cepa 6, 7 e 8 respectivamente); T9, T10, T11, T12 e T13
(Trichoderma spp. isolados 9, 10, 11, 12 e 13 respectivamente); T14 (testemunha inoculada apenas
com o patdégeno); e T15 (testemunha néo inoculada). Os antagonistas foram inoculados via trata-
mento de sementes, e o0 patdgeno foi inoculado pelo método do palito. Quarenta e dois dias apds
a inoculagao do patégeno, realizou-se coleta de colmo para atribuicdo de notas de severidade de
doencga por meio de escala diagramatica. Os resultados foram submetidos a andlise de variancia
e as médias dos tratamentos foram agrupadas pelo teste de Scott-Knott (P<0,05). As médias de
severidade diferiram em trés grupos. O tratamento T15 apresentou a menor média (1,56), seguido
de T10 (5,33). As maiores médias foram T11 (7,9) e T14 (7,73). Os tratamentos T1, T2, T3, T5, T10
e T12 integram o grupo com a menor média de severidade doenga de colmo (média do grupo =
6,01). Das combinacbes testadas entre cepas, observou-se que o isolado 4 (Pseudomonas spp.)
foi incompativel com todos os demais e o isolado que apresentou maior compatibilidade foi o 3
(Paenibacillus spp), sendo incompativel apenas com o isolado 4 (Pseudomonas spp.). Portanto
combinacdes envolvendo a cepa 3 se mostraram promissoras para o biocontrole de M. phaseolina.

Termos para indexacgéo: Zea mays, bioinsumo, controle bioldgico.

Abstract — The fungus Macrophomina phaseolina, the causal agent of charcoal rot in corn, infects
more than 500 plant species and is capable of remaining viable in the soil for many years. In corn,
the pathogen causes damage leading to losses of up to 25 bags per hectare (approximately 1,500
kg/ha). Given the difficulty in managing the disease, the objective of this study was to select and test
potential antagonists for the biocontrol of M. phaseolina in corn. In vitro, the compatibility between
antagonist strains was evaluated. In the field, the MG447 hybrid was sown in the safrinha (second
season) of 2024, at the Invernadinha farm, in the municipality of Paraiso, State of Tocantins, Brazil.
The experimental design was a randomized block design with four replications. The plots consisted
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of four 5-meter rows, with 0.5 m spacing between rows and an average of 65,000 plants/ha. The
treatments were: T1 (Bacillus spp. strain 1); T2 (Bacillus spp. strain 2); T3 (Paenibacillus spp. strain
3); T4 (Pseudomonas spp. strain 4); T5 (Bacillus spp. strain 5); T6, T7, and T8 (Actinomycete strains
6, 7, and 8 respectively); T9, T10, T11, T12, and T13 (Trichoderma spp. isolates 9, 10, 11, 12, and
13 respectively); T14 (Inoculated control, with pathogen only); T15 (Non-inoculated control). The
antagonists were inoculated via seed treatment and the pathogen was inoculated using the toothpick
method. Forty-two days after pathogen inoculation, stover collection was performed to assign disease
severity scores using a diagrammatic scale. The results were subjected to analysis of variance
and the treatment means were grouped by the Scott-Knott test. The severity means differed into
three groups. Treatment T15 presented the lowest mean (1.56), followed by T10 (5.33). The highest
means were T11 (7.9) and T14 (7.73). Treatments T1, T2, T3, T5, T10, and T12 composed the group
with the lowest mean stalk rot disease severity (group mean = 6.01). Of the strain combinations
tested, it was observed that isolate 4 (Pseudomonas spp.) was incompatible with all others, and the
isolate that presented the highest compatibility was 3 (Paenibacillus spp.), being incompatible only
with isolate 4 (Pseudomonas spp.). Therefore, combinations involving strain 3 proved promising for
the biocontrol of M. phaseolina.

Index terms: Zea mays, bioinput, biological control.

Introducao

Macrophomina phaseolinaé um fungo patégeno de solo pertencente afamilia Botryosphaeriaceae,
considerado um dos mais importantes patdégenos de plantas presentes em paises tropicais e sub-
tropicais, de clima arido e semiarido (Bernardes, 2023). O patégeno possui potencial para infectar
mais de 500 espécies de plantas, dentre elas, culturas que tém elevado valor agronémico, como
milho, sorgo, soja, algodéo e outras diversas (Gupta et al., 2012; Mendoza et al., 2015). Essa carac-
teristica faz com que a rotagao de culturas seja ineficiente para a reducao do potencial de indculo
do fungo.

O cultivo de milho (Zea mays L.) esta entre as mais importantes atividades agricolas desenvolvi-
das em todo o mundo, uma vez que a cultura se estabeleceu como carro-chefe de grandes cadeias
de producao, seja no ramo da nutricdo humana e animal, seja na industria quimica, farmacéutica e
de combustiveis (Kang et al., 2023).

No milho, a M. phaseolina causa a doenga conhecida como podriddo-de-carvao, responsavel
por grandes perdas nos sistemas de produgcao em todo o mundo. O estado do Tocantins tem re-
velado a necessidade de atengdo a doencga, frente a elevada ocorréncia e ao grande potencial de
perdas para a regido, especialmente em periodos mais secos (Costa et al., 2019).

Diante da dificuldade de se empenhar medidas efetivas de controle a M. phaseolina, bem como
sua agressividade e danos causados a cultura do milho, é de extrema importancia a condugao de
pesquisas, cujo objetivo seja o estabelecimento de tecnologias e estratégias alternativas para o
controle do patdégeno (Santos et al., 2010). Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi estudar a
compatibilidade entre potenciais antagonistas a M. phaseolina e testar em campo o desempenho
desses isolados, visando o controle bioldgico da podridao-de-carvao na cultura do milho.

Por apresentar informacgdes inéditas e atualizadas sobre a viabilidade técnica de manejo da
podridao-de-carvao (M. phaseolina), apresentando uma forma de manejo ecologicamente correta e
sustentavel de um dos principais patdégenos que afetam inumeras culturas agricolas de importancia
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social e econdmica para o Brasil, este trabalho contribui para o atendimento do Objetivo de Desen-
volvimento Sustentavel - ODS 2 da Agenda 2030 proposta pela Organizagcdo das Nacdes Unidas
ONU: Objetivo 2. Acabar com a fome, alcangar a seguranga alimentar e melhoria da nutri¢cdo e pro-
mover a agricultura sustentavel, mais especificamente para com a meta 2.4:

Até 2030, garantir sistemas sustentaveis de produgado de alimentos e implementar praticas agricolas resilien-
tes, que aumentem a produtividade e a produgdo, que ajudem a manter os ecossistemas, que fortalegam a
capacidade de adaptagao as mudangas climaticas, as condi¢gdes meteorologicas extremas, secas, inundagdes
e outros desastres, e que melhorem progressivamente a qualidade da terra e do solo (Nagdes Unidas, 2024).

Material e métodos

Teste de Compatibilidade

O teste foi conduzido no Laboratério de Fitopatologia da Embrapa Pesca, Aquicultura e Sistemas
Agricolas, no municipio de Palmas, TO. Para a analise de compatibilidade, foram selecionadas 8
cepas de bactérias antagonistas (cepas 1, 2 e 5 - Bacillus spp.; cepa 3 - Paenibacillus; cepa 4
- Pseudomonas; cepas 6, 7 e 8 - Actinomicetos) pertencentes a Colegao de Microrganismos da
Embrapa Milho e Sorgo (Sete Lagoas, MG). O critério para a selecdo das cepas foi seu desempe-
nho nos ensaios in vitro (pareamento e compostos volateis) realizados previamente no Laboratério
de Fitopatologia, que comprovaram o antagonismo a M. phaseolina.

Os microrganismos foram cultivados em meio liquido TSB (Trypticase Soy Broth) e mantidos por
48 horas em agitacao a 140 rpm e temperatura de 28 °C. Em seguida, padronizaram-se as suspen-
sbes das cepas para a concentragao de 108 UFC/ml, através de espectrofotometria.

Para avaliar a compatibilidade, todas as cepas foram combinadas entre si formando 28 pares.
Em cada teste, os pares foram adicionados em placas de Petri contendo meio TSA (Tryptic Soy
Agar) através de dois meétodos diferentes de aplicagdo. A primeira cepa aplicada pelo método de
espalhamento, em que foram depositados na placa de Petri 100 pl da sua suspensdo, seguida
do espalhamento com alga de Drigalski; em conseguinte, foi utilizado o método em gotas para a
aplicagao da segunda cepa, sendo depositadas trés gotas de 20 pl (cada) sobre o primeiro isolado
espalhado na placa.

O método de espalhamento tem a finalidade de fazer com que o isolado figue amplamente
distribuido sobre a placa de Petri, e 0 método em gotas objetiva a concentracdo em uma regiao
especifica da placa, permitindo que sejam identificadas as interagdes locais e se ha a ocorréncia
de inibicdo de crescimento entre dois isolados. Desse modo, cada uma das 28 combinagdes de
antagonistas foi testada de duas maneiras diferentes, alternando os métodos de aplicagao entre os
isolados de cada par. Portanto, o ensaio contou com 56 tratamentos e trés repeticdes, totalizando
168 placas. Apods 5 dias de preparo do teste, as placas foram avaliadas quanto ao crescimento dos
microrganismos e a formacao de halos de inibi¢ao.

Teste de Tratamento de Sementes

O experimento foi conduzido na area experimental da Embrapa Pesca, Aquicultura e Sistemas
Agricolas, localizada na Fazenda Invernadinha, coordenadas geograficas 10°11°09” S € 48°41’12” W,
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no municipio de Paraiso do Tocantins, TO. O plantio foi realizado na safrinha de 2023, com o hibri-
do K7510, em raz&o da baixa resisténcia a M. phaseolina, e os tratos culturais seguiram o padréo
da fazenda.

O delineamento experimental foi de blocos ao acaso com quatro repeticdes. As parcelas foram
constituidas por quatro linhas de 5 metros, com 0,5 m de espagamento entre linhas e média de 65
mil plantas/ha. Foram consideradas como area util da parcela somente as duas linhas centrais,
sendo as duas linhas laterais definidas como borda.

Os antagonistas foram obtidos da cole¢cao de microrganismos da Embrapa Milho e Sorgo. A ino-
culacdo das sementes foi realizada com oito diferentes cepas de bactérias e cinco isolados de
fungo. Os tratamentos foram constituidos por: T1 - sementes tratadas com Bacillus (cepa 1); T2
- Bacillus (cepa 2); T3 - Paenibacillus (cepa 3); T4 - Pseudomonas (cepa 4); T5 - Bacillus (cepa 5);
T6 - actinomiceto (cepa 6); T7 - actinomiceto (cepa 7); T8 - actinomiceto (cepa 8); T9 - Trichoderma
(isolado 9); T10 - Trichoderma (isolado 10); T11 - Trichoderma (isolado 11); T12 - Trichoderma (iso-
lado 12); T13 - Trichoderma (isolado 13); T14 - testemunha inoculada com M. phaseolina; e T15
- testemunha nao inoculada.

Para o preparo do indculo das bactérias antagonistas, as cepas foram cultivadas em meio li-
quido LB + sais (Luria Bertani), no intuito de estimular a esporulagédo. Os microrganismos foram
mantidos por 48 horas em agitacao a 140 rpm e temperatura de 28 °C. As suspensdes foram padro-
nizadas a concentracao de 108 UFC/ml, através de espectrofotometria. Os indculos dos isolados de
fungo foram preparados com agua estéril e padronizados a concentragdo de 106 esporos/ml, pela
contagem de esporos com Camara de Neubauer.

Para o tratamento de sementes, foram empregados 2 ml de suspensao padronizada e 1 g de
biomafix para 100 g de sementes. O tratamento de sementes foi feito no dia anterior ao plantio.
Ainoculacdo de M. phaseolina foi realizada em todos os tratamentos, com excecao do tratamento
15 (testemunha nao inoculada), 42 dias apds o tratamento de sementes. O patégeno foi inoculado
nas plantas pelo método do palito, por raspagem de placas de Petri com cultivo do fungo. As plantas
do tratamento T15 (testemunha nao inoculada) receberam a inser¢ao de palitos estéreis.

Para a avaliacdo de severidade, os colmos de todos os tratamentos foram cortados entre o en-
tren6 da base e o entrend de inser¢do da espiga e levados ao Laboratério de Fitopatologia, onde
foram abertos com cortes longitudinais para avaliagdo da extensdo das lesées, a partir da escala
diagramatica estabelecida por Nicoli et al. (2015). Os dados foram submetidos a analise de varian-
cia e as médias dos tratamentos foram agrupadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Resultados e discussao

No teste de compatibilidade, todas as placas foram avaliadas quanto ao padrao de desenvolvi-
mento dos microrganismos combinados. A incompatibilidade foi detectada através da formacéao de
halos de inibigdo no entorno dos isolados aplicados pelo método em gotas. Observou-se que o iso-
lado 4 foi incompativel com todos os demais. O antagonista que apresentou maior compatibilidade
foi o isolado 3, sendo incompativel apenas com o isolado 4 (Tabela 1).

Lutz et al. (2004) reforcaram a importédncia da combinacao entre microrganismos a fim de se
potencializar o efeito de biocontrole almejado, porém € essencial que esses microrganismos sejam
capazes de exercer uma atuagdo complementar, e ndo promovam antagonismo entre si.
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Tabela 1. Resultado do teste de compatibilidade entre cepas antagonistas a M. phaseolina avaliados por meio do método
de espalhamento e método de gotas. O sinal positivo (+) indica compatibilidade entre a combinagéo e o sinal negativo (-)
indica incompatibilidade. Laboratério de Fitopatologia, Palmas, TO, 2023.

Cepas 1* 2 3 4 5 6 7 8
1 + + - + + - -
2 + + - + + - -
3 + + - + + + +
4 - - - - - - -
5 + + + - - - -
6 + + + - - + +
7 - - + - - + +
8 - - + - - + +

*Valores acima da diagonal referem-se ao método de espalhamento.
** Valores abaixo da diagonal referem-se ao método de gotas.

No teste de tratamento de sementes, foram observados trés grupos de médias de severidade
que se diferenciaram estatisticamente. A menor média foi obtida com a testemunha n&o inoculada.
O segundo grupo foi constituido por quatro cepas e dois isolados, entre eles Bacilus, Paenibacillus
e Trichoderma. Ja o terceiro grupo, foi formado por oito tratamentos, entre eles a testemunha inocu-
lada com o patogeno (Tabela 2).

Tabela 2. Médias de severidade de podridao-de-carvao (Macrophomina phaseolina) em tratamento de sementes de milho
com diferentes cepas de antagonistas e avaliados nos entrends acima do inoculado. Fazenda Invernadinha, Paraiso do
Tocantins, TO, 2023.

Tratamento Média de severidade
T15 1,56 a
T10 5,33b
T1 5.80b
T5 6.05b
T2 6.05b
T3 6.30 b
T12 6.55b
T8 7.02¢
T4 7.06 c
T13 7.26 ¢
T6 7.28¢
T9 7.37c
T7 7.50 ¢
T14 7.73¢c

T11 7.90c
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As trés maiores médias de severidade foram obtidas pelos tratamentos T11 (7,9) T14 (7,7325) e
T7 (7,5). Ja as trés menores médias de severidade foram expressas nos tratamentos T15 (1,5625),
T10 (5,3325) e T1 (5,8) (Tabela 2).

Conclusoes

Das combinagbes testadas entre cepas antagonistas, catorze mostraram-se potencialmente
promissoras para utilizagado no controle biolégico de doengas de plantas, apontando um possivel
efeito sinérgico que devera ser comprovado com experimentos futuros conduzidos em condi¢des
de campo. No tratamento de sementes, as cepas 1, 2, 3 e 5, e os isolados 10 e 12 reduziram a
severidade de doenga de colmo. Os resultados servem como referéncia para trabalhos futuros, que
possibilitarao a formulacdo de um bioproduto para o controle de M. phaseolina na cultura do milho.
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