UNIVERSIDADE FEDERAL DA FRONTEIRA SUL
CAMPUS DE CERRO LARGO

CURSO DE AGRONOMIA

EDUARDO LANG FENNER

BIOCONTROLE DA FERRUGEM ASIATICA E DA PODRIDAO VERMELHA DA
RAIZ, EM SOJA, UTILIZANDO DIFERENTES TRATAMENTOS BIOLOGICOS
NAS SEMENTES

CERRO LARGO

2017



EDUARDO LANG FENNER

BIOCONTROLE DA FERRUGEM ASIATICA E DA PODRIDAO VERMELHA DA
RAIZ, EM SOJA, UTILIZANDO DIFERENTES TRATAMENTOS BIOLOGICOS
NAS SEMENTES

Trabalho de Conclusdo de Curso de graduacdo apresentado
como requisito para obten¢do de grau de Bacharel em
Agronomia da Universidade Federal da Fronteira Sul.

Orientador: Prof®. Juliane Ludwig

CERRO LARGO

2017



PROGRAD/DBIB - Divisao de Bibliotecas

Fenner, Eduardo Lang

BIOCONTROLE DA FERRUGEM ASIATICA E DA PODRIDAO
VERMELHA DA RAIZ, EM SOJA, UTILIZANDO DIFERENTES
TRATAMENTOS BIOLOGICOS NAS SEMENTES/ Eduardo Lang
Fenner. —-- 2017.

44 f£.:il.

Orientadora: Juliane Ludwig.

Trabalho de conclusdo de curso (graduacgdo) -
Universidade Federal da Fronteira Sul, Curso de
Agronomia , Cerro Largo, RS, 2017.

1. BIOCONTROLE DA FERRUGEM ASIATICA E DA PODRIDAO
VERMELHA DA RAIZ. I. Ludwig, Juliane, orient. II.
Universidade Federal da Fronteira Sul. III. Titulo.

Elaborada pelo sistema de Geragdo Automatica de Ficha de Identificagdo da Obra pela UFFS com
os dados fornecidos pelo(a) autor(a).



EDUARDO LANG FENNER

BIOCONTROLE DA FERRUGEM ASIATICA E DA PODRIDAO VERMELHA
DA RAIZ, EM SOJA, UTILIZANDO DIFERENTES TRATAMENTOS
BIOLOGICOS NAS SEMENTES

Trabalho de Conclusdo de Curso de graduagao apresentado como requisito para

obtengao de grau de Bacharel em Agronomia da Universidade Federal da Fronteira Sul.
Ornentador: Prof®. Dr*. Juliane Ludwig

Este trabalho de conclusdo de curso foi defendido e aprovado pela banca em: 04/12/2017

BANCA EXAMINADORA

‘},uhmm r&u:}m!%
Prof® Dr® Juliane Ludwig- UFFS

Sl

Prof® Dr® Sidinei Zwick Radons- UFEFS

tora mqja%aﬂ 2}

‘ng. Agron. Janaina Silva Sarzi




RESUMO

A soja (Glycine max) figura como principal grao oleaginoso cultivado no mundo, e o Brasil
ocupa a segunda posi¢do entre os paises produtores. No entanto muitos fatores afetam a
obtencdo de ganhos ainda mais significativos com a cultura, onde as doengas ocupam posi¢ao
de destaque, especialmente a ferrugem asidtica da soja (Phakopsora pachyrhizi) e a podridao
vermelha da raiz (Fusarium solani). Sendo assim altas cargas de fungicidas sdo aplicadas
tentando minimizar as perdas, no entanto, resultados associados ao uso do controle bioldgico
dessas doencas podem se mostrar promissores. Diante disso, foi objetivo do presente trabalho
verificar o potencial de controle da ferrugem asidtica e da podridio vermelha da raiz em
plantas de soja, cujas sementes foram submetidas a diferentes tratamentos bioldgicos a base
de Trichoderma asperellum, Bacillus spp. e Azospirillum brasilense, isoladamente ou em
mistura. Para tanto, sementes de soja da cultivar BMX Magna RR foram submetidas aos
seguintes tratamentos biolégicos T1: Azospirillum brasilense (SimbioseMaiz®) na dose de
4000 ml por 100Kg de sementes; T2: Trichoderma asperellum (Quality® WG) na dose de
200g por 100Kg de sementes; T3: Bacillus spp. (selecionado por Rohrig (2016)) na
concentragio de 1,5x10° unidades formadoras de coldnias (UFC) por mL; T4: A. brasilense +
Bacillus spp.; TS: T. asperellum + Bacillus spp; T6: A. brasilense + T. asperellum. Além
disso, foi utilizado um tratamento testemunha (T7), onde as sementes nao receberam nenhum
tratamento. O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado (DIC) com 7 tratamentos e
4 repeticOes. Foram realizadas avaliacdes com relacio a severidade das doengas bem como
medicdes na parte aérea e radicular das plantas. Observou-se que os microorganismos em
mistura foram mais eficientes, tanto no bicontrole quanto na promocao do crescimento, para
ambos os fungos, na maioria das varidveis avaliadas. Mais estudos com os tratamentos mais
eficientes sdo necessarios, visando verificar a estabilidade de controle desses
microorganismos.



ABSTRACT

Soya (Glycine max) is the main oil crop grown in the world, and Brazil ranks second among
the producing countries. However many factors affect the achievement of even more
significant gains with the crop, where diseases occupy a prominent position, especially Asian
soybean rust (Phakopsora pachyrhizi) and red root rot (Fusarium solani). Thus high loads of
fungicides are applied to minimize losses, however, results associated with the use of
biological control of these diseases may be promising. The objective of this work was to
verify the potential of control of Asian rust and red root rot in soybean plants, whose seeds
were submitted to different biological treatments based on Trichoderma asperellum, Bacillus
spp. and Azospirillum brasilense, alone or in admixture. For this purpose, soybean seeds of
the cultivar BMX Magna RR were submitted to the following biological treatments T1:
Azospirillum brasilense (SimbioseMaiz®) at the dose of 4000 ml per 100 kg of seeds; T2:
Trichoderma asperellum (Quality® WGQG) at the dose of 200g per 100 kg of seeds; T3: Bacillus
spp. (selected by Rohrig (2016)) at the concentration of 1.5x109 colony forming units (CFU)
per mL; T4: A. brasilense + Bacillus spp .; TS5: T. asperellum + Bacillus spp; T6: A.
brasilense + T. asperellum. In addition, a control treatment (T7) was used, where the seeds
received no treatment. The design was completely randomized (DIC) with 7 treatments and 4
replicates. Evaluations were made regarding the severity of the diseases as well as
measurements on the aerial part and the radicular of the plants. It was observed that the
microorganisms in the mixture were more efficient, both in the control and in the promotion
of growth, for both fungi, in the majority of the evaluated variables. Further studies with the
most efficient treatments are necessary, in order to verify the control stability of these
microorganisms.
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1 INTRODUCAO

A soja (Glycine max) estd difundida no mundo inteiro, tendo grande importancia
econdmica. No Brasil é o carro chefe da producdo e vem ganhando ainda mais espago pelo
alto valor de mercado e diferente gama de produtos gerados a partir de seus graos. No pais, foi
produzido o montante de 113,923 milhdes de toneladas da oleaginosa na safra 2016/2017
(CONAB, 2017). O complexo da soja possui grande poder de geracdo de renda e empregos,
nos mais variados setores da cadeia produtiva. Atualmente, o Brasil estd no posto de maior
exportador de soja no cendrio mundial, ficando atrds dos EUA apenas no quesito
produtividade (FIESP, 2017).

A soja possui vdrios entraves que a impedem de alcangar seu potencial maximo a
campo, dentre os quais destaca-se fatores meteoroldgicos e de fertilidade do solo. Muito
embora esses fatores interfiram na produgdo e estabelecimento da cultura, os maiores
responsaveis pelas frustacdes de produtividade sdo as plantas daninhas, pragas e doencgas,
onde algumas delas podem causar perdas totais na producdo. As doencgas consideradas com
maior potencial de perda e de manejo mais complicado, com destaque para a ferrugem
asidtica (Phakopsora pachyrhizi) e para a podridao vermelha da raiz (Fusarium solani). Para
essas doencas, a principal alternativa ainda € o controle quimico, mas este perde sua
efetividade apds usos consecutivos podendo gerar resisténcia do patégeno.

Diante disso, e sob pressdo da populacdo consumidora que busca cada vez mais por
produtos livres de agrotoxicos, surgem técnicas alternativas de controle, sendo o controle
bioldgico aquele que mais ganha forca e mostra os melhores resultados em pesquisas de
laboratdrio e a campo. Os bioprotetores apresentam-se como uma tecnologia alternativa para
o controle de fitopatégenos, reduzindo o uso excessivo de fungicidas e atuando na protecao do
consumidor e do meio ambiente bem como no desenvolvimento de uma agricultura mais
sustentdvel (LUZ, 2001). Dessa forma, € possivel mitigar diversos problemas como
contaminacdo dos alimentos do solo, da 4gua e dos animais, além da possibilidade de
intoxicacdo de agricultores, desequilibrios bioldgicos e a reducdo da biodiversidade
(MORANDI; BETTIOL, 2009).

Frente a essa necessidade, aparecem géneros amplamente conhecidos: Trichoderma,
Bacillus e Azospirillum. Esses bioagentes podem atuar no controle de doencgas, com resultados
iguais ou superiores ao uso do controle quimico (MACHADO et al., 2012; LANNA FILHO;
FERRO; PINHO, 2010; BASHAN; BASHAN, 2010).
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Este trabalho objetivou verificar o potencial de uso dos microorganismos em questao
no controle da ferrugem asidtica e da podriddo vermelha da raiz em plantas de soja. As
sementes foram submetidas a diferentes tratamentos biolégicos a base de Trichoderma

asperellum, Bacillus spp. e Azospirillum brasilense, isoladamente ou em mistura.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CULTURA DA SOJA

A soja (Glycine max) figura como principal grao oleaginoso cultivado no mundo, € o
Brasil ocupa a segunda posi¢do entre os paises produtores, com claras indicacdes de que serd
o primeiro no decorrer dos préximos anos, dadas as limitagdes de drea para expansdo nos
demais paises produtores e pelo dominio tecnolégico que o Brasil possui para produzir em
regides tropicais com baixas latitudes (DALL'AGNOL et al., 2007).

E evidente a mudanca do cendrio econdmico do pais em torno do complexo da soja,
uma vez que, entre 1990 e 2000 a soja representava cerca de 30% das exportacdes agricolas
brasileiras, correspondendo a 10% do valor total. Em 2004 o pais passou a ser o maior
exportador de soja, tanto em graos quanto em derivados, considerando os percentuais de valor
(SAMPAIO, 2011).

A importancia da soja reside no fato de que, depois de triturada, resulta em farelo e
6leo. O primeiro, por possuir altos teores de proteina, € destinado a alimentagdo animal. Ja o
6leo de soja tem maior utilizacdo na dieta humana (BRUM et al., 2005).

Em 2003 o agronegdcio brasileiro movimentou mais de R$ 500 bilhdes de reais,
registrando um aumento de 6,4% em relacdo ao ano anterior, que representou cerca de 36,4%
do PIB nacional). No cendrio nacional o consumo de soja apresentou um aumento de 8,1% ao
ano entre 1990 e 2005, superando até mesmo o crescimento da oferta, de 7,8% no mesmo
periodo (PINAZZA, 2007).

De acordo com Brum et al. (2005), a economia da soja pode ser confundida com o
proprio processo de modernizacdo da agricultura brasileira, pois a mesma assumiu uma
importancia tdo grande que deu inicio as discussdes sobre pesquisa, tecnologia, agroindustria,
cadeias produtivas e infraestrutura, que, consequentemente, expandiu-se para as demais
culturas produzidas no pais.

Na safra 2016/2017 a produ¢@o mundial do grao foi de 351,311 milhdes de toneladas
em uma drea total de 120,958 milhdes de hectares (USDA, 2017). No Brasil a produgdo da
soja alcancou a marca de 113,923 milhdes de toneladas, ficando com o posto de segundo
maior produtor mundial, atrds apenas dos Estados Unidos que produziram quatro milhdes de

toneladas a mais que o Brasil. O Rio Grande do Sul foi o terceiro estado brasileiro em
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produtividade no referente ano/safra, com 18,714 milhdes de toneladas em 5,570 milhdes de
hectares, ficando atras do Mato Grosso e Parana (CONAB, 2017).

Apesar desses nimeros elevados em termos de producao e produtividade no mundo e
no pafs, a soja tem como principal entrave para expressar seu potencial maximo, fatores de
ambiente. Dentre esses, destaca-se o clima, a temperatura, a disponibilidade hidrica e o
fotoperiodo como aqueles que mais prejudicam o rendimento da soja (FARIAS;
NEPOMUCENO; NEUMAIER, 2007).

No que se refere a temperatura, o ideal para o pleno desenvolvimento da soja é que
esta varidvel permaneca entre 20 e 30°C. E recomendado que a semeadura seja realizada com
temperaturas acima dos 20°C, para que a germinagdo e emergéncia ndo sejam comprometidas.
A floracdo da soja ocorre apenas se as temperaturas forem maiores que 13°C (EMBRAPA,
2011). Temperaturas elevadas podem acarretar adiantamento da maturacdo das plantas,
enquanto que as baixas temperaturas no final do ciclo podem atrasar a colheita (FARIAS;
NEPOMUCENO; NEUMAIER, 2007).

A época de florescimento da soja € de suma importincia para a produtividade, pois
afeta o equilibrio entre crescimento vegetativo e reprodutivo. O florescimento precoce,
influenciado pelo fotoperiodo, afeta o nimero de ramos e folhas, e, diminui o nimero de nés
onde as flores serdo inseridas. Em contra partida, o crescimento vegetativo ocorre de forma
exagerada quando a floracdo é tardia (MUNDSTOCK; THOMAS, 2005). Mas, gracas aos
avangos genéticos e a elevada diversidade de cultivares no mercado, a soja pode ser cultivada
em diversas regides com disponibilidade de fotoperiodo bastante diversificados, cada qual
com o cultivar mais adaptado. Sendo uma planta de dias curtos, a adaptabilidade das
cultivares varia, ou seja, como a proximidade da linha do Equador apresenta uma menor
amplitude fotoperiddica ao longo do ano, a solug¢do € a utilizagdo do periodo juvenil longo
(FARIAS; NEPOMUCENO; NEUMALIER, 2007). Durante essa fase mesmo sendo submetida
a fotoperiodo curto a soja nao € induzida a florescer, aumentando o crescimento vegetativo
(ALMEIDA et al., 1999).

Mesmo possuindo um alto conhecimento a respeito do cultivo da soja, com elevada
tecnificagdo das lavouras, a disponibilidade hidrica, principalmente na fase de crescimento da
planta, € responsdvel por boa parte das limitacdes de produtividade da cultura (FARIAS;
NEPOMUCENO; NEUMAIER, 2007). Assim como o déficit hidrico afeta a soja, a mesma
ndo tolera solos encharcados por periodos muito prolongados (THEISEN et al., 2009). Para

uma boa germinagdo, a semente de soja precisa absorver 50% de seu peso em dagua



13

(LANTMANN, 2014), e dentro de 7 a 10 dias apds a semeadura deve ocorrer a emergéncia
das plantulas (MUNDSTOCK; THOMAS, 2005). Para uma boa producido, a soja requer de
450mm a 700mm de 4gua, dependendo das condi¢des climdticas do local (DOORENBOS et
al.,1979).

No que se refere ao manejo do solo, esse deve assegurar a manutencdo da capacidade
do mesmo em exercer suas fungdes fisicas para ancoragem e crescimento das raizes, e,
também auxiliar no suprimento de dgua, nutrientes e CO? para as plantas (BLAINSKI et al.,
2008). Quanto as necessidades nutricionais das plantas de soja, apesar da alta necessidade de
nitrogénio (N) para formar proteinas, a cultura ndo necessita de adubagdo nitrogenada
mineral, uma vez que a fixacdo bioldgica de N supre essas necessidades (HUNGRIA;
CAMPO; MENDES, 2007). Ja para fésforo (P) e potéssio (K) deve-se, depois de realizada a
andlise das amostras de solo, seguir valores de tabela de acordo com as caracteristicas de solo
de cada drea (SALVADORI et al., 2016). Além dos nutrientes essenciais, N,P,K, a soja ainda
requer outros nutrientes, menos prioritdrios mas que auxiliam no incremento da
produtividade, como € o caso do enxofre (S), retirado do solo a propor¢do de 8,2Kg para cada
tonelada de grao de soja (SFREDO; LANTMANN, 2007).

Para a soja expressar seu maximo potencial produtivo, ndo sdo apenas as condi¢des
climéticas, de preparo do solo e nutricio que devem ser favordveis. E necessério, ainda, que
seja realizado o manejo correto das plantas daninhas, das pragas e das doencas. Pensando na
associacdo de todos esses atributos, o melhoramento genético, ao dispor cultivares que
possuem caracteristica de resisténcia a fatores bidticos e abidticos, confere maior seguranca a
producdo sem custo adicional ao produtor (TOLEDO et al., 1990). Embora muito eficiente, o
melhoramento genético nao garante 100% de eficécia e altos valores de produgdo, por isso,
deve ser utilizado em associacdo a outras praticas. Por exemplo, cultivares com resisténcia
parcial a ferrugem asidtica da soja (Phakopsora pachyrhizi) devem possuir genes de ciclo
precoce que diminuirdo o tempo em que a cultura ficard exposta a doengca. Ambas as
caracteristicas conferem uma efici€éncia muito maior no controle e prevencao da ferrugem do
que quando encontradas separadamente em uma cultivar (SILVA; JULIATTTI; SILVA, 2007).

Dentre os principais fatores bidticos que causam injurias a cultura da soja encontramos
as plantas daninhas, pragas e doencas. Segundo Blanco et al. (1973, apud CARVALHO;
VELINI, 2001), as plantas daninhas, pragas e doengas causam perdas na produtividade

mundial dos graos de soja na ordem de 13%, 5% e 11%, respectivamente.
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As plantas daninhas ocorrem espontaneamente nas dreas utilizadas como lavoura,
prejudicando o desenvolvimento normal das culturas cultivadas na mesma (VIDAL; FLECK;
MEROTTO, 2005). Estas plantas interferem no desenvolvimento das culturas de forma
variavel de acordo com a época de ocorréncia, tamanho de populagdo e espécie em questdo. A
queda da produtividade € acentuada quando hd grande infestacdo de plantas daninhas nos
estddios iniciais de desenvolvimento da soja (ZAGONEL; VENANCIO; KUNZ, 2000), sendo
que as espécies gramineas apresentam maior potencial de causar danos a soja em relacdo as
dicotiledoneas, cuja perda de producdo pode atingir, em média, 37% da produtividade
(FLECK; CANDEMIL, 1995). Visando a reducdo dos danos ocasionados pelas plantas
daninhas, o ideal é que se use o Manejo Integrado de Plantas Daninhas (MIPD), o qual
objetiva a diminuicdo das populacdes a niveis que ndo sejam prejudiciais ao desenvolvimento
da cultura e sua produtividade (PITELLI, 1987).

No que tange as pragas, a cultura da soja estd sujeita a ataques da germinacdo até a
colheita (DEGRANDE; VIVAN, 2007). Percevejos e lagartas desfolhadoras sdo consideradas
pragas chave da cultura da soja (DEGRANDE; VIVAN, 2007), sendo facilmente controlados
por entomopatégenos e microhimendpteros, respectivamente. No entanto, a utilizacdo de
inseticidas acaba por eliminar alguns destes microorganismos benéficos, o que pode ocasionar
em aumento dessas pragas ap6s o efeito do inseticida (ROSSETTO; LOURENCAO; IGUE,
1984). O Manejo Integrado de Pragas (MIP) visa a utilizacdo de controle bioldgico
combinado com demais préticas, como utilizacdo de cultivar resistente, manejo de solo,
rotacao de culturas, medidas sanitdrias e utilizacdo de inseticidas que se enquadram no MIP
(DEGRANDE; VIVAN, 2007).

Quanto as doencas, cerca de 40 ja foram identificadas no Brasil, sendo elas causadas
por fungos, bactérias, virus ou nematoides (HENNING, 2009). A expansdo da cultura para
novas dreas e seu sucessivo melhoramento com foco em produtividade, bem como a
monocultura, contribuem para o estabelecimento de novos patégenos na cultura (FINOTO et
al., 2011), sendo que alguns podem causar danos que chegam a 100% (EMBRAPA, 2010).

Para a ocorréncia de doencas sd@o necessérios trés fatores, a presenca do patégeno no
local, o hospedeiro suscetivel e as condi¢cdes climaticas favordveis para o agente causador da

enfermidade (GRIGOLLI, 2013).

2.2 PRINCIPAIS DOENCAS DA CULTURA DA SOJA
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Atualmente as doencas mais comuns na cultura da soja sd@o a antracnose, o
crestamento foliar de cercospora, a mancha alvo, o oidio, o mildio, a podriddo negra da raiz
(ou podriddo de carvao), as galhas de nematoides, a ferrugem asidtica e a podriddao vermelha
da raiz (HENNING, 2009).

A antracnose, causada pelo fungo Colletotrichum truncatum, & beneficiada por
elevadas precipitacdes acompanhadas de altas temperaturas, afetando a formacao de vagens e
causando retencdo foliar e hastes verdes no momento da colheita (GALLI; PANIZZI,
VIEIRA, 2006). Uso de sementes infectadas e deficiéncia, principalmente de potéssio,
contribuem para uma maior severidade da doenca (GODQY et al., 2014). Para seu controle,
se destaca a rotacdo de culturas com plantas nao hospedeiras € um maior espacamento entre
linhas para favorecer a arejamento da lavoura (GRIGOLLI, 2013), acompanhado de
tratamento nas sementes, que apesar de nao erradicar o fungo contribuiu para a emergéncia
das plantulas (GOULART, 1991).

Causada pelo fungo Cercospora kikuchii, o crestamento foliar de cercospora, é
favorecido em condi¢des de alta temperatura e umidade (GODOY et al., 2014), ocorrendo
com maior intensidade no fim da granacdo (KLINGELFUSS; YORINORI, 2001). A doenca
provoca manchas arroxeadas nas sementes, mas ndo afeta o poder germinativo das mesmas
(GALLI et al., 2005). As lesdes sdo observadas em todas as partes das plantas e € a partir da
vagem que a mesma atinge as sementes (HENNING et al., 2005). Como o fungo sobrevive
em restos culturais a rotacdo de cultura € imprescindivel para redu¢do do indculo na érea,
assim como a aplicacdo de fungicidas recomendados (GODOY et al.,2014).

A mancha alvo € causada pelo fungo Corynespora cassiicola que sobrevive em restos
culturais e sementes. A infeccdo das folhas € favorecida por alta umidade relativa e
temperaturas elevadas (GODOY et al., 2014) e o sintoma mais comum € a desfolha causada
por lesdes de pontuacdo negra ao centro e halo amarelado (GRIGOLLI, 2013). Apesar de ser
uma doenca bastante disseminada e sua importancia na sojicultura continuar crescendo, causa
danos a produtividade apenas quando atinge niveis de severidade superiores a 30%
(GRIGOLIIL, 2013). As melhores estratégias para o controle da doenca vém da utilizacdo de
sementes tratadas, cultivares resistentes e rotacdo de culturas com gramineas para a
eliminacao de restos culturais (HENNING et al., 2005).

A doenca conhecida como oidio, causada pelo fungo Microsphaera difusa, pode atacar
a planta em qualquer estadio de desenvolvimento, sendo favorecida por condi¢des de baixa

umidade e temperaturas em torno de 18°C e 24°C (GODOQY et al., 2014). Quando na
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superficie da folha, o fungo germina produzindo uma camada de micélio acinzentada,
permitindo a identificacdo da doenca. Em ataques mais severos ocorre a diminui¢do da drea
fotossintética e queda prematura das folhas (YORINORI, 1997). Para o controle, acabam
sendo utilizadas cultivares resistentes (HENNING et al., 2005), embora a utilizacdo de
fungicidas triazdis e estrubilurinas, utilizadas no controle de ferrugem asiética, exercerem, de
forma automatica, o controle de oidio (HENNING, 2009).

O mildio, causado por Peronospora manshurica, € favorecido, principalmente na fase
vegetativa, por umidade elevada e temperaturas amenas, e, introduzida em areas de cultivo
pela acdo do vento, que carrega seus esporos (GODOY et al., 2014). As manchas verde-
claras, sintoma tipico da doenca, evoluem para uma cor amarelada e quando observadas na
vagem causam danos as sementes (HENNING et al.,, 2005), que perdem seu brilho e
suavidade, tornando-se opacas e asperas, além de trazerem um aspecto pulverulento, devido a
crosta de oosporos (REIS; DANELLI; CASA, 2010). Devido aos fungicidas comumente
utilizados nao terem efeito sobre essa doenca, (GODOY et al., 2014) aliado ao fato do uso de
cultivares suscetiveis ao patégeno, o controle especifico para o mildio € totalmente
negligenciado na cultura (TECNOLOGIAS, 2008).

Causada por um fungo habitante natural dos solos, Macrophomina phaseolina, a
podriddo de carvdo da raiz, estd presente em todas as dreas de cultivo (HENNING, 2009), e
sua severidade estd diretamente ligada a condi¢des de déficit hidrico e temperatura do solo
(ALMEIDA et al., 2001), ocasionados por veranicos (GRIGOLLI, 2013). A principal fonte de
in6culo da doenca sd@o os microesclerocios, que podem permanecer por anos no solo
(ALMEIDA et al., 2001). Seus primeiros sintomas podem ser observados com o aparecimento
de folhas cloréticas, que secam, mas permanecem aderidas ao peciolo, além de apresentar
lesdes marrom-avermelhadas no colo da planta (GODOY et al., 2014). Por ndo possuir
controle quimico tampouco variedades “resistentes”, o manejo deve ser feito com a rotagao de
culturas sendo que a utilizacdo de cultivares que suportam condi¢des de déficit hidrico e
realizacdo de escarificagdo em solos compactados também contribuem na reducdo dos danos
dessa doenca (GRIGOLII, 2013; HENNING et al., 2005).

Com relacdo aos nematoides, espécies de Meloidogyne, causadoras de galhas nas
raizes, parasitam um grande nimero de plantas, incluindo daninhas, fato esse dificulta seu
controle. Em condicdes de temperatura adequada, podem completar seu ciclo em apenas trés
semanas (GODOY et al., 2014). Plantas atacadas apresentam necroses entre as nervuras ou

manchas cloréticas, distribuidas em reboleiras na lavoura. Pode ocorrer intenso abortamento
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de vagens e amadurecimento precoce (HENNING et al., 2005). O método mais eficaz de
controle é a rotacdo de culturas juntamente com a utilizagdo de variedade resistente. A
semeadura direta contribui para o controle do nematoide (GODOY et al., 2014).

Considerando as dificuldades de controle e os danos causados, a ferrugem asidtica da
soja (Phakopsora pachyrhizi) e a podridao vermelha da raiz (Fusarium solani) podem ser

consideradas as principais doengas da cultura.

2.2.1 Ferrugem asiatica da soja (Phakopsora pachyrhizi)

O fungo causador da ferrugem asidtica da soja (FAS), Phakopsora pachyrhizi, é
biotréfico, por conta disso sobrevive apenas em tecidos vegetais vivos (ARAUJO, 2009).
Atualmente, é considerada a principal doenca associada a diminui¢do na produtividade da
soja, devido a sua alta taxa de progressdo e diminui¢do da drea fotossintética causada pela
desfolha precoce (CARVALHO, 2010). A FAS é uma doenca relativamente nova para o
Brasil e demais paises da América do Sul, tendo seu aparecimento registrado na safra
1999/2000 (YORINORI; LAZZAROTTO, 2004). Em um periodo de dez anos, a estimativa €
de que a FAS tenha causado prejuizos na ordem de 16 bilhdes de ddélares apenas na América
do Sul, incluindo perdas na produtividade e gastos operacionais para aplicacdes e fungicidas
(LIMA et al., 2012).

Na Babhia, por exemplo, foram registradas perdas de 90%, inviabilizando até mesmo a
colheita, o que poderia ter sido evitado com o diagndstico precoce e a realizacdo do controle
(ARAUIJO, 2009), portanto o acompanhamento na lavoura é imprescindivel para se evitar tais
perdas. Os sintomas podem ser observados em qualquer estddio da planta, embora sejam mais
frequentes do inicio da floragdo até o enchimento de graos. As lesdes que iniciam em tom
verde-acinzentado acabam se tornando marrom-avermelhadas (UGALDE, 2005). Na face
abaxial da folha, observam-se as pustulas que se rompem e liberam os ureddsporos
(OLIVEIRA; GODOY; MARTINS, 2005), que sao facilmente disseminados pelo vento,
atacando outras plantas e lavouras (ARAIjJ 0, 2009).

Todos os processos do ciclo da relacdo patégeno-hospedeiro sdo estreitamente
influenciados por fatores abidticos (ALVES et al., 2007). A penetracdo ocorre diretamente
através da cuticula das folhas da soja (ARAUJO, 2009) e a infeccdo ocorre com umidade
relativa em torno de 75% e temperaturas entre 15°C e 28°C (GRIGOLLI, 2013),
acompanhado por molhamento foliar de, no minimo, seis horas (HENNING et al., 2005). O
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cultivo de soja irrigada no Centro-Oeste do pais vem contribuindo para a disseminacdo da
FAS (ARAUIJO, 2009), assim como as plantas hospedeiras, que hoje somam 87 espécies, em
40 géneros (ANDRADE; ANDRADE, 2002). O kudzd (Pueraria lobata) é o principal
hospedeiro para a sobrevivéncia do fungo P. pachyrhizi no periodo de inverno (PARK et al.,
2008).

O controle dessa doenca se inicia com o manejo da cultura, onde se deve buscar
semeadura antecipada, no inicio da época indicada para soja na regido, além da utilizacdo de
cultivares precoces, a fim de evitar a grande carga de esporos que as urédias produzem no fim
do ciclo (YORINORI; NUNES JUNIOR; LAZZAROTTO, 2004). Cultivares resistentes,
popularmente chamadas de Soja Inox (FREITAS, 2011), sdo na verdade, tolerantes ao fungo
P. pachyrhiri. Em estudos realizados por Siqueri et al. (2011), a cultivar inox TMG 803
demonstrou uma menor intensidade de infestacio quando comparada a variedade suscetivel
MSOY-8866. Esses mesmos autores alertam que, apesar dos resultados terem se mostrado
satisfatorios, hd a possibilidade de quebra da resisténcia devido a grande variabilidade do
fungo, uma vez que ja foram identificadas dezoito racas do patégeno (YAMAOKA et al,,
2002).

Antes da entrada da Soja Inox no mercado o controle quimico era a Gnica medida de
controle para a ferrugem. Mas mesmo com o uso de variedades resistentes € imprescindivel a
complementacdo com fungicidas, sendo o florescimento, a formacdo de legume e o inicio e

meio da granacdo, as épocas mais criticas para o ataque da ferrugem (FIALLOS, 2011).

2.2.2 Podridao vermelha da raiz (Fusarium solani)

Também conhecida como sindrome da morte subita, causada pelo fungo Fusarium
solani, a podridao vermelha da raiz (PVR) € uma doenca relativamente recente da cultura da
soja (FREITAS; MENEGHETTI; BALARDIN, 2004). Plantas infectadas podem ter até 98%
de reducdo no peso médio dos graos, além de uma diminui¢do de 96% no nimero de graos
por planta (GASPERI; PRESTES; COSTAMILLAN, 2003). Apesar de ser conhecida como
podriddo vermelha da raiz, a doenca causa sintomas tanto nas raizes quanto nas folhas
(GUIMARAES, 2011).

Os primeiros sintomas visiveis serdo aqueles na parte aérea, que apresentam manchas
cloréticas e necréticas entre as nervuras (GUIMARAES, 2011). Na maioria dos casos, as

primeiras pontuacdes surgem apos a floracao. Esses pontos podem aumentar de tamanho e se
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tornarem manchas necréticas, ou coalescer e formar regides de clorose internerval (ROY et
al.,, 1997). As nervuras permanecem verdes, mas em plantas severamente afetadas pode
ocorrer desfolha precoce, o que ocasiona o abortamento das vagens (WRATHER et al., 1995).

Na raiz, a visualizacdo dos sintomas é mais dificil, pois 0s mesmos, normalmente, sao
apenas observados abaixo do nivel do solo, caracterizando-se por uma mancha avermelhada.
Com a progressao da infeccdo, a lesdo passa para uma coloragdo castanho-avermelhada escura
e circunda a raiz (GUIMARAES, 2011). As raizes de plantas afetadas tem seu tamanho
reduzido e sdo descoloridas, mas a medula permanece branca (ALMEIDA et al., 1997).

Em contato com solucdo de dgua presente no solo, os conidios formam os
clamidésporos, estruturas de resisténcias do fungo, este é o in6culo primario do fungo. Os
mesmos clamiddsporos podem ser encontrados em raizes de soja que permanecem no campo
(ROY et al., 1997). O modo que o fungo penetra nas raizes ainda € desconhecido, mas €
provavel que o mesmo ocorra de forma direta, ou seja, durante a germina¢do do clamidésporo
ou do macroconidio, este, por sua vez, germina assim que a raiz entra em contato com sua
superficie (FRONZA, 2003).

A doencga tende a ser mais severa em condi¢cdes de solo com muita umidade e
temperatura amenas (SCHERM; YANG, 1996). Visto isso, as melhores medidas para o
controle da podriddo vermelha da raiz seria evitar a semeadura em solos compactados e mal

drenados (HENNING et al., 2005).

2.3 MECANISMOS DE CONTROLE BIOLOGICO DE DOENCAS

Apesar do controle quimico de doengas ser de facil aplicacdo, sem a necessidade de
grande entendimento sobre o produto e o sistema em si (BETTIOL; GHINI, 2001), os
maleficios causados pelo excesso e uso continuo de agrotoxicos, tanto para saide do homem
quanto dos ecossistemas, vao desde o surgimento de estirpes resistentes até a contaminacao
do meio ambiente, levando a necessidade de se conscientizar os agricultores na busca por
novas praticas, abrindo caminho para o controle biolégico (MORANDI; BETTIOL, 2009).

O controle biolégico € o controle de um determinado micro-organismo (patégeno) a
partir da acdo de outro microorganismo (antagonista), podendo ser por meio de antibiose,
parasitismo, competi¢do ou indugdo de resisténcia (COOK; BAKER, 1983 apud SCHWAN-
ESTRADA; STANGARLIN; CRUZ, 2000). Mesmo com a crescente demanda por produtos

de origem bioldgica, os estudos na drea ainda sdo incipientes (BETTIOL et al., 2008).



20

A antibiose € um dos mecanismos de acdo dos biocontroladores, onde os mesmos
produzem substancias capazes de inibir o crescimento ou repelir o patégeno (KUPPER;
GIMENES-FERNANDES; GOES, 2003). E o mecanismo de acdo mais utilizado pelas
bactérias de solo, como as do género Bacillus, que produzem antibidticos, visualizados pela
formacdo de halos de inibicdo (SBALCHEIRO, 2006). Estudos sobre a produgdo de
substancias toxicas por espécies do fungo Trichoderma mostraram que estas inibiram a
proliferacao de nematoides do solo (EAPEN; BEENA; RAMANA, 2005) e o crescimento
micelial de Phytophthora citrophthora (SILVA et al., 2008)

Outro mecanismo de a¢do € o parasitismo, que pode variar desde a simples fixacao de
células as hifas, impedindo o crescimento do fungo, até a quebra total da hifa e a degradacado
desta pelo antagonista (ZUCCHI; MELO, 2009). O Trichoderma apresenta-se como 0O
hiperparasita de maior importincia para o controle de microorganismos patogénicos via
parasitismo (JUNIOR; DOS SANTOS; AUER, 2000).

O mecanismo da competicdo envolve o microorganismo patogénico e seu antagonista
em uma disputa por espaco e nutrientes (MICHEREFF; BARROS, 2001). A ocupagdo por
espaco estd relacionada aos sitios de colonizacdo, enquanto que a competicao por nutrientes
se da por trés elementos essenciais, o carbono, o nitrogénio e o ferro (PAULITZ, 1990).
Vieira-Jinior (2005) verificou que Bacillus cereus (UFV-75) foi capaz de produzir
sider6foros, o que explicaria, em parte, o controle biolégico de doengas em feijoeiro mediado
por esse agente, conforme afirma o autor.

Todavia, torna-se importante saber que o biocontrole pode ndo ser apenas de natureza
direta, ou seja, quando hd o envolvimento dos mecanismos de antibiose, parasitimo e
competi¢do, mas pode, também, ser de natureza indireta, quando exercido pelo fendmeno de
resisténcia sistémica induzida (ISR) (LANNA FILHO; FERRO; PINHO, 2010). A ISR pode
ser ativada por agentes de biocontrole, desempenhando amplo espectro de agdo contra
patégenos e proporcionando a sistemicidade da resposta de defesa contra patégenos
(ROMEIRO, 2005)

Apesar da demanda por produtos livre de agrotoxicos, os impedimentos para um pleno
estabelecimento dos produtos bioldgicos parte dos préprios agricultores, que tem receio de
aplicar, pois a acdo dos microorganismos € lenta, ndo tendo o resultado imediato que os
quimicos proporcionam, além dos mesmos exigirem cuidados especiais para seu

desenvolvimento e atuacio (MORANDI; BETTIOL, 2009).
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Entre os microroganismos com potencial para o biocontrole de doencas em plantas
destaca-se Trichoderma (MACHADO et al., 2012) e Bacillus (LANNA FILHO; FERRO;
PINHO, 2010), no entanto, microorganismos fixadores de nitrogénio, como é o caso do
Azospirillum, também podem atuar no controle biolégico direto e indireto de numerosos

fitopatégenos (BASHAN; BASHAN, 2010)

2.3.1 Trichoderma spp.

Trichoderma spp. sdo fungos de vida livre e muito interativos, seja no solo e raizes, ou
no interior das plantas (POMELLA; RIBEIRO, 2009) e considerados saprofiticos. Ahmad e
Baker (1987) comprovaram a eficiéncia do Trichoderma em controlar fungos de solo que
causam podriddo e tombamento como Fusarium e Rhizoctonia. Em 2007, 550 toneladas de
produtos a base de Trichoderma foram comercializadas, o que abrange uma drea cultivada de
22 milhdes de hectares, levando em conta apenas a soja (POMELLA; RIBEIRO, 2009).

O fungo Trichoderma pode atuar tanto por antibiose, competi¢do, parasitismo ou
inducdo de resisténcia (LUCON, 2008). Possui, ainda, alta competéncia rizosférica, que € a
capacidade de um microorganismo crescer e funcionar na rizosfera em desenvolvimento
(HARMAN, 2000).

Pode ser aplicado no tratamento de sementes, em substratos para o crescimento de
plantulas ou diretamente no solo para o controle de patégenos que atacam, principalmente, os
tecidos jovens em inicio de desenvolvimento (LUCON, 2008). Melo (1991) apud Lohmann et
al. (2007), verificou que a aplicacdo de Trichoderma em tratamento de sementes garante
vantagens na colonizacdo da espermosfera e das raizes das plantulas, principalmente no

periodo em que estdo sujeitas ao ataque de parasitas nao especializados.

2.3.2 Azospirillum spp.

O género Azospirillum abrange algumas bactérias promotoras de crescimento para as
plantas, sdo de vida livre e encontradas praticamente em todos os locais da terra (HUNGRIA,
2011). As bactérias desse género tem grande capacidade de produzir “in vitro” os hormodnios
de crescimento auxina, giberelina e citocinina (HARTMANN; ZIMMER, 1994). Além da
promocao de crescimento, as bactérias diazotréficas do género Azospirillum contribuem para

a fixacdo de nitrogénio atmosférico quando associadas as raizes de gramineas (BARILLI, et
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al., 2011). Entretanto o nitrogénio sé € liberado a planta se houverem fontes de carbono e
energia suficientemente disponiveis para as bactérias (CHUBATSU et al., 2012).

Os trabalhos com Azospirillum que abordam o controle de doencas sdo bastante
escassos embora a sua capacidade de promogdo de crescimento aliada a outros
microorganismos biocontroladores vem sendo estudada para o controle da ferrugem do
cafeeiro (MAFFIA; HADDAD; MIZUBUTI, 2009).

Atualmente, somente sdo encontrados inoculantes liquidos a base de Azospirillum, e,
aplicaveis somente em tratamento de sementes. Por isso deve-se ter o cuidado para que todas
as sementes entrem em contato com o liquido, evitar que as sementes tratadas entrem em
contato com 0 sol, assim como a temperatura, no momento da semeadura, deve ser amena

(HUNGRIA, 2011).

2.3.3 Bacillus spp.

As bactérias do género Bacillus sdao habitantes naturais do solo. Essas bactérias
formam enddsporos e sobrevivem por longos periodos em nichos ecoldgicos especificos, além
de apresentarem diferentes mecanismos de acdo para contornar as defesas dos patégenos,
tornando-se grandes aliadas no controle biolégico (LANNA FILHO; FERRO; PINHO, 2010).
Ainda contribuem para a nodulagio e maior rendimento da soja no campo (ARAUJO;
HENNING; HUNGRIA, 2005). Lagartas infectadas por bactérias do género Bacillus
apresentaram uma reducdo de 95% na ingestao de massa verde, mesmo permanecendo vivas
por algum periodo (MOSCARDI, 2003). Essas bactérias ainda sdo capazes de atuar sobre os
nematoides de galha, podendo reduzir os danos causados pelos mesmos (LI et al., 2005).

Os mecanismos de acdo das bactérias do género Bacillus ainda ndo foram totalmente
elucidados, mas deve-se dar atengdo aos componentes resultantes do metabolismo secundério
para esclarecer se os beneficios da inoculagdo partem do microorganismo em si ou de seus
metabolitos (ARA(JJ O; HENNING; HUNGRIA, 2005), esta, talvez, € a resposta de porque o
género Bacillus beneficia tantas culturas sob diferentes condigdes ambientais (KILIAN, et al.,
2000).

O uso de bactérias do gé€nero Bacillus ndo possui evidéncia sobre o controle de
patégenos da raiz, embora sua utilizacdo no tratamento de sementes garanta uma reducao de

nematoides juvenis € na massa de ovos (ARAIjJO; MARCHESI, 2009). Com trés aplicacdes
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semanais de uma suspensdo obtida a partir de bactérias do género Bacillus houve uma
reducdo em 75% na severidade da ferrugem do feijoeiro, equiparando-se ao controle obtido
com uma aplica¢cdo semanal do fungicida mancozeb (BAKER; STAVELY; MOCK, 1985).
Um dos entraves para a consolidacdo do controle biolégico a base de Bacillus é a
formulacdo para uso comercial (MERTZ; HENNING; ZIMMER, 2009), mas os beneficios
desse agente sdo evidentes, tanto na promog¢ao de crescimento quanto no controle de algumas

enfermidades (LANNA FILHO; FERRO; PINHO, 2010).



24

3 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido na casa de vegetacdo da Universidade Federal da Fronteira
Sul, campus Cerro Largo. Os patdgenos utilizados foram Fusarium solani e Phakopsora
pachyrhizi.

Para os tratamentos, sementes de soja da cultivar BMX Magna RR foram depositadas
em sacos plasticos e submetidas aos seguintes tratamentos bioldgicos T1: Azospirillum
brasilense (SimbioseMaiz®) na dose de 4L por 100kg de sementes; T2: Trichoderma
asperellum (Quality® WG) na dose de 200g por 100kg de sementes; T3: Bacillus spp.
(selecionado por Rohrig (2006)) na concentracao de 1,5x10° unidades formadoras de col6nia
(UFV) por mL, determinado pela escala de McFarlan; T4: A. brasilense + Bacillus spp.; T5:
T. asperellum + Bacillus spp; T6: A. brasilense + T. asperellum. Além disso, foi utilizado um
tratamento testemunha (T7), onde as sementes receberam apenas dgua. O delineamento

utilizado foi inteiramente casualizado (DIC) com 7 tratamentos e 4 repeti¢cdes.

3.1 Ensaios inoculados com P. pachyrhizi (Ferrugem Asiatica)

No ensaio da ferrugem, foram depositadas trés sementes de cada um dos tratamentos,
separadamente, em cada vaso. Os vasos utilizados foram de poliestireno atoxico de 500mL, a
escolha deste material deu-se ao fato de que posteriormente as avaliagdes de parte aérea serdao
realizadas avaliagGes na parte radicular das plantas também, e estes copos plédsticos podem ser
facilmente destruidos.

O substrato utilizado foi obtido a partir de uma mistura de solo, areia e substrato
comercial da marca Turfa Fértil®, na proporcdo de 2:1:1, respectivamente. Durante o
desenvolvimento do trabalho os vasos permaneceram na bancada da estufa. O delineamento
utilizado foi o inteiramente casualizado.

Quando as plantas atingiram o estddio fenologico V3 foi realizada a inoculacdo de P.
pachyrhizi. Os uredosporos do fungo foram coletados diretamente de folhas de soja com
sintomas da doenca, sendo estas umedecidas e raspadas com o auxilio de um pincel
(UGALDE, 2005). A suspensao obtida foi colocada em camara de Neubauer para verificar a
presenca de esporos. A partir da contagem foi obtida uma suspensdao com 33000 esporos do

fungo P. pachyrhizi.
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Para a inoculacdo, as plantas foram aspergidas com um borrifador direcionado a face
abaxial das folhas da planta. A mesma foi realizada no fim do dia, para garantir temperaturas
mais amenas para penetragdo e o periodo minimo de molhamento foliar. O fungo tem entre 6
e 8 horas para realizar os processos desde a germinagdo, elongag¢do do tubo germinativo e
penetracdo na parede celular da folha antes que suas reservas nutricionais € enérgicas se
esgotem (PARK et al., 2008).

As plantas permaneceram em cdmara imida pelo periodo de 24 horas. Nessa camara
umida, os vasos foram depositados sobre papeldo umedecido e as paredes, de lona plastica
transparente, eram constantemente reumedecidas.

Sete dias apds a inoculag@o foram realizadas as avaliagdes quanto a severidade dos
sintomas de ferrugem. As seguintes avaliagdes ocorreram com intervalos de sete dias, devido
ao ciclo do patégeno, ou seja, aos 31, 38, 45 e 52 DAE. No total foram realizadas quatro
avalicdes. Estas foram realizadas de acordo com a escala desenvolvida por Godoy et al.,
(2006), sendo atribuidas notas de acordo com a porcentagem de drea foliar coberta por

pustulas.

Figura 1. Escala diagramatica para severidade de Ferrugem Asidtica em soja (porcentagem de
doenga por drea foliar), causada pelo fungo Phakopsora pachyrhizi.
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Elaborada por Godoy et al., 2006

3.2 Ensaios inoculados com F. solani (Podridao Vermelha da Raiz)

A inoculagdo de F. solani foi diretamente ao solo e ocorreu antes da semeadura. Para
tanto, primeiramente, repicou-se o fungo, que estava preservado em tubos na geladeira, no
laboratério de Fitopatologia da Universidade, para placas de Petri contendo meio de cultura

BDA. Paralelamente, 150 cm3 de grdos de milho crioulo ndo tratados, foram depositados em
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frascos Erlenmeyer de 500 mL. Estes graos ficaram imersos em dgua destilada por uma noite
e a seguir foram autoclavados. Posteriormente, sobre esses graos, foram depositados 10 discos
de micélio + meio de cultura de Smm de didmetro de F. solani, previamente desenvolvido,
por sete dias, em BDA. Esses frascos permaneceram incubados em estufa tipo BOD, a 22°C e
12 horas de fotoperiodo, pelo periodo de 15 dias. Para a inoculacdo, trés graos de milho
colonizados pelo fungo foram depositados a uma profundidade de cinco centimetros e
cobertos com uma camada de solo de um centimetro, evitando que a semente de soja tivesse
contato direto com o fungo. Finalmente, foram depositadas trés sementes de soja, previamente
submetidas aos diferentes tratamentos biolégicos, em cada vaso, separadamente.

O substrato e vasos utilizados para estes ensaios seguiram os padrdes utilizados para
os ensaios inoculados com ferrugem asidtica. Da mesma forma, estes permanecer na bancada
da estufa durante o desenvolvimento do trabalho. O delineamento utilizado foi, novamente, o
inteiramente casualizado.

As avaliagGes de severidade da PVR iniciaram a partir do momento do aparecimento
dos primeiros sintomas, sendo as demais realizadas com intervalos de quatro dias, ou seja, aos
25, 29, 33, 37, 41, 45, 49, 53 e 57 dias ap6s a emergéncia (DAE). Para isso foi utilizada uma
escala diagramdtica adaptada de Huang, Hartman (1998), sendo atribuidas notas de 1 a 5,
onde: 1 - representa a auséncia de sintomas; 2 - leve desenvolvimento de sintomas com
clorose; 3 - desenvolvimento moderado de sintomas com surgimento de manchas necréticas;
4 - forte desenvolvimento de sintomas com clorose e necrose internerval; e 5 - severo

desenvolvimento de sintomas e/ou plantas mortas (Figura 2).

Figura 2. Escala de notas de 1 a 5, para determinagao de severidade de PVR em soja, causada
pelo fungo F. solani, adaptada de Huang; Hartman (1998).
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Elaborada por Sarzi (2016)
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As notas obtidas nas avaliagdes, para cada uma das doencas, foram submetidas ao
cdlculo da drea abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) utilizando a férmula
desenvolvida por Campbell e Madden (1990): AACPD =) [(x1 + x2) /2*(t>— t1)], onde, x é a
proporcdo da doenca e (t2 — t1) corresponde ao intervalo entre avaliagdes.

Ao final das avaliacdes dos dois ensaios, as plantas foram retiradas dos vasos, as
mesmas se encontravam em estadio de desenvolvimento R1 (inicio do florescimento), as
raizes lavadas, e realizadas medicOes de parte aérea e radicular das mesmas.

Apo6s as avaliagdes os resultados foram dirigidos ao programa estatistico SASM-Agri

onde as médias foram comparadas pelo teste de Duncan a 5% de significancia.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

No ensaio onde foi inoculado o fungo P. pachyrhizi, ndo foram observadas diferencas
significativas entre os (ratamentos utilizados (Figura 3), sendo que nenhum dos

microorganismos foi capaz de interferir no progresso da doenga.

Figura 3. Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) da ferrugem asidtica em
plantas de soja, cujas sementes foram submetidas a diferentes tratamentos biologicos.
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T1: A.brasilense; T2: T. asperellum; T3: Bacillus spp.; T4: A. brasilense + Bacillus spp.; T5: T. asperellum +
Bacillus spp; T6: A. brasilense + T. asperellum; TT: testemunha. CV: Coeficiente de variacdo dos dados
transformados para Vx+ 1.

Mesmo sem observar diferenca significativa, € possivel notar que onde se utilizou
apenas Bacillus spp. (T3) como tratamento biolégico das sementes, teve-se o maior valor de
AACPD. Autores como Dorighello (2013) também ndo observou influéncia de algumas
espécies de Bacillus na redugdo da severidade de ferrugem asidtica em soja. Por outo lado,
quando se aplicou uma solugdo de Bacillus spp, em tratamento foliar, este reduziu em 75% a
severidade da ferrugem do feijoeiro (BAKER; STAVELY; MOCK, 1985) e em 24,75% ¢
16,88% a ferrugem em duas cultivares de café (CACEFO; ARAUJO; PACHECO, 2016).

Segundo os dados do presente trabalho, o tratamento com 7. asperellum também ndo
se mostrou eficiente em reduzir os sintomas de ferrugem em plantas de soja. Esse agente tem

sua eficiéncia comprovada no controle de fungos de solo (AHMAD; BAKER, 1987) devido a
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sua alta competéncia rizosférica (HARMAN, 2000). Trabalhos utilizando solu¢des a base de
Trichoderma em aplicacdes foliares mostraram-se ineficiente no controle de doengas de parte
aérea em citros (KUPPER; GIMENES-FERNANDES; GOES, 2003) e eficientes na reducao
dos danos de Cylindrocladium candelabrum em mudas de eucalipto (MACIEL et al., 2012)

A explicagdo para o melhor desempenho registrado pelo tratamento a base de A.
brasiliensis advém de suas caracteristicas de promoc¢ao de crescimento e fixacdo de nitrogénio
atmosférico (BARILLI, et al., 2011) que podem ter contribuido para uma maior tolerancia
das plantas a ferrugem. Somando-se a isto a temperatura pode ter contribuido ainda mais para
o melhor desempenho destas bactérias, pois as mesmas possuem um 6timo crescimento em
torno dos 30°C de temperatura (JAIN; BEYER; RENNIE, 1987), sendo esta registrada
durante o periodo de execu¢do do experimento.

Vale ressaltar o elevado coeficiente de variacio (CV) encontrado. Uma das
explicacdes para isso vem do método de inoculagdo utilizado, visto que este foi realizado com
borrifador manual a pressdo de trabalho exercida durante o processo é muito varidvel,
podendo ter ocorrido inclusive o entupimento do bico em determinados momentos. Outro fato
para que pode ter influenciado € a ocorréncia de micro clima nos ensaios centrais, este que
favoreceria o fungo e a progressao da doenga, 0 mesmo nao ocorrendo nos ensaios localizados
nas extremidades da bancada.

Em relacdo aos baixos valores de AACPD encontrados relacionamos pela questao do
experimento ser conduzido em casa de vegetacdo onde ndo ocorrem correntes de ar e
precipitacdes que auxiliam na conducao dos esporos apds a abertura das pustulas, diminuindo
o nimero de novas infec¢des do fungo.

Quando se avaliou o efeito sobre o comprimento das raizes de plantas cujas sementes
foram submetidas a diferentes tratamentos bioldgicos e inoculadas com P. pachyrhizi, os
tratamentos contendo misturas de microorganismos (T4, TS5 e T6) foram os mais eficientes e

diferiram significativamente da testemunha (T7).
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Figura 4. Comprimento de raizes de plantas de soja inoculadas com P. pachyrhizi, cujas
sementes foram submetidas a diferentes tratamentos biolégicos.
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Sobre a altura da parte aérea ndo foram verificadas diferencas significativas entre os
tratamentos, no entanto, houve um maior destaque para o tratamento onde se utilizou a

mistura A. brasilense + T. asperellum ('T6) (Figura 5).

Figura 5. Altura da parte aérea de plantas de soja inoculadas com P. pachyrhizi, cujas
sementes foram submetidas a diferentes tratamentos biolégicos.
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Embora se tenha observado algum efeito, mesmo que sem diferenga significativa, de
alguns tratamentos frente no biocontrole da FAS, isso nem sempre resultou em incrementos
de crescimento. Este comportamento pode ser atribuido ao fato de ocorrer um custo
energético para a efetivagdo do biocontrole (HEIL, 2001), sem resultar em aumento no
crescimento da parte aérea ou das raizes das plantas.

Para os ensaios que foram inoculados com F. solani, fungo causador da podriddo
vermelha da raiz, o tratamento contendo apenas Bacillus spp. (T3), foi o que mostrou maior
progresso da doencga, diferindo significativamente do tratamento contendo apenas
A.brasilense (T1) o qual foi o melhor tratamento por ter proporcionado o menor progresso da

doenga, sendo que os demais tratamentos ndo diferiram entre si (Figura 6).

Figura 6. Area abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD) da podridio vermelha da
raiz em plantas de soja, cujas sementes foram submetidas a diferentes tratamentos biolégicos.
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T1: A.brasilense; T2: T. asperellum; T3: Bacillus spp.; T4: A. brasilense + Bacillus spp.; T5: T. asperellum +
Bacillus spp; T6: A. brasilense + T. asperellum; T7: testemunha. *Médias dos tratamentos seguidas por mesma
letra, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Duncan a 5%. CV: Coeficiente de variacdo.

No ensaio aqui realizado, o tratamento com Bacillus ndo mostrou resultados positivos
frente ao F. solani, embora jd se tenha comprovagdo da acdo eficaz desse bioagente, no caso
B. subtilis, no controle de fungos de solo, como o proprio Fusarium spp. em soja € em

Rhizoctonia solani em feijao (LAZZARETI; BETIOL, 1997).



32

Da mesma forma ocorreu quando se utilizou o 7. asperellum, isoladamente ou em
mistura esse bioagente ndo demonstrou a mesma eficiéncia ja observada em outros trabalhos
onde se avaliou o controle de patégenos de solo, dentre os quais Fusarium oxysporum
(ETHUR et al., 2012). Credita-se esse fato a exposi¢do precoce que antagonista foi posto
frente ao patégeno (KUPPER; GIMENES-FERNANDES; GOES, 2003), ou seja, ambos
foram depositados no solo, momentos antes da semeadura, assim, o agente biocontrolador nao
teve condicdes de realizar qualquer tipo de acdo que pudesse prejudicar o patégeno, F. solani,
em tempo hébil.

Em outro sentido, a resposta positiva observada com o uso do A. brasiliensis (T1),
pode ser atribuida a sua capacidade de promog¢do de crescimento, visto que alteracdes
morfoldgicas e fisioldgicas sdo ocasionadas pela acdo destes microorganismos (REIS, 2007).
Tais alteracOes contribuem para a melhoria na absorcdo de dgua e nutrientes e podem,
indiretamente, contribuir para um maior controle do patégeno pelas proprias plantas.

Em contrapartida, quando A. brasiliensis foi misturado com Bacillus spp. (T6) ndo
demonstrou a mesma eficiéncia. Isso requer um estudo mais aprofundado quanto a associacao
das duas bactérias, sendo provével que Bacillus spp., por ter alta capacidade de produzir
compostos antibidticos (SBALCHEIRO, 2006) através de mecanismos secunddrios
(ARAUJ O; HENNING; HUNGRIA, 2005), possa ter inibido o crescimento do A. brasiliensis.
O mesmo pode ter ocorrido quando misturado com 7. asperellum (MBARGA et al., 2012)

Nas avaliacdoes de comprimento de raiz, a mistura de A. brasilense + T. asperellum
(T6) foi o melhor tratamento, diferindo significativamente dos tratamentos contendo apenas
Bacillus spp. (T3), da mistura de T. asperellum + Bacillus spp (TS5) bem como da testemunha
(T7) (Figura 7). Esse efeito pode estar relacionado a alta capacidade rizosférica do
Trichoderma (HARMAN, 2000) aliada ao potencial de promoc¢do de crescimento do
Azospirillum na cultura da soja (BULEGON et al., 2015), mostrando que esta associagao

pode ser ainda mais eficiente em promover o crescimento radicular de plantas de soja.
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Figura 7. Comprimento de raizes de plantas de soja inoculadas com F. solani, cujas sementes
foram submetidas a diferentes tratamentos bioldgicos.
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Bacillus spp; T6: A. brasilense + T. asperellum; T7: testemunha. *Médias dos tratamentos seguidas por mesma
letra, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Duncan a 5%

Quanto a altura da parte aérea, os tratamentos contendo a mistura de A. brasilense +
Bacillus spp. (T4) e T. asperellum + Bacillus spp. (TS), obtiveram as maiores médias,
diferindo significativamente do tratamento contendo apenas Bacillus spp. (T3) e da
testemunha (T7) (Figura 8). Em milho, observou-se que a inoculacdo de sementes com B.
subtilis e A. brasiliensis incrementou a altura das plantas (MAZZUCHELLI; SOSSAIL
ARAUIJO, 2015). A promog¢do de crescimento direta ocorre quando o microorganismo €
capaz de produzir metabdlitos secunddrios que promovem diretamente o crescimento das
plantas pela producdo de reguladores de crescimento tais como citocinina e giberelina

(NELSON, 2004).
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Figura 8. Altura da parte aérea de plantas de soja inoculadas com F. solani, cujas sementes
foram submetidas a diferentes tratamentos bioldgicos.
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letra, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Duncan a 5%

Para estimar a real interacdo que ocorre entre semente, biocontrolador e patégeno se
fazem necessdrias pesquisas mais aprofundadas no assunto para que possa ser evidenciado
quais os mecanismos de acdo que cada um dos microorganismos utiliza, tanto para o controle

de doengas quanto para a promocgdo de crescimento, ou ambos.
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5 CONSIDERA COES FINAIS

Observou-se que o tratamento a base de A. brasilense foi mais eficiente no biocontrole
da podriddao vermelha da raiz. Nas avaliagdes quanto a parte de promocdo de crescimento 0s
tratamentos combinados se mostraram melhores tanto em parte aérea como radicular.

E estudos com os tratamentos mais eficientes sdo necessarios, visando verificar a

estabilidade de controle desses microorganismos.
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