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RESUMO

O estagio foi realizado nas dependéncias da Embrapa Trigo, em Passo Fundo - RS,
durante o periodo de 13 de junho a 21 de outubro de 2022. O principal objetivo foi atuar na
busca por microrganismos endofiticos de grdos e sementes de trigo para controle biologico de
Fusarium graminearum, agente etiologico de giberela, além de vivenciar a rotina de um centro
de pesquisa e acompanhar outras atividades realizadas. Durante o tempo de estagio, foram
desenvolvidos experimentos que objetivavam a busca por conhecimento da ecologia
microbiana de trigo, bem como adequacgfes para a metodologia utilizada. Ao final, foram
obtidos resultados promissores no controle da giberela, sendo necessério a continuagcdo dos

estudos, além da agregacdo de conhecimentos e experiéncias laboratoriais proprias.

Palavras-chave: controle bioldgico, Gibberella zeae, ecologia microbiana.
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1. INTRODUCAO

A produgéo brasileira de trigo na safra 2021/2022 foi de 7,7 milhdes de toneladas,
aproximadamente, sendo o consumo interno no ano de 2022 na ordem de 12,3 milhdes de
toneladas (CONAB, 2022a). O Rio Grande do Sul (RS) produziu cerca de 45% desse montante,
se destacando no mercado nacional, que continua a crescer devido ao melhoramento genético,

possibilitando o cultivo em vérias regides (IBGE, 2021b).

Porém, devido as condi¢Ges meteoroldgicas, muitas doengas acometem a producao de
trigo, causando prejuizos econdmicos significativos, como é o caso da giberela. O controle desta
doenca ainda é um desafio para a cultura do trigo, pois ndo se tem cultivares resistentes e a
aplicacdo de fungicidas € ineficiente por conta da dificuldade de atingir diretamente o agente
etiolégico (FERNANDES; TIBOLA, 2011; SANTANA et al.,, 2014; MACHADO, 2016;
SANTANA et al., 2020). Por essa razdo, a busca por novos métodos de controle é necesséria.
Nesse sentido, o conhecimento da ecologia microbiana endofitica € fundamental para o
entendimento dos microrganismos presentes e sua importancia, atraves da identificacdo e
caracterizacdo como organismos benéficos, fitopatdgenos e/ou agentes controladores
(AZEVEDO et al., 2000).

Assim, o desafio para encontrar um novo controle para a giberela em trigo foi o tema
do estagio, realizado na Embrapa Trigo, em Passo Fundo - RS, entre 13 de junho e 21 de outubro
de 2022, totalizando 540 horas. A unidade estd localizada na regido norte do RS, a qual se
destaca pela producdo de trigo, sendo fundamental para a pesquisa agropecuaria do pais. A
importancia da pesquisa para uma agricultura mais sustentavel, aliada a motivacdo de fazer
pesquisa, foram os topicos decisivos para a escolha do estagio, contando com a experiéncia

prévia em bolsas de iniciacdo cientifica em laboratorios.

Dessa forma, os objetivos principais do estagio foram: 1) atuar na busca por
microrganismos endofiticos de gréos, em diferentes estadios de maturagéo, e sementes de trigo;
e 2) fazer a purificagdo e armazenagem, alem de acompanhamento de experimentos de
biocontrole dos microrganismos contra Fusarium graminearum, agente etiologico da giberela.
Somando-se a isso, também houve o acompanhamento da instituicdo de pesquisa e o auxilio

em outras atividades.



2. CARACTERIZACAO DO MUNICIPIO DE PASSO FUNDO-RS

2.1 ASPECTOS SOCIOECONOMICOS

Localizado no norte do RS, na mesorregido Noroeste Rio-grandense, Passo Fundo é o
municipio de referéncia para a regido (Figura 1), com uma populacéo estimada de 206 mil
habitantes, aproximadamente, e com éarea total de 784 km? (IBGE, 2021a). Conforme a
Associacdo Comercial, Industrial, de Servigos e Agronegdécio de Passo Fundo (ACISA, [2019]),
a base econdémica do municipio se relaciona aos setores de agropecudria, COmercio e servicos,
destacando-se como polo de referéncia para educacédo e salde. A renda per capita € na ordem
de 49 mil reais (IBGE, 2021a). Em 2018, a area plantada foi de, aproximadamente, 47 mil
hectares, sendo 86% da area cultivada com soja, e destaque para pecuaria com a cria¢do de 12
mil cabecas de gado (SEBRAE, 2019).

Figura 1 - Mapa da localizacdo da regido de Passo Fundo-RS.

Fonte: ABREU (2006).

2.2 ASPECTOS EDAFOCLIMATICOS

De acordo com a classificacdo de Koppen, o municipio se enquadra no clima subtropical
umido (Cfa), com verdes quentes e chuvas distribuidas durante o ano. Quanto ao relevo, Passo
Fundo possui, de modo geral, colinas suaves e arredondadas (“coxilhas”), esculpidas em rochas
vulcanicas bésicas da Formacdo Serra Geral (PASSO FUNDO, 2009). A vegetacdo
predominante é aquela pertencente a Floresta Ombrofila Mista, mais conhecida como mata de
araucaria, com areas que se misturam a savanas. Segundo o Sistema Brasileiro de Classificacdo
de Solos (SiBCS), a maioria dos solos da regido séo classificados como Latossolo Vermelho,

caracterizados como solos profundos, bem drenados, porosos e de coloragdo avermelhada. S&o



solos naturalmente acidos, que com as préticas de calagem e adubagdo apresentam alto
potencial para producdo agropecuéria (EMBRAPA, 2018).

3. CARACTERIZA(}AO DA EMPRESA EMBRAPA TRIGO

A Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria (EMBRAPA) foi criada em 1973, pelo
Ministério de Agricultura, Pecuéria e Abastecimento, com o intuito de desenvolver tecnologias
para a agricultura e a pecuaria nacional. Através dos principios de exceléncia na pesquisa,
eficiéncia e qualidade da producao, sustentabilidade ambiental, aspectos sociais e parcerias, a
Embrapa busca garantir a seguranca alimentar e melhorias no mercado de alimentos, fibras e
energia (EMBRAPA, [20173]).

Dentre as 47 unidades descentralizadas, a Embrapa Trigo foi criada em 1974, em Passo
Fundo-RS, por ser um centro de grande relevancia na regido de producéo do trigo. A unidade é
responsavel pela geracdo, adaptacdo e difusdo de tecnologias mediante trabalhos de pesquisa
na area triticola. Busca inovacBes para o aumento da rentabilidade de modo sustentavel e
preservando 0s recursos naturais e a biodiversidade. Os projetos de pesquisa estdo divididos em
trés nudcleos: Nucleo de Melhoramento e Biotecnologia, Nucleo de Manejo e Nutricdo de

Plantas e Nucleo de Protecdo de Plantas.

A Embrapa Trigo possui uma infraestrutura composta por quinze casas de vegetacao,
quatro blocos de telados, além de dez laboratérios de diversas areas e um Banco Ativo de
Germoplasma (BAG), que contém materiais genéticos de trigo, cevada, aveia, triticale e
centeio. Além disso, possui dois campos experimentais: um junto a sede em Passo Fundo-RS e
outro na cidade de Coxilha-RS, contando também com o Nucleo Avancado de Pesquisa e
Transferéncia de Tecnologia para Trigo Tropical, em Uberaba-MG (EMBRAPA, [2017b]).

O Laboratorio de Fitopatologia conta com quatro pesquisadores diretos, duas analistas,
um auxiliar de laboratério, um técnico agricola e um assistente de campo, além de uma equipe
geral de suporte para as casas de vegetacdo e campo. Compondo o grupo, o laboratorio contava
com dois estagiarios, uma bolsista de iniciagéo cientifica e dois alunos de pds-graduacéo.
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4. REFERENCIAL TEORICO

4.1 TRIGO

O trigo (Triticum aestivum L.) pertence a familia Poaceae, originaria de cruzamentos de
espécies silvestres, endémica da regido proxima aos rios Tigre e Eufrates, na Asia, entre 10 e
15 mil anos a.C. Chegou no Brasil em 1534, na capitania de Sao Vicente. Porém, o clima quente
dificultou o seu desenvolvimento, voltando a ser cultivado no século XVIII no Rio Grande do
Sul, seguido por uma dizimacdo dos trigais no século seguinte. Contudo, no inicio do século
XX, o trigo voltou a se expandir pelo RS, juntamente com &reas do Parana (PR), onde se
concentram as maiores producdes atualmente (SCHEEREN; CASTRO; CAIERAO, 2015;
ABITRIGO, 2019; CONAB, 2017).

Na safra 2020/2021, a produ¢do mundial de trigo foi de 774,55 milhdes de toneladas,
com as maiores producdes localizadas na Unido Europeia, seguida por China, india, RUssia,
Estados Unidos e Ucrania (USDA, 2022). O Brasil fica na posicdo de décimo sexto maior
produtor, com uma producdo estimada para a safra 2022/2023 acima de 9,5 milhdes de
toneladas, porém ainda necessitando de importagdo para suprir a demanda interna (CONAB,
2022b).

A producdo de trigo na regido sul do Brasil corresponde a mais de 90% da producéo
nacional (CONAB, 2022a). No entanto, ha uma tendéncia significativa de expansao das areas
de cultivo para as demais regides do pais. Por conta de questbes historicas de implantacdo e
condicdes climaticas, a expressividade do trigo pode ser justificada nos estados do RS e do PR
(SOUZA; VIEIRA FILHO, 2020). Sdo mais de 2,7 milhdes de hectares de area plantada desta
cultura, chegando a uma produtividade média de 3.320 kg/ha no estado (CONAB, 2022b).

4.2 GIBERELA DO TRIGO

Devido as condi¢cbes ambientais, o trigo na regido sul pode ser afetado por diversas
doengas, que vao acarretar perdas econdmicas. Doencas causadas por virus, bactérias e
principalmente por fungos sdo destacadas para esta cultura. Para doencas virdticas, pode-se
citar o nanismo-amarelo (Barley yellow dwarf virus) e 0 mosaico-comum (Wheat stripe mosaic
virus); enquanto para as bacterioses, a estria-bacteriana (Xanthomonas translucens pv.
undulosa) e a queima da folha (Pseudomonas syringae pv. syringae) sao as mais comuns. As
doencas fungicas sdo os principais problemas fitopatoldgicos para a cultura, se destacando

diversas, como o mal do pé (Gaeumannomyces graminis var. tritici), oidio (Blumeria graminis
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f. sp. tritici), ferrugem da folha (Puccinia triticina), mancha-amarela (Drechslera tritici-
repentis), mancha-marrom (Bipolaris sorokiniana), brusone (Pyricularia oryzae) e giberela

(Fusarium graminearum) (LAU et al., 2020).

As enfermidades causadas por fungos podem ser encontradas desde o inicio do
desenvolvimento até o espigamento, devido as condic¢bes climaticas e predisposi¢cdo do
hospedeiro. As condi¢cdes favoraveis para as diversas doencas fungicas sdo distintas, logo,
devido a amplitude da meteorologia do sul, pelo menos uma das doengas é detectada na safra.
Precipitagdes, temperatura e umidade, ao longo das suas variagdes, sdo condigdes para que 0S
patdgenos se desenvolvam nas lavouras de trigo, causando perdas de produtividade e qualidade.
Os danos sdo variaveis, devido as condi¢des do ambiente e eficiéncia da medida de controle
empregada (PICININI; FERNANDES, 1995; LAU et al., 2020).

A giberela é a principal doenga fangica que ocorre nos trigais do sul do pais, de acordo
com Lima (2020), afetando as espigas e os graos de trigo. E causada pelo fungo Gibberella zeae
(Schw.) Petch. Na forma assexuada seu anamorfo € Fusarium graminearum Schw. Periodos
de chuvas prolongados, com mais de 48 horas ininterruptas, e temperaturas entre 20 e 25 °C,
sdo condicdes ideais para o desenvolvimento da doenca na lavoura. Em épocas mais secas,
como em anos de La Nifia, a giberela ndo é problema para areas triticolas do sul; porém, em
anos de EI Nifio, a temperatura e a pluviosidade acima da média favorecem a ocorréncia. Esta
doenca ataca a planta a partir da espiga. Logo, periodos de primavera com chuvas e
temperaturas mais elevadas, coincidem com a presenca de giberela no espigamento do trigo
(LIMA, 2004; LIMA, 2020).

Na espiga, os sintomas de giberela sdo de facil identificacao, pois sdo pontos localizados
em uma ou mais espiguetas, que podem progredir para o restante da espiga (PICININI;
FERNANDES, 1995). As espiguetas apresentam cor esbranquicada ou cor de palha, além do
desvio da direcdo normal das aristas. Os grdos atacados sdo chochos, enrugados, de coloracao
branco-rosada a pardo-clara. Sinais como coloragdo salmdo em espiguetas verdes, em
decorréncia da producdo de macroconidios de F. graminearum ou a formagéo de pontuacdes
escuras em residuos vegetais mortos, que sdo 0s peritécios de G. zeae, sdo caracteristicos de
giberela (LIMA, 2004). Ainda, de acordo com Lima (2004), alguns sintomas de brusone
(Pyricularia oryzae (Cooke) Sacc) séo confundiveis com o de giberela, principalmente quando
a espiga toda de trigo é afetada, pois para brusone, a partir do ponto de infeccéo, o restante da

espiga fica de coloragdo esbranquicada.
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Os graos de trigo afetados por giberela geram reducdes na produtividade de gréos, pois
estes sdo eliminados, em grande parte, no momento da colheita junto com a palha. Além da
perda de quantidade, a qualidade dos gréos também pode ser afetada, podendo levar a producao
de micotoxinas, principalmente do tipo desoxinivalenol, influenciando na qualidade dos
derivados do trigo (FERNANDES; TIBOLA, 2011; LAU et al., 2011; LIMA, 2020).

4.3 MANEJO VISANDO AO CONTROLE

As medidas de controle da giberela ndo sdo 100% eficazes, além do fato de que nédo
existem cultivares com resisténcia completa para esta doenca (REUNIAO DA COMISSAO
BRASILEIRA DE PESQUISA DE TRIGO E TRITICALE, 2020). A adocdo de um conjunto
de praticas para o controle se faz necessaria para reduzir as perdas pela doenca, porém sao de
pouca eficiéncia: rotacdo de culturas e tratamento de sementes sdo ineficazes, assim como

resisténcia genética, época de semeadura e tratamento com fungicidas (LIMA, 2020).

O controle quimico é a alternativa principal para diminuir a doenca no campo. No
entanto, mesmo com aplicacbes de fungicidas a giberela é capaz de produzir micotoxinas no
trigo, devido a sua presenca significativa sobretudo em periodos favoraveis (LIMA, 2020).
Fatores como a desuniformidade na emergéncia de espigas e anteras nas plantas de trigo e na
distribuicdo das gotas da pulverizacdo com fungicida e atraso de aplicacdo do fungicida por
condi¢cdes meteoroldgicas desfavoraveis sdo justificativas para a baixa eficacia do controle
quimico em campo (DEUNER et al., 2011; SPOLTI; DEL PONTE, 2013). Dentre 0s
ingredientes ativos dos fungicidas, destacam-se trifloxistrobina, protioconazol, carbendazim e
bixafen, que apresentam as melhores respostas no controle de giberela (SANTANA et al., 2021;
2022).

O controle bioldgico pode ser uma opcéo diante da ineficiéncia dos demais manejos de
controle para as doencas. Dentre os biocontroladores mais utilizados na pesquisa e a campo,
destacam-se os fungos dos géneros Trichoderma e Gliocladium, e 0s géneros de bactérias como
Bacillus e Pseudomonas (ZUCCHI; MELO, 2009; GRIGOLETTI JUNIOR; SANTOS; AUER,
2000). Na cultura do trigo, ja séo relatados diversos manejos consolidados de pragas com
antagonistas biologicos, enquanto para doencas sdo poucos relatos (SALVADORI; PEREIRA,;
VOSS, 2006).

Um antagonista bioldgico deve apresentar caracteristicas de biocontrolador, como

eficiéncia em baixas concentragdes, genética estavel, habilidade em sobreviver em condicGes
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adversas, baixa exigéncia nutricional, tolerancia aos agrotoxicos, compatibilidade com
controles fisicos e quimicos, ndo ser patogénico ao ser humano, possibilidade de
armazenamento, aléem de outros. Porém, é necessario saber a natureza do patdgeno a ser
controlado, pois 0 antagonista podera se demonstrar controlador in vitro e a campo néo, devido
ao hospedeiro ndo ser colonizado (ZUCCHI; MELO, 2009; GRIGOLETTI JUNIOR,;
SANTOS; AUER, 2000; BETTIOL, 1991).

De acordo com o relato de Reis (1989), bactérias do género Pseudomonas, que foram
isoladas da rizosfera natural de trigo, mostraram ser promissoras na supressdo de
Gaeumannomyces graminis var. tritici, causadora do mal-do-pé em trigo. Microrganismos
endofiticos podem atuar como controladores de pragas e doencas, assim como beneficiadores
de crescimento vegetal (AZEVEDO et al., 2000). Segundo Sala et al. (2005; 2007; 2008),
bactérias diazotroficas endofiticas isoladas de trigo, podem ser benéficas, de forma individual
ou interagindo com outros microrganismos, no crescimento vegetal, no acimulo de nitrogénio

na planta e na produtividade.

Dessa forma, o isolamento de microrganismos endofiticos de graos e sementes de trigo
que compdem as comunidades microbianas, assim como a sua caracterizacao, séo fundamentais

na busca de isolados candidatos a controladores de doencas, como a giberela em trigo.

5. ATIVIDADES REALIZADAS

As atividades desenvolvidas durante a execucdo do estdgio foram realizadas nas
dependéncias da Embrapa Trigo, em grande parte no Laboratério de Fitopatologia, sendo
visitados outros laboratérios também, como o Laboratério de Solo e o Laboratério de
Biotecnologia. Além disso, eram efetuados acompanhamentos de experimentos em casas de
vegetacdo. Ressalta-se que a metodologia abaixo relatada possui uma sequéncia, em funcédo da

obtencdo de resultados, por meio de testes para adequar a metodologia final.

5.1 ISOLAMENTO DE MICRORGANISMOS DE SEMENTES DE TRIGO

Para realizar o isolamento de microrganismos endofiticos de sementes de trigo, foram
utilizados quatro materiais genéticos distintos, denominados de T1, T2, T3 e T4, oriundos do
BAG da Embrapa Trigo. O isolamento foi realizado com trés repeti¢Bes, em duas etapas: pré-

germinacdo das sementes e o isolamento de fato.
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Em camara de fluxo laminar, as sementes passaram por assepsia, sendo 1 min em etanol
70%, seguido por 2 min em hipoclorito de sédio 2%, em seguida 1 min em alcool 70%,
novamente, e por fim dois enxagues em agua destilada e autoclavada (Figura 2A e Figura 2B).
Foram coletados 2 mL da agua do segundo enxague em microtubos, de cada tratamento, para
ser utilizada como tratamento controle de assepsia. Utilizaram-se 25 sementes em cada
tratamento. Em seguida, as sementes foram colocadas em placas Gerbox com papel mata borréo
previamente hidratado, sendo dispostas 5 sementes por placa, totalizando 5 placas Gerbox em
cada tratamento (Figura 2C e Figura 2D). As placas estavam esterilizadas em formol, e
momentos antes da instalacao, foram colocadas sob luz ultravioleta. As placas de Gerbox foram
colocadas em sala de incubagdo, com temperatura de 24 °C e fotoperiodo de 12 horas, por

quatro dias.

Figura 2 — Processo de assepsia e disposi¢do em caixas Gerbox. A) Recipientes contendo etanol 70%,
hipoclorito de s6dio 2%, alcool 70% e &gua destilada e autoclavada. B) Enxague em &gua destilada e
autoclavada. C) Disposi¢ao das sementes nas caixas Gerbox. D) 5 sementes dispostas. Fonte: O autor.

Com a agua de enxague coletada, foi montado o tratamento de controle. Para isso,
utilizou-se trés placas de Petri contendo meio de cultura NA (Nutriente-Agar com fungicida
benomyl) e trés placas de Petri contendo meio de cultura BDA (Batata-Dextrose-Agar com
bactericida estreptomicina). Foram pipetados 100 uL da agua de enxague em cada placa de
Petri, sendo espalhado com o auxilio de uma alga de Drigalski. Posteriormente, as placas foram
levadas para sala de incubacdo também, sendo avaliadas 48 horas depois.

Apds quatro dias, as sementes de trigo foram retiradas da sala de incubacdo e foram
levadas para a camara de fluxo para seguir com o processo de isolamento. Utilizando uma
balanca de precisdo maxima de 250 g e minima de 10 mg, pesou-se 7 sementes de cada
tratamento, excluindo as que apresentavam algum crescimento microbiano, e para o0 processo
de trituracdo foi utilizado pistilo e almofariz, adicionando uma solugdo na proporcao 1:9 (p/v)
do material vegetal sobre a solu¢do PBS (Phosphate-bufferid saline - solucéo salina utilizada
para fazer diluicGes de materiais) (Figura 3A). Apos a homogeneizacdo do material triturado,
foram realizadas diluices seriadas: a diluicdo 10 consiste no material triturado no almofariz,

a diluicdo 1072 consiste na solucdo de 100 pL da diluicdo 10 em 900 pL de solucéo PBS, e a
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diluicdo 107 consiste na solugdo de 100 pL da diluicdo 102 em 900 pL de solugdo PBS. Para
montagem do experimento, em cada diluicdo foram realizadas trés repeticGes (I, 11 e 111), em
dois meios de cultura, citados anteriormente (NA com fungicida e BDA com bactericida),
pipetando-se 100 pL de material em cada placa de Petri e espalhando com auxilio de uma al¢a
de Drigalski (Figura 3B), totalizando 18 placas por tratamento. Apo6s 72 horas, foi realizada a
contagem do nimero de unidades formadoras de colénias (UFC), conforme metodologia de
Azevedo et al. (2014), de bactérias ou fungos que cresceram nas placas, e através da
visualizacao, foram purificados 0os microrganismos que se encontravam isolados nas placas.
Para purificagdo, buscou-se coletar fragmentos das colnias que estavam de maneira isolada na
placa, evitando que fosse coletado mais de um isolado, e colocados em placas contendo meio

de cultura para o crescimento de cada organismo purificado.

Figura 3 — Processo de trituragdo das sementes de trigo e espalhamento do material em placa de Petri. A)
Almofariz e pistilo utilizados para triturar. B) Alca de Drigalski para espalhar o material. Fonte: O autor.

Destaca-se que os meios de cultura utilizados foram escolhidos por meio da preferéncia
por cada grupo de microrganismo, onde fungos tém desenvolvimento superior em meio de
cultura BDA, sendo adicionado bactericida ao meio para inibir o crescimento de bactérias, e as
bactérias tém preferéncia de crescimento em meio de cultura NA, adicionando-se fungicida

para inibir o crescimento de fungos.

5.2 ISOLAMENTO DE MICRORGANISMOS DE GRAOS DE TRIGO - TESTE DE
ASSEPSIA

Para verificar possiveis interferéncias no processo de assepsia, realizou-se um
experimento testando o processo, utilizando-se grdos de trigo. Os mesmos quatro materiais
genéticos de trigo utilizados no isolamento de sementes de trigo, advindos do BAG, estavam
sendo cultivados em casa de vegetacéo, para serem utilizados nos experimentos de isolamentos

de gréos de trigo.
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Dessa forma, foram coletadas duas espigas de trigo do T1, que estavam no estadio 7 de
desenvolvimento, segundo a escala fenoldgica de Zadoks et al. (1974). Em camara de fluxo
laminar, foram separados 10 grdos de cada espiga para cada tratamento (com assepsia ou sem
assepsia), pesados e calculou-se o volume de PBS. Para o tratamento com assepsia, procedeu-
se da seguinte forma: 10 segundos em etanol 70%, seguido por 10 segundos em hipoclorito de
sodio 2%, em seguida 10 segundos em &lcool 70%, novamente, e por fim dois enxagues em
agua destilada autoclavada (1 minuto cada). Para o tratamento sem assepsia, realizou-se
somente dois enxagues em agua destilada e autoclavada. Em ambos os casos, coletou-se 2 mL

da agua do segundo enxague para verificar o controle da assepsia.

Seguiu-se para o processo de trituracdo, com a solucdo PBS calculada em funcéo do
peso [proporcao 1:9 (p/v)], ndo sendo realizada as demais diluicdes. Em seguida, pipetou-se
100 pL do material triturado e homogéneo em trés placas de Petri contendo meio de cultura NA
com fungicida e trés placas de Petri contendo meio de cultura BDA com bactericida. Fez-se o
mesmo processo para a agua de enxague coletada, e posteriormente todas as placas foram

levadas para sala de incubacdo, sendo avaliadas e descartadas ap6s 20 dias de instalacao.

5.3 TESTE DE MEIO DE CULTURA NUTRIENTE-AGAR, COM E SEM BENOMYL
Devido a observacao de problemas no crescimento dos isolados de bactérias, tanto dos
isolados de sementes de trigo quanto de uma colecao de bactérias existentes no laboratorio, fez-
se um teste em meio de cultura NA com e sem fungicida (benomyl). Neste caso, cresceu-se 0s
isolados bacterianos em meio de cultura NA liquido, sem benomyl, por 48 horas. Em seguida,
pipetou-se 100 pL, do material crescido, em placas de Petri contendo meio de cultura NA com

fungicida e sem fungicida, uma de cada, e avaliou-se em 48 horas.

5.4 ISOLAMENTO DE MICRORGANISMOS DE GRAO DE TRIGO

Como citado anteriormente, 0s quatro materiais genéticos utilizados nos experimentos
estavam sendo cultivados em casa de vegetacdo. A parte principal do experimento é o
isolamento de microrganismos endofiticos de grdos de trigo, em trés estadios fenologicos
diferentes (7, 8 e 9, de acordo com a escala de Zadoks, exemplificado na Figura 4) dos 4
materiais genéticos. Logo, eram feitas visitas frequentes a casa de vegetacdo para observagdo
dos estddios fenologicos das plantas de trigo, para realizacdo do isolamento no periodo

adequado.
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Os quatro materiais genéticos continuaram com a mesma denominacao (T1, T2, T3 e
T4), sendo realizados trés isolamentos por tratamentos com a seguinte denominagéo para as trés
repeticdes utilizadas: J, K e L para o isolamento em estadio 7; L, M e N para isolamento em

estadio 8; e G, H e | para isolamento em estadio 9.
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Figura 4 - Estadios fenoldgicos de graos de trigo, de acordo com a escala de Zadoks. A) Escala 7. B) Escala 8.
C) Escala 9. Fonte: O autor.

Para os isolamentos nos estadios 7 e 8, em casa de vegetacdo, foram coletadas 3 espigas
por cada repeticao (letras). No laboratorio, foram coletados 10 gréos por espiga, totalizando 30
grdos para cada repeticdo (Figura 5A). Estes grdos foram pesados, e posteriormente feito o
calculo da solucéo de PBS, na mesma proporc¢édo citada no item 5.1 (1:9). Ja em camara de
fluxo, os gréos passavam por processo de assepsia da seguinte forma: 10 segundos em etanol
70%, seguido por 10 segundos em hipoclorito de sédio 2%, em seguida 10 segundos em alcool
70%, novamente, e por fim dois enxagues em agua destilada autoclavada (1 minuto cada). Eram

coletados 2 mL da agua do segundo enxague para compor o tratamento testemunha.

J& para os isolamentos no estadio 9, foram coletadas 3 espigas por repeticdo. Em
laboratdrio, coletava-se 10 grdos por espiga e estes foram submetidos a duas etapas: pré-

germinacdo dos graos e o isolamento de fato, de acordo com a metodologia citada no item 5.1

Apdbs a assepsia ou pré-germinacdo, os graos foram triturados com o auxilio de um
pistilo e almofariz, com o volume de PBS previamente calculado (Figura 5B e Figura 5C). Ap0s
a homogeneizacdo do material triturado, foram realizadas diluicdes seriadas, como citado no
item 5.1. Em cada diluicdo foram realizadas trés repeticdes (I, 11 e I11), utilizando o meio de
cultura BDA sem o bactericida e 0 NA sem o fungicida. Em cada placa de Petri foram pipetados
100 pL da solucdo de cada diluicdo (Figura 5D), espalhando com o auxilio da alca de Drigalski.
A agua do segundo enxague também foi pipetada para as placas de Petri contendo os dois tipos
de meios, e em seguida todas as placas eram levadas para sala de incubacdo. As placas
permaneceram por 20 dias, posteriormente foi realizado a contagem das unidades formadoras

de coldnias (UFC) de bactérias e fungos, e feito a purificacdo dos microrganismos.
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Figura 5 — Preparo do material para isolamento de microrganismos de gréos de trigo. A) Coleta de grdos em
espigas de trigo. B) Trituracdo do material. C) Almofariz e pistilo usados para trituragdo. D) Pipetagem da
solucéo em placas de Petri. Fonte: O autor.

Importante destacar que foram feitos quatro isolamentos, antes do resultado do teste

relatado no item 5.3. Por isso, a denominacdo com as letras do alfabeto ndo esta em ordem,
devido aos dois isolamentos feito no T1 e T2, em estadio 7, denominado as repeticoes de A, B
e C; e aos outros 2 isolamentos realizados em T1 e T2 também, em estadio 8, denominado as

repeticdes de D, E e F.

5.5 ARMAZENAMENTO DOS ISOLADOS DE BACTERIAS E FUNGOS

Apos a purificagdo, os microrganismos foram armazenados em diferentes métodos, para
assegurar a sua viabilidade no tempo. Os isolados de fungos foram crescidos em meio de cultura
BDA, e posteriormente colocados fragmentos do meio de cultura, contendo o fungo, em
microtubos com &gua destilada e autoclavada, duas repeticbes em cada isolado, sendo
registrados e armazenados em geladeira. Outra forma de armazenamento foi por meio de tubos
contendo meio de cultura BDA inclinado. O fungo foi crescido no proprio tubo, vedado com
uma bucha de algodao, em duas repeti¢des, registrado, e mantido em sala de incuba¢do. Quando
atingiu o crescimento necessario, fez-se a vedacdo do algoddo com papel parafilm e colocado

na geladeira para armazenar.

Ja os isolados de bactérias foram armazenados em trés métodos. No primeiro método,
cresceu-se o0s isolados em tubos de meio de cultura NA liquido, por 48 horas, e em seguida
foram pipetados 900 uL do meio contendo as bactérias para um microtubo, contendo 900 pL
de glicerol 60%, sendo realizadas duas repeti¢des, registrados e armazenados em freezer a -20
°C. Outro método consiste no crescimento dos isolados em tubos de rosca com meio de cultura
NA sdlido, inclinado, por 48 horas e posteriormente foi preenchido o tubo até 1 cm acima do
meio de cultura com 6leo mineral 100%, seguido para armazenagem em geladeira, com duas
repeticbes cada e registrados. O terceiro método baseia-se no crescimento dos isolados de

bactérias também em tubos com meio de cultura NA inclinado, porém vedados com buchas de
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algodéo, sendo estes registrados, com duas repeticOes, crescidos em 48 horas e posteriormente
vedados com papel parafilm e colocados na geladeira.

5.6 BIOENSAIOS COM OS ISOLADOS ENDOFITICOS

Com os isolados registrados e armazenados, montava-se o teste de biocontrole contra
F. graminearum. Para este experimento, foram utilizadas duas repeti¢fes, em placas de BDA
sem bactericida. Inicialmente, colocava-se o isolado, seja ele fungo ou bactéria, em uma
extremidade da placa (Figura 6A), distante 1 cm da borda, e deixava-os crescer por 48 horas,
em sala de incubacdo (Figura 6C e Figura 5D). Decorrido o tempo, colocava-se um fragmento
de F. graminearum no lado oposto da placa de Petri (Figura 6B), distante 1 cm da borda, e
ambas voltavam para sala de incubacdo. O tempo de duracdo foi observado através da placa
controle, onde é posto para crescer um fragmento de F. graminearum sozinho, e quando
completasse o crescimento na placa, o teste deveria ser encerrado. Durante o periodo de
incubacéo, as placas eram fotografadas e ao final foi feito o registro se o antagonismo foi

positivo ou negativo, e fotografado novamente.

Figura 6 — Preparo dos bioensaios. A) Disposicéo do isolado bacteriano na extremidade da placa. B) Colocacéo
de um fragmento de F. graminearum na outra extremidade. C) Crescimento do isolado de fungo ap6s 48 horas.
D) Crescimento bacteriano apos 48 horas. Fonte: O autor.

5.7 OUTRAS ATIVIDADES

5.7.1 Laboratorio de Solos

Além das atividades realizadas no Laboratério de Fitopatologia, foi feito o
acompanhamento de analises de solos, no Laboratério de Solos da unidade. Foram
acompanhadas as etapas de destilacdo e titulacdo para analise de nitrogénio total, nitrato e
amonio de acordo com Tedesco et al. (1995), além do preparo de amostras para as analises, e
leitura de micronutrientes segundo as normas da CQFS-RS/SC (2016). Para ambas as
atividades, foi utilizado vestimentas adequadas pela periculosidade dos reagentes, sempre com

a presenca de um funcionario do laboratorio.
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5.7.2 Laboratorio de Biotecnologia

No Laboratdrio de Biotecnologia, foram acompanhados os processos de extracdo de
DNA de bactérias e PCR, com tentativas e ajustes no método. Neste laboratorio, além das
atividades acompanhadas, foi realizado um treinamento de seguranga em laboratdrio, visto que
se utiliza reagentes toxicos e OGM (Organismos Geneticamente Modificados).

5.7.3 Experimentos com Brusone

No laboratério, além da pesquisa com F. graminearum, trabalhava-se com Pyricularia
grisea, que causa a doenca chamada de Brusone em trigo. Foi realizado o acompanhamento e
auxilio em experimentos que testaram o deslocamento de fungicidas em folhas e espigas de

trigo. Além do auxilio na producdo de indculos de P. grisea (Figura 7).

"‘w

Figura 7 — Etapas da instalacdo do experimento. A) Aplicacdo de fungicida em folhas. B) Pincel utilizado para
aplicar a solucédo de fungicida. C) Inoculacdo de P. grisea em folhas. D) Inoculacéo de P. grisae em espigas.
Fonte: O autor.

5.7.4 Verificagdo da viabilidade do bioinsumo Trichoderma sp. produzido on farm

No Laboratorio de Fitopatologia, foi instalado um experimento que testou a viabilidade
do bioinsumo a base de Trichoderma sp., que € produzido na propriedade de um produtor rural
da regido. Neste teste, havia cinco tratamentos, sendo eles: 1) agua utilizada para producéo, 2)
48 horas de incubacdo de Trichoderma, 3) indculo utilizado para multiplicacéo, 4) 96 horas de
inoculacédo de Trichoderma, 5) 196 horas de incubacéo de Trichoderma. Nos tratamentos 2, 4
e 5, foram realizadas cinco diluigBes seriadas, onde a dilui¢do 10 consiste na solugdo de 100
UL do material recebido em 900 pL de 4gua destilada e autoclavada, a diluicdo 1072 consiste na
solugdo de 100 pL da diluigdo 10"t em 900 pL de agua destilada e autoclavada, e assim por
diante; no tratamento 1, ndo foi realizado nenhuma diluigéo; e no tratamento 3 foram realizadas
trés diluicOes seriadas. Foram pipetados 100 pL de cada dilui¢do de cada tratamento em placas
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de Petri, com dois meios de cultura (BDA e NA), em uma Unica repetigdo. Estas placas foram

levadas para sala de incubacéo, sendo avaliadas no periodo de 20 dias, o numero de UFC.

5.7.5 Experimentos de resisténcia de Phytophthora sojae em soja

A soja € uma das outras culturas estudadas na Embrapa Trigo, devido a sua importancia,
principalmente para estudos de resisténcia a doencas. Foi acompanhando a instalacdo de
experimentos que testaram a resisténcia de genes para a podriddo radicular de P. sojae em soja.
Foram acompanhados os processos de preparo do indculo, inoculacdo e visualizacdo de
resultados. Os testes realizados foram: resisténcia completa através do teste do palito (Figura
8B), utilizada para selecdo de gendtipos de soja resistentes; resisténcia completa através do teste
de injecdo: as linhagens de soja sao inoculadas através de introducdo de macerado de micélio
na haste da planta (Figura 8A); e resisténcia parcial através do método da camada de micélio
em substrato para cultivo (Figura 8C e Figura 8D) (COSTAMILAN; CLEBSCH, 2016).

Figura 8 — Experimentos de resisténcia em soja. A) Introdug¢do do macerado de micélio de P. sojae na haste de
soja. B) Palitos introduzidos na haste das plantas. C) Colocagdo da camada de micélio no substrato. D) Sementes
de linhagem de soja para cultivo. Fonte: O autor.

5.7.6 Atividades rotineiras de laboratério

Foi realizado o auxilio em atividades laboratoriais, desde a organizacdo de vidrarias,
preparos de meio de cultura (BDA e NA), de solugdes (alcool 70%, PBS e entre outros), além
da esterilizacdo de materiais. Somando-se a isso, foram produzidos diversos protocolos de
atividades que foram realizadas no laboratério. Ainda, foram realizadas manutengdes de

colecdes existentes e armazenadas no laboratdrio.

5.7.7 Participagdo em eventos

Durante o periodo de estagio, ocorreu, no dia 13 de setembro, a XVII Mostra de
Iniciacdo Cientifica e XIV Mostra de Pds-graduacéo da Embrapa Trigo, onde foi submetido um
trabalho, em forma de resumo, com a ajuda do Pesquisador Anderson Ferreira e da Pesquisadora

Maria Imaculada Pontes Moreira Lima, além da analista do laboratério Claudia Cristina
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Clebsch, a ser publicado posteriormente (ver Apéndice 1). Além disso, acompanhou-se as
apresentacdes dos trabalhos escolhidos.

Somando-se a isso, palestras e treinamentos foram realizados na unidade, contando com
a participacdo de estudantes, bolsistas e estagiarios. Os temas abordados tem relagdo com o uso
de bioinsumos, biotecnologia no melhoramento de trigo e doengas (giberela).

6. DISCUSSAO

O controle quimico faz parte do manejo integrado da giberela, porém mesmo com
resultados de experimentos que testam os fungicidas, a eficiéncia deste método é baixa
(SANTANA et al., 2021, 2022). Por isso, a busca por novas alternativas de controle é
fundamental. A utilizacdo de microrganismos endofiticos para estudo de suas caracteristicas, e
possiveis usos, estdo sendo relatados cada vez mais na literatura, como preveé Sala et al. (2005),

sobre a presenca de isolados bacterianos em trigo.

De acordo com Okunishi et al. (2005), no estudo sobre a ecologia microbiana de
sementes de Oryza sativa, mesma familia botanica do trigo, foram obtidas informacdes sobre a
guantidade de UFC de microrganismos endofiticos. Este experimento serviu como base
introdutoéria para a realizacdo de adequacdes na metodologia utilizada nos isolamentos de
microrganismos endofiticos, através de observacdes feitas pelos autores do trabalho. Quanto
aos dados referentes as UFCs, tanto do isolamento em sementes quanto em gréos, realizados no
periodo do estagio, a analise estatistica ndo foi concluida até o final deste trabalho de concluséo,

dessa forma, estas informacdes ndo serdo analisadas.

Por consequéncia, viu-se a necessidade de testar a assepsia dos grdos e sementes de
trigo, uma vez que o alcool e/ou o hipoclorito poderiam estar causando interferéncias. O uso
destes produtos nestes casos pode matar 0s microrganismos presentes nos materiais vegetais,
se ndo forem feitos testes que comprovem a eficacia. Da mesma forma, a assepsia € importante
para ndo haver problemas nos resultados, pois 0s microrganismos que se buscam S0 0s
endofiticos, ou seja, que estdo dentro do material vegetal, e ndo aqueles que estdo presentes na
superficie. Como resultados deste experimento, comprovou-se que a assepsia nao interfere na
sobrevivéncia dos microrganismos endofiticos presentes nos gréos de trigo, o que possibilita
afirmar que a realizacdo da assepsia antes do processo de isolamento é fundamental e deve ser

realizada (Figura 9).
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Figura 9 — Comparago de resultados do teste de assepsia. A) Placas de Petri com meio de cultura NA com
fungicida, com assepsia. B) Placas de Petri com meio de cultura NA com fungicida, sem assepsia. C) Placas de
Petri com meio de cultura BDA com bactericida, com assepsia. D) Placas de Petri com meio de cultura BDA
com bactericida, sem assepsia. Fonte: O autor.

O teste para verificar a possivel interferéncia do fungicida benomyl no meio de cultura

NA, foi realizado visto que, por uma sequéncia de dias realizando esgotamentos ou
simplesmente colocando bactérias isoladas para crescer, percebeu-se que havia algo
interferindo no crescimento das bactérias. E por conta da diminui¢cdo do material original,
levando a uma possivel perda de isolados, viu-se a necessidade de testar. Assim, como resultado
do experimento, constatou-se que o fungicida estava interferindo no desenvolvimento das
bactérias, seja inibindo o crescimento ou diminuindo 0 mesmo, como pode ser visto na Figura
10. Na literatura, varios autores (RAY, 1983; ELSLAHI et al., 2014) relatam que, dependendo
da dose em que o fungicida benomyl for utilizado e das espécies de bactérias utilizadas, pode
haver uma interferéncia e até mesmo uma inibi¢do no crescimento. Assim, o resultado serviu
para ser aplicado na metodologia de isolamentos de microrganismos, visto que possiveis
microrganismos ndo puderam se desenvolver no experimento realizado em sementes, pois o

meio de cultura NA continha benomyl.

Figura 10 — Comparagdo de placas de Petri com isolados bacterianos crescidos em meio de cultivo com e sem
benomyl. A) Meio de cultura com benomyl inibiu o crescimento na placa da direita. B) Meio de cultura com
benomyl diminuiu o crescimento na placa da direita. C) Meio de cultura sem benomyl promoveu o crescimento
na placa da direita. Fonte: O autor.

A importancia de se armazenar uma colecdo de microrganismos esta relacionada ao

qudo significante é este processo, ou seja, um banco de recursos genéticos pode ser um centro
de referéncia para estudos futuros, como por exemplo a colecdo de isolados de Magnaporthe
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oryzae da Embrapa Arroz e Feijio (CORTES et al., 2010). Da mesma forma, 0 armazenamento
dos microrganismos isolados do trigo é fundamental, ja que quando armazenados, os estudos
das espécies podem ser efetuados, sem correr o risco de perder material. Além disso, 0s varios
métodos utilizados promovem maior eficiéncia no processo de armazenamento, e estes s6 foram

possiveis por meio da experiéncia dos profissionais do laboratdrio e dos estagiarios.

Ao total, foram isolados 123 microrganismos, sendo 49% fungos e 51% bactérias,
estando registrados e armazenados no Laboratorio de Fitopatologia. Dentre o total de isolados
endofiticos obtidos, 7% obtiveram resultados positivos para 0 antagonismo com F.
graminearum, entre fungos e bactérias, como pode ser observado em algumas imagens no
Apéndices 2, demonstrando alguns resultados dos bioensaios. O uso de microrganismos
endofiticos em controle bioldgico é relatado em diversas literaturas cientificas, com resultados
promissores, como é descrito por Silva (2015) sobre a obtencdo de isolados endofiticos de
guaranazeiro no controle biolégico de Colletotrichum spp. Segundo Benchimol et al. (2000),
bactérias endofiticas de pimenta-do-reino reduzem a mortalidade causada por Fusarium solani,
e Methylobacterium radiotolerans controla o fungo fitopatogénico. JA& em cacau, dentre os
fungos endofiticos isolados, Gliocladium catenulatum reduziu em 70% a incidéncia de

Crinipellis perniciosa, agente etioldgico da vassoura-de-bruxa (RUBINI et al., 2005).

Quanto as demais atividades relatadas, o acompanhamento foi fundamental para o
entendimento da rotina de um centro de pesquisa, além de proporcionar uma aquisicdo de
conhecimentos sobre a &rea agrondmica. Seja no Laboratério de Solos, acompanhando as
atividades, ou no Laboratério de Biotecnologia, auxiliando na busca pela metodologia adequada
para extracdo de DNA e PCR, por meio de conhecimentos prévios. Nos experimentos de
Brusone, foi possivel a verificacdo do modo de a¢do dos fungicidas testados e a sua eficiéncia,
agregando conhecimentos. Ja no trabalho sobre a viabilidade do insumo feito a partir de
Trichoderma sp., produzido on farm, teve-se como resultado a presenca de grande nimero de
microrganismos nas placas avaliadas, sendo que a concentragdo de UFC de Trichoderma estava
baixa. Quanto a resisténcia de Phytophthora sojae, a metodologia de Costamilan e Clebsch
(2016), aplicada para verificar a resisténcia, € deveras interessante, trazendo resultados
importantes para 0 melhoramento genético da soja. Nestes experimentos, foi possivel entender
como acontece 0 processo de escolha de materiais melhorados e resistentes para obtencéo de

novas cultivares.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

O estagio curricular € a oportunidade para pdr em préatica todo o conhecimento que foi
adquirido durante o periodo da graduacéo, além de ser 0 momento para adquirir aprendizados
fora do &mbito da Universidade, que véao agregar na formacéo profissional. Realizar o estagio
em uma instituicdo publica de pesquisa, como a Embrapa, é poder participar da ciéncia que
conduz a agricultura do pais. Porém, € também poder vivenciar os desafios que sdo impostos

para a pesquisa brasileira, através do descaso e da desvalorizacdo financeira e social.

A busca por novas alternativas de controle do agente etiolégico da giberela é uma
necessidade na cultura do trigo, visto a importancia da adogdo do manejo integrado de doencas.
Apesar dos dados ndo estarem divulgados, a ecologia microbiana encontrada nos grédos e
sementes de trigo, aliada aos testes de bioensaios, dao indicios que o controle biol6gico pode
se tornar uma realidade na triticultura brasileira. Porém, é necessario que os trabalhos néo
parem, que sejam feitas as adequacbes na metodologia dos experimentos, que se apliqguem

novos testes aos isolados promissores, e que se faca a identificacdo dos microrganismos.

O estagio na Embrapa Trigo, além de permitir atuar em experimentos, possibilitou
participar de eventos cientificos, cursos técnicos e palestras. I1sso teve como resultados a
obtencdo de conhecimentos acerca de contetdos de fitopatologia, além da possibilidade de
publicacdo de um resumo sobre o experimento de isolamento de microrganismos endofiticos

de sementes de trigo.

Além da contribuicdo na formacdo profissional de Engenheiro Agrbnomo, o estagio
proporcionou o crescimento pessoal perante os desafios encontrados. A comunicagéo entre as
pessoas é fundamental para criar relagdes no ambiente de convivio e, perante 0s entraves, é
necessario manter a calma e aplicar os conhecimentos para a resolucao dos problemas. Dessa
forma, muito mais do que adquirir conhecimento, o estagio possibilitou a aquisicdo de
habilidades para comunicacdo e experiéncia em gestdo de pessoas, sendo de extrema
importancia para trabalhos em equipes e para a tomada de decises.
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APENDICE 1 — Resumo submetido no XVI11 Mostra de Iniciacéo Cientifica e X1V
Mostra de Pos-graduacédo da Embrapa Trigo, online, 13 set. 2022.

Prospeccao de microrganismos endofiticos de sementes de trigo
para o controle bioldgico de Fusarium graminearum

Gian Carlos Goncalvesw, Maria Imaculada Pontes Moreira Lima®; Claudia Cristina Clebschee
Anderson Ferreira®

®Académico do curso de Agronomia - UFRGS. Estagiario de graduagdo. ®Pesquisadora da Embrapa
Trigo, Passo Fundo, RS. @Analista da Embrapa Trigo, Passo Fundo, RS.“Pesquisador da Embrapa Trigo,
orientador, Passo Fundo, RS.

Resumo — A giberela, causada pelo fungo Fusarium graminearum, € uma das principais doeng¢as do
trigo na regido sul do Brasil. O manejo é feito com controle cultural, genético e quimico. No entanto, ha
necessidade de formas alternativas, como o controle bioldgico. O objetivo foi isolar microrganismos
endofiticos de sementes de trigo antagonicos a F. graminearum. Sementes de quatro cultivares de
trigo: Trigo BR18-Terena, BRS Guamirim, BRS 179 e Frontana foram desinfestadas com etanol 70%,
hipoclorito de s6dio (1%) seguido de duas lavagens em agua autoclavada. A agua da Ultima lavagem
foi utilizada como controle da desinfestacdo. As sementes germinaram em caixa Gerbox e foram
trituradas e diluidas em tampéo fosfato 1:9 (p/v). DiluigcBes seriadas foram aplicadas em placas de Petri
com Agar Nutriente+fungicida e Batata Dextrose Agar+antibiotico, com 3 repeticdes, incubadas a 24
°C. Apés 72 horas, foi avaliado o nimero de unidades formadoras de col6nias (UFC) e realizado
bioensaio de antagonismo com cultura pareada. A cultivar BRS 179 foi a que apresentou maior nimero
de UFC de fungos por grama de tecido (8,7x103); e a Frontana apresentou o menor (0). J4, para
bactérias, ndo houve UFC contabilizadas, pelo ndo aparecimento ou pelo nimero excessivo de
colénias. No antagonismo néo foi observado um controle por halo de inibicdo, somente um isolado
bacteriano com agéo de parasitismo sobre F. graminearum e um fiingico com competicdo por espago
e nutrientes na placa. O presente trabalho continua em andamento e novos ensaios seréao feitos para
avaliar potencial uso in vivo.

Termos para indexacdo: ecologia microbiana, antagonismo, giberela

Apoio: Embrapa
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APENDICE 2 - Imagens demonstrativas dos bioensaios realizados em placas de Petri.
Do lado esquerdo das imagens estédo posicionados os fragmentos crescidos de F.
graminearum, e do lado direito o desenvolvimento dos isolados. Nas imagens A, B, Ce D
estdo demonstrados os testes feitos com fungos, enquanto que nas imagens E, F e G estdo
os testes feitos com bactérias, e na imagem H esta uma placa com somente F.
graminearum (controle).

Fonte: O autor.



