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RESUMO

Atualmente a soja € uma das culturas de maior importancia econémica para o
Brasil e o mundo, sendo uma das principais fontes de renda nas exportacées
brasileiras. Um dos grandes desafios enfrentados pela sojicultura é o controle de
patbgenos causadores de doencas, dentre as quais a ferrugem, causada pelo
fungo Phakopsora pachyrhizi, merece destaque devido a sua severidade, facil
disperséo e potencial de dano, podendo gerar perdas de até 90% na cultura. O
controle de doencas como a ferrugem é feito, principalmente, através do uso de
fungicidas, produtos de alta toxicidade que vem causando problemas ambientais e
a saude humana ao longo dos anos. Nesse cenario, o controle biolégico apresenta
microrganismos ndo patogénicos capazes de inibir o desenvolvimento de
patdgenos como uma alternativa inteligente de manejo de doencas, dentre os
quais o B. subtilis € uma das espécies mais estudadas. A rizobactéria se ressai por
atuar inibindo uma vasta gama de fitopatdgenos através de interacbes de
antagonismo ou inducdo de resisténcia sistémica em plantas. Nesse contexto, 0
presente trabalho teve como objetivo avaliar o B. subtilis como agente de
biocontrole de fitopatdgenos da cultura da soja. Para o experimento foi adotando
um delineamento de blocos ao acaso, com quatro repeticdes. Seis tratamentos
foram estudados: T1, testemunha (sem aplicacédo), T2, B. subtilis em V3; T3,
padrao fungicida; T4, B. subtilis em V3 + padrédo fungicida; T5, B. subtilis em todas
as aplicacdes e T6, B. subtilis + padrao fungicida em todas as aplicaces, nos quais
foram realizadas cinco aplicagfes: no estadio vegetativo da soja (V3), no estadio
reprodutivo (R1) e trés aplicagdes finais com intervalo de 15 dias. Avaliou-se no
experimento: severidade de doenca, desfolha e produtividade. Os resultados
mostraram que o B. subtilis se apresenta como uma alternativa promissora no
controle da ferrugem quando utilizado como parte de um programa de manejo
integrado de doencas, contribuindo com a reducéo do uso de fitossanitarios, sem
gue haja perdas na produtividade, uma vez que os tratamentos T4 e T6 registraram
as menores médias de severidade e desfolha, juntamente com uma produtividade

similar ao tratamento T3.

Palavras chave: Bacillus subtilis, biocontrole, fitopatégenos, soja.



ABSTRACT

Soy is currently one of the most economically important crops for Brazil and the
world, being one of the main sources of income for Brazilian exports. One of the
great challenges faced by soy farming is the control of disease-causing pathogens,
among which rust, caused by the fungus Phakopsora pachyrhizi, deserves to be
highlighted due to its severity, easy dispersion and potential for damage, which can
generate losses of up to 90% in culture. The control of diseases such as rust is
done mainly through the use of fungicides, highly toxic products that have been
causing environmental and human health problems over the years. In this scenario,
biological control presents non-pathogenic microorganisms capable of inhibiting
the development of pathogens as an intelligent alternative for disease
management, among which B. subtilis is one of the most studied species. The
rhizobacteria stand out for acting by inhibiting a wide range of phytopathogens
through antagonism interactions or induction of systemic resistance in plants. In
this context, the present work aimed to evaluate B. subtilis as a biocontrol agent of
phytopathogens in the soybean crop. For the experiment, a randomized block
design was adopted, with four replications. Six treatments were studied: T1, control
(without application), T2, B. subtilis in V3; T3, fungicide pattern; T4, B. subtilis in V3
+ fungicide pattern; T5, B. subtilis in all applications and T6, B. subtilis + fungicide
pattern in all applications, in which five applications were performed: in the
vegetative stage of soybean (V3), in the reproductive stage (R1) and three final
applications with 15-day interval. The following were evaluated in the experiment:
disease severity, defoliation and productivity. The results showed that B. subtilis
presents itself as a promising alternative in the control of rust when used as part of
an integrated disease management program, contributing to the reduction of the
use of phytosanitary products, without losses in productivity, since the T4 and T6
treatments registered the lowest mean severity and defoliation, together with a

similar productivity to the T3 treatment.

Key words: Bacillus subtilis, biocontrol, phytopathogens, soybean.
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1. INTRODUCAO

A soja se tornou uma das culturas de maior importancia no mercado nacional e
internacional, sendo uma das maiores fontes de renda nas exportacdes de varios
paises, incluindo o Brasil (SIEBEN E MACHADO, 2006). A oleaginosa tem como
centro de origem a Asia, pertence ao género Glycine, cuja qual a Glycine max (L.)
Merril € a espécie cultivada, e foi inserida no Brasil no ano de 1882 (DORIGHELLO,
2013).

Atualmente a agricultura € o principal pilar da economia brasileira, com
destaque para a producao de graos como soja, milho e trigo (LORINI, 2019). Com
uma producéao recorde de 124,8 milhdes de toneladas na ultima safra, 2019/20, o
Brasil se enquadrou como o maior produtor mundial do grdo. Sendo o estado do
Mato Grosso o maior produtor nacional, contribuindo com 35,88 milhdes de
toneladas da leguminosa (CONAB, 2020).

A importancia econdmica da soja no Brasil e no mundo € justificada pela grande
versatilidade do aproveitamento dos seus gréos. Os produtos e subprodutos
derivados do processamento do “complexo soja” (grao, oleo e farelo) podem ser
amplamente utilizados na alimentacdo humana (elevado teor proteico de alta
qualidade), na nutricdo animal (racbes, silagem, farelo), em usos industriais
(producao de biodiesel, sab8es, cosméticos, tintas, solventes, etc.), adubacéo
verde, dentre outros (CAMARA, 2015). Nesse cenério, no momento atual, a soja
se configura como uma das commodities mais importantes para a economia
mundial, alcancando cada vez mais altos precos na Bolsa de Valores de Chicago
(CONAB, 2021).

Dentre os desafios encontrados pela sojicultura, destacam-se os problemas
fitossanitarios, uma vez que esses sdo capazes de comprometer a produtividade
e rendimento da cultura. Das doencas incidentes, a ferrugem asiatica da soja,
causada pelo fungo Phakopsora pachyrhizi, é considerada a doenca de maior
importancia, devido a sua agressividade, severidade das perdas ocasionadas e ao
custo médio para seu controle (US$ 2,8 bilhGes de délares por safra, de acordo
com o Consorcio Antiferrugem, 2020) (DORIGHELLO, 2013). Aléem da ferrugem, a

soja é acometida por uma série de outros patégenos que interferem diretamente
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no desenvolvimento da planta, como os fungos Corynespora cassiicola,
Colletotrichum truncatum, Microsphaera difusa, Cercospora kikuchii e Septoria
glycines, causadores de doencas com potencial de grandes perdas (HENNING et
al., 2005). Para o controle fitossanitério sao utilizados, principalmente, fungicidas,
porém o uso indiscriminado desses produtos ocasionou, dentre outros, problemas
de resisténcia de patdégenos aos quimicos, levando a necessidade de mistura de
produtos e ao aumento da frequéncia das pulverizac¢des, intensificando ainda mais
seu potencial de dano devido a sua alta toxicidade (CAMPANHOLA E BETTIOL,
2003).

Como alternativa ao uso de fitossanitarios, bactérias antagonistas da espécie
B. subtilis ttm sido estudadas como agentes de biocontrole. Por biocontrole, ou
controle bioldgico, entende-se “controle de um microrganismo por outro
microrganismo” (GRIGOLETTI JUNIOR, SANTOS E AUER, 2000), sendo assim
bactérias ndo patogénicas sdo capazes de controlar patégenos a partir de
interacbes de antagonismo, parasitismo, competicdo, dentre outros (PAL E
GARDENER, 2006). O Bacillus subtilis se apresenta como uma ferramenta
biotecnoldgica de biocontrole, sendo capaz de agir sobre os patégenos de forma
direta, através de interacbes de antibiose com um amplo espectro de
microrganismos, ou ainda de forma indireta, atuando como eliciadores da
resisténcia sistémica induzida nas plantas (LANNA FILHO, FERRO E PINHO,
2010) e (JUNGES, 2016).

Estudos realizados por Dorighello, 2017, apontam o género Bacillus como uma
promissora alternativa ao uso exclusivo de fungicidas para o controle de ferrugem,
principalmente, apresentando resultados de até 96% de reducédo da severidade da
doenca em aplicagcdes preventivas. Nessa perspectiva, esse estudo teve como
objetivo principal avaliar o potencial de bactérias da espécie Bacillus subtilis como

agentes de biocontrole de fitopatégenos da cultura da soja.

2. OBJETIVOS
2.10bjetivo geral

e Avaliar o Bacillus subtilis como agente de biocontrole de fitopatdogenos da

cultura de soja.
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2.2 Objetivos especificos

e Multiplicar o Bacillus subtilis em laboratério em colaboracéo com a empresa
SOLUBIO;

e Realizar aplicagbes de B. subtilis separadamente ou associados a
fungicidas em diferentes estadios da soja;

e Avaliar o B. subtilis quanto a sua capacidade de reducao da severidade de
doencas foliares causadas por fungos na cultura da soja,

e Verificar a influéncia dos tratamentos utilizados na produtividade da cultura;

e Avaliar o biocontrole atribuido ao B. subtilis separadamente ou como uma

ferramenta do manejo integrado.

3. JUSTIFICATIVA

A partir do conhecimento da importancia do agronegécio para o Brasil,
principalmente relacionado a producéo de graos, com a soja sendo 0 grédo mais
produzido e exportado no pais, e sabendo das dificuldades enfrentadas pelos
produtores no controle de fitopatdgenos que causam reducdo na produtividade e
rendimento da cultura, faz-se de grande importancia o estudo sobre
microrganismos capazes de agir como inibidores do crescimento ou
desenvolvimento de patégenos que acometem a cultura da soja, ja que 0 uso
indiscriminado de fitossanitarios tem trazido indmeros danos ndo s6 ao meio
ambiente, mas a saude humana devido a sua alta toxicidade. Nesse contexto, as
rizobactérias do género Bacillus, com destaque para a espécie Bacillus subtilis,
tém apresentado resultados positivos quando utilizadas para fins de biocontrole,
agindo nao so diretamente sobre os patégenos, mas também induzindo a planta a
ativar seus préprios mecanismos de defesa. Nessa perspectiva, um estudo voltado
a utilizacdo do Bacillus subtilis como agente de biocontrole de fitopatdgenos da

cultura da soja faz-se promissor.
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4. REVISAO BIBLIOGRAFICA
4.1 A soja

Em decorréncia do constante aumento da demanda mundial por insumos
agricolas, a soja vem se tornando uma das variedades mais cultivadas e de maior
relevancia em todo o mundo. Trata-se de uma planta herbacea e de reproducéo
autdgama, da familia Fabaceae e subfamilia Papilionoideae, cultivada para a
producéo de graos (DORIGHELLO, 2013).

Pertencente ao género Glycine, o gréo teve origem no leste da Asia, sendo a
Glycine max (L.) Merril, espécie cultivada atualmente, o resultado de cruzamentos
naturais entre espécies de soja selvagem que ao longo do tempo foram
domesticadas e melhoradas na antiga China (BEZERRA, et al., 2013). A
inexisténcia de intercambio comercial entre o oriente e o ocidente, fez com que a
soja permanecesse restrita ao oriente durante séculos. Apesar do inicio de sua
domesticacao ter sido ainda durante o século Xl a.C., na China, a oleaginosa s6
chegou ao ocidente ap6s a chegada dos primeiros navios europeus no final do
século XV e inicio do XVI d.C. alcancando a América do Norte apenas em 1804,
na Pensilvania, e o Brasil em 1882 (CAMARA, 2015).

A planta da soja é composta por um caule herbaceo, ereto, pubescente e
ramificado, que se desenvolve partindo do eixo embrionario apés a germinacéao,
folnas denominadas cotiledonares e unifoliadas, que aparecem no inicio do
desenvolvimento, e folhas trifoliadas que surgem apds as unifoliadas e
permanecem até a senescéncia. O sistema radicular, denominado como difuso, é
composto por uma raiz axial principal pouco desenvolvida e raizes secundarias. A
morfologia da soja pode ser observada na Figura 4.1 (TEJO, FERNANDES E
BURATTO, 2019).
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Figura 4.1 Morfologia da soja.
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Fonte: Portal Syngenta.

A soja € uma planta anual, com um ciclo que pode variar de 75 a 200 dias a
depender das condigcbes ambientais em que se encontra. Aspectos como
incidéncia de luz, disponibilidade de &gua, nutrientes e temperatura podem
interferir diretamente no seu desenvolvimento (variando de 30 a 200 cm de altura),
influenciando na quantidade de ramificacdes, nas caracteristicas das vagens
(como sé&o chamados os legumes resultantes) e consequentemente na
produtividade da cultura. Habitualmente uma cultura de soja pode apresentar um
rendimento de 400 gréos por planta, com vagens que podem ter de 2 a 7 cm de
comprimento, 1 a 2 cm de largura, forma achatada, coloracao variando entre cinza,
amarelo-palha ou preta, quando maduras, e contendo de 1 a 5 grdos (TEJO,
FERNANDES E BURATTO, 2019).

O ciclo de maturacéo fisiologica dos graos é descrito em estadios fenoldgicos
subdivididos em 2 grandes grupos: vegetativo e reprodutivo, designados pelas
letras “V” e “R”, respectivamente. A parte do caule onde a folha se desenvolve é
denominada como né e é utilizada para identificar os estadios vegetativos. Com
excecao dos estadios vegetativos denominados VE, que representa uma plantula
recém emergida (Figura 4.2, A) e VC, que indica 0 momento em que os cotilédones
se encontram completamente abertos e expandidos (Figura 4.2, B), todas as

subdivisbes seguintes a VC sdo enumeradas sequencialmente com indices que
14



indicam a quantidade de ndés, acima do né cotiledonar, que a planta apresenta,
como exemplificado na Figura 4.3 (FARIAS, NEPOMUCENO E NEUMAIER,
2007).

Figura 4.2: Plantulas de soja em estadios VE (A) e VC (B).

Fonte: Farias, Nepomuceno e Neumaier, 2007.

Figura 4.3: Plantula de soja em estadio V2.

-

¥—_ Cotilédone

Fonte: Adaptado de Farias, Nepomuceno e Neumaier, 2007.

Para os estadios reprodutivos, os indices de um a oito que seguem a letra “R”
descrevem o periodo do florescimento a maturagdo. Abrangendo quatro fases

distintas: florescimento (R1 e R2), desenvolvimento da vagem (R3 e R4),
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desenvolvimento do grdo (R5 e R6) e maturacdo (R7 e R8). Proposto por Ferhr e
Caviness, 1977, tal sistema de classificacdo € o mais utilizado ainda hoje. Na
Figura 4.4 e nas tabelas 4.1 e 4.2 podemos observar a escala fenoldgica da cultura
da soja, bem como a descri¢do detalhada de seus estadios fenolégicos. (FEHR E
CAVINESS, 1977).

Figura 4.4: Escala fenologica da cultura de soja.

VE- Emergéncia R1- Inicio do florescimento \ A
VC- Cotilédone R2- Florescimento pleno | I , ] q
V2-Segundo né R3- Inicio da formacdo do legume 14 9 3 ' ), 9
V4- Quarto né R4- Legume completamente desenvolvido
NV- Enésimo né R5- Enchimento de gréo BREl a2 BESiRGAE-RES
R6- Grdo cheio ou completo
R7- Inicio da maturagdo
R&- Maturacdo plena '

Fonte: Tejo, Fernandes e Buratto, 2019.

Tabela 4.1: Descricdo dos estadios vegetativos da soja.

Estadios Descricao

Cotilédones acima da superficie do solo

VE

Ve Cotilédones completamente abertos

V1 Folhas unifoliadas completamente desenvolvidas

V2 Primeira folha trifoliada completamente desenvolvida
V3 Terceira folha trifoliada completamente desenvolvida
vV..n Enésima folha trifoliada completamente desenvolvida

Fonte: Adaptado de Farias, Nepomuceno e Neumaier, 2007.
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Tabela 4.2: Descricdo dos estadios reprodutivos da soja.

Estadios Descricao
R1 Uma flor aberta em qualquer né do caule
R2 Uma flor aberta em um dos 2 dltimos nés do caule, com folha

completamente desenvolvida

R3 Vagem com 5 mm de comprimento em um dos 4 ultimos nos do

caule, com folha completamente desenvolvida

R4 Vagem com 2 cm de comprimento em um dos 4 ultimos nés do

caule, com folha completamente desenvolvida

R5 Grao com 3 mm de comprimento em vagem em um dos 4 ultimos

nds do caule, com folha completamente desenvolvida

R6 Vagem contendo grédos verdes preenchendo as cavidades da
vagem de um dos 4 ultimos nés do caule, com folha completamente
desenvolvida

R7 Uma vagem no caule com coloracdo madura

R8 95% das vagens com coloragdo madura

Fonte: Adaptado de Farias, Nepomuceno e Neumaier, 2007.

Segundo Mendes, et al. 2004, a soja é constituida por cerca de 17 a 18% de
oleo e 35 a 37% de proteina bruta de elevado valor biologico, se apresentando
como uma boa alternativa de alimento proteico e energético. Ja Vieira, Cabral e
Paula, 1999, apontam que a composi¢cado dos gréos pode sofrer interferéncia de
diversos fatores, dentre outros, das condi¢bes climaticas, do tipo de solo, da

localizacdo geografica, da variedade e das praticas agronémicas.
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Além dos elevados teores de proteinas e lipidios, os grados de soja ainda
apresentam significativos teores de minerais e carboidratos (CAMARA, 2015), que
juntamente com a versatilidade de aplicagéo de seus produtos e subprodutos, nao
sO na alimentacdo humana e animal, mas como fonte de energia, agregam valor
econdbmico nos mercados nacionais e internacionais, fazendo com que a
leguminosa seja atualmente um dos produtos agricolas de maior interesse mundial
(SILVA et al., 2006). Na Tabela 4.3 temos uma visao da composi¢ao centesimal
dos gréos de soja.

Tabela 4.3: Composicdo centesimal do grdo de soja e seus componentes.

Rendimento Proteina Oleo Cinza Carboidrato
Componentes
(%)
Soja em grao 100,0 37,0 18,0 4,9 33,8
Cotilédones 90,3 425 22.8 50 29.4
Casca 7,3 8,8 1,0 4.3 85,9
Hipocatilo 2,4 40,8 11,4 4.4 43,4

Fonte: Adaptado de Camara, 2015 e Mendes et al., 2004.

4.2 A importancia econdmica da soja no Brasil e no mundo

Por complexo soja, entende-se “grao, oleo e farelo”, uma vez que do total de
grao produzido e esmagado no pais, estima-se que cerca de 80% seja processado
em farelo e os 20% restantes em 6leo (SOUZA et al., 2010). A soja apresenta
grande versatilidade e aproveitamento de seus gréaos, sendo essas algumas das
caracteristicas positivas apontadas por Souza et al., 2010, que justificam sua
visibilidade e valor econémico. A leguminosa pode ser aproveitada ndo sé para
alimentacdo humana e animal, mas também em varios setores industriais e até
mesmo como adubo verde (CAMARA, 2015). Nas Figuras 4.5 e 4.6 encontram-se
fluxogramas que exemplificam a utilidade da soja fazendo um sucinto

levantamento dos produtos derivados do processamento industrial dos seus graos.
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Figura 4.5: Produtos derivados do processamento industrial do farelo da soja.
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Fonte: Adaptado de Camara, 2015.

Figura 4.6: Produtos derivados do processamento industrial do 6leo de soja.
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Nessa perspectiva a soja se tornou uma das commodities mais importantes
para a economia brasileira, tendo alcancado uma média de preco de US$ 13,74/bu
em dezembro de 2020, na Bolsa de Valores de Chicago (CBOT), valores 6,51%
mais altos que aqueles apresentados em janeiro do mesmo ano. Fatores como a
grande demanda de soja para exportacao nos Estados Unidos, bem como a greve
dos caminhoneiros na Argentina, que interferiu no escoamento do grdo e seus
derivados, contribuiram para que os precos do complexo soja alavancassem no
mercado internacional. Em decorréncia dos precos internacionais do alqueire de
soja, juntamente com o doélar na casa dos R$ 5,40, o mercado nacional da
oleaginosa tende a permanecer em alta, uma vez que a exportacao é o principal

destino da producéo do grédo, como podemos notar na Tabela 4.4 (CONAB, 2021).

Motivada pela alta demanda chinesa e pelo forte perfil de mercado observado
até o momento, para a safra de 2020/21, espera-se um volume de
aproximadamente 132 milhdes de toneladas, chegando a atingir cerca de 83
milhdes de toneladas voltadas a exportacdo (ABIOVE, 2021). Do total produzido,
estima-se ainda que cerca de 45 a 49 milhdes de toneladas sejam destinadas a
demanda interna, tendo em vista o crescimento econémico do pais e a evolucao
do biodiesel que passara de B12 para B13 (13% de biodiesel e 87% de diesel
convencional), o que requererd mais matéria prima para sua producdo. Dessa
forma, a tendéncia dos estoques finais do grdo € de permanecerem baixos por
mais um ano, contribuindo para a alta de precos no mercado interno no ano de
2021 (CONAB, 2021).

Na Tabela 4.4 podemos observar um balanco de oferta/demanda do complexo
soja no Brasil durante os ultimos 5 anos, comprovando a importancia econémica

da cultura para o pais.
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Tabela 4.4: Balanco de oferta/demanda do complexo soja no Brasil, em milhdes de toneladas,
nos ultimos anos.

1. Soja
1. Estoque Inicial 10.234 10.812 3.624 3.319 328
1.2 Producéao 113.804 123.081 120.751 128.500 132.600
1.3. Importacao 254 187 144 822 800
1.5. Exportacao 68.155 83.258 74.073 82.973 83.000
1.6. Processamento 41.837 43.556 43.454 45500 46.300
1.7. Estoque Final 10.812 3.624 3.319 328 528
2. Farelo
2.1. Estoque Inicial 1.233 2.144 1.785 1.338 2.177
2.2. Producéo 31.577 33.185 33.477 34.677 35.300
2.3. Importacdo 2 0 3 0 0
2.4, Exportacdo 14.383 16.803 16.682 16.938 17.100
2.5. Consumo Doméstico 16.285 16.741 17.246 16.900 17.400
2.6. Estoque Final 2.144 1.785 1.338 2.177 2.977
3. Oleo
3.1. Estoque Inicial 356 413 409 299 289
3.2. Producao 8.433 8.833 8.791 9.150 9.300
3.3. Importacéo 58 35 48 250 300
3.4. Exportacéo 1.340 1.416 1.041 1.110 500
3.5. Consumo Domeéstico 7.094 7.457 7.909 8.300 9.200
3.6. Estoque Final 413 409 299 289 189

(E) Estimativa. (P) Previsao.
Fonte: Abiove, 2021.

4.3 Sistema de producdo: Os desafios fitossanitarios da sojicultura

Assim como todas as demais culturas, a soja enfrenta desafios fitossanitarios
gue comprometem diretamente a produtividade e qualidade dos grédos, podendo
causar perdas significativas ao produtor. Contornar tais desafios requer um manejo
baseado na prevencdo e controle de doencgas, pragas ou plantas invasoras
(JUHASZ, et al., 2013).

Se tratando de material genético, existem hoje, no Brasil, dois sistemas basicos
de producédo: convencional e transgénico. A tecnologia da soja transgénica
possibilitou a obtenc&o de cultivares que apresentam caracteristicas que resultam
na reducéo de custos de producao, além de melhorarem aspectos competitivos da

cultura. Atualmente é possivel cultivar uma soja que seja tolerante ao herbicida
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glifosato e até mesmo a algumas lagartas desfolhadoras. Tais caracteristicas
fazem com que o custo total relacionado ao uso de fitossanitarios varie de 22%
(convencional) a 19% (transgénica) (CONTINI et al., 2018).

Apesar da soja transgénica e do controle quimico ja serem alternativas
utilizadas visando o aumento da produtividade, reducéo de gastos ou minimizacao
de perdas ocasionadas por doencas ou pragas, a utilizacdo intensiva de
agroquimicos ocasiona uma série de impactos negativos, tanto dentro como fora
da lavoura. Segundo Campanhola e Bettiol, 2003, alguns pontos negativos que

podem ser citados séo:

e Aumento da dependéncia do seu uso, ja que provoca desequilibrios
biol6gicos;

e Ressurgéncia de altas populacfes de pragas e patdgenos;

e Aparecimento de novas pragas antes sob controle natural,

e Resisténcia das pragas, fitopatbgenos e plantas invasoras aos quimicos,
resultando na necessidade de se utilizar doses cada vez mais elevadas,
misturas de produtos ou aumentar a frequéncia de pulverizacdes.
Intensificando ainda mais seu potencial de dano ao homem e ao meio

ambiente.

4.3.1 Principais doencas da soja

4.3.1.1 Ferrugem

Causada pelo fungo Phakopsora pachyrhizi, a ferrugem asiatica da soja (FAS),
nativa do oriente (China), foi identificada no Brasil ano de 2001, no estado do
Parand, se espalhando rapidamente pelas regides produtoras do pais (YORINORI,
NUNES JUNIOR E LAZZAROTTO, 2004). Por sua severidade, ampla distribuicéo
e potencialidade de gerar perdas (danos variando de 10% a 90% nas regides onde
foi relatada, segundo Juhasz, et al., 2013) a ferrugem é uma das doencgas
incidentes da cultura da soja de maior importancia (RICHETTI E ROESE, 2011).

A enfermidade pode ser identificada em qualquer estadio da planta a partir do

aparecimento de pequenas lesdes foliares caracteristicas, de coloracdo castanha
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a marrom-escura, na parte inferior da folha (Figura 4.7). A infeccéo pelo fungo é
favorecida por chuvas frequentes ou longos periodos de molhamento, associadas
a temperaturas 6timas que variam de 18 °C a 26,5°C (JUHASZ, 2013).

Figura 4.7: Ferrugem asiatica da soja.
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Fonte: Juhasz et al., 2013.

A FAS ataca os cotilédones, folhas e hastes das plantas, sendo que os
sintomas, observados nas folhas, tendem a iniciar-se no tergo médio das plantas,
evoluindo até o ponteiro. As saliéncias formadas na folha (estruturas reprodutoras
do fungo), chamadas de urédias, abrem-se formando um pequeno poro, por onde
sao expelidos os uredosporos, disseminando a doenca através do vento. As lesdes
causadas pelo Phakopsora pachyrhizi tém formato angular, atingindo de 2 mm a 5
mm de didmetro e podendo ser classificadas em dois tipos: TAN (coloracdo
castanha, auséncia de necrose e muita esporulacdo) e RB (com necrose,
coloragdo marrom-avermelhada, menor quantidade de urédias e pouca

esporulagéo), como podemos observar na Figura 4.8 a e b (SEIXAS et al., 2020).
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Figura 4.8: Lesdes tipo TAN (A) e RB (B).

Fonte: Godoy et al., 2020.

A doenca causa destruicdo dos tecidos foliares, levando a desfolha precoce,
interrompendo assim a atividade fotossintética e consequentemente interferindo
na formacao plena dos grdos. Em uma planta severamente atacada pela ferrugem
pode ocorrer o aborto e queda das vagens, podendo gerar perda total de
rendimento (ANDRADE E ANDRADE, 2002). Atualmente o controle da ferrugem é
feito, dentre outras medidas, através da pulverizacdo de fungicidas logo no
aparecimento dos sintomas ou preventivamente (SEIXAS et al., 2020),
acarretando em um custo médio de US$ 2,8 bilhdes de dolares por safra no Brasil

para ser controlada, de acordo com o Consorcio Antiferrugem, 2020.

4.3.1.2 Mancha alvo

A mancha alvo ou podriddo radicular de Corynespora, como também é
conhecida, é causada pelo fungo Corynespora cassiicola e assim como a ferrugem
pode ocorrer em qualquer estadio da cultura, sendo a fase R1 a mais frequente do
seu aparecimento. Os sintomas da doenca podem ser observados nas folhas,
ramos, vagens, sementes, hipocétilo e raizes das plantas. Sua disseminacéo
ocorre através do solo contaminado, pelo vento ou chuva, sendo assim, altos
indices pluviométricos contribuem para a difuséo e infec¢éo do fungo. Além de alta
umidade, temperaturas amenas, variando entre 15°C e 18°C no solo, também

favorecem a contaminacao da lavoura (SARAN, 2017).

Nas folhas, as lesdes se iniciam como pequenos pontos de coloracdo parda,

com um halo amarelado, evoluindo para grandes manchas circulares de coloragao
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castanho-claro a castanho-escuro (Figura 4.9) (HENNING et al., 2005). Como
consequéncia, a doenca € capaz de gerar desfolha precoce, e apodrecimento das
vagens, além de atacar também a raiz, causando seu apodrecimento. Quando a
infeccdo acontece na regido de sutura das vagens ainda em desenvolvimento, a
enfermidade resulta em necrose, abertura das vagens em germinacdo ou
apodrecimento dos graos verdes (ABDLNOOR R. V., et al., 2013).

Figura 4.9: Les@es causadas pelo fungo C. cassiicola.

Fonte: Saran, 2017.

4.3.1.3 Antracnose

A antracnose € causada pelo fungo Colletotrichum truncatum e é uma das
principais doencas que afetam a cultura na fase inicial de formacao das vagens,
sendo um problema frequente das regides produtoras do Cerrado, devido a
elevada precipitacdo e as altas temperaturas que favorecem o desenvolvimento
do patogeno. A doenca causa desfolha prematura, alta redu¢cdo do numero de
vagens, auséncia de formacdo dos gréos, induz ainda a planta a retencéo foliar,
além de poder causar queda das vagens ou perda total em anos altamente
chuvosos. A disseminacao do fungo é feita através de sementes infectadas, restos
de culturas, pelo vento ou chuva (HENNING et al., 2005) (SARAN, 2017).
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O C. truncatum pode atacar a cultura desde o estadio vegetativo até o
reprodutivo, atingindo toda a parte aérea da planta, como as folhas, cotilédones,
hastes, peciolos e vagens. Os sintomas da doenca sédo observados em forma de
necrose nos cotilédones, lesdes nas vagens ou manchas claras que evoluem para
uma coloracdo negra (Figura 4.10) (SARAN, 2017).

Figura 4.10: Sintomas da antracnose observados nos cotilédones (A) e nas vagens
(B) da soja.

Fonte: Saran, 2017.

4.3.1.4 Oidio

Causada pelo fungo Microsphaera diffusa, o oidio é uma doenca que desde a
safra de 1996/97 vém apresentando uma alta incidéncia em todas as areas
produtoras do pais, gerando perdas de rendimento de até 40%. Nao se trata de
um patodgeno exclusivo da soja, mas um parasita obrigatério que infecta diversas
espécies de leguminosas, se desenvolvendo por toda a parte aérea da planta
(ABDELNOOR et al., 2013). O aparecimento da enfermidade € mais comum no
estadio de floracdo, sendo que temperaturas amenas entre 18°C a 24°C e baixa
umidade favorecem a ocorréncia do hospedeiro na lavoura. O fungo é disseminado
pelo vento, tem um ciclo de 7 a 10 dias e sobrevive em plantas voluntarias de soja
e hospedeiros alternativos (SEIXAS, 2019)
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Segundo Abdelnoor et al., 2013, os sintomas da doenca sédo percebidos em
forma de uma fina cobertura de micélio e esporos pulverulentos que podem ser
pequenos pontos brancos ou cobrir toda a parte aérea da planta (Figura 4.11). Os
autores ainda ressaltam que em casos de infeccdo severa, a cobertura de micélio
e difusdo do parasita, ndo s6 danifica diretamente o tecido foliar das plantas como
também diminui a fotossintese, podendo causar queda prematura das folhas e

interferir no desenvolvimento pleno da cultura.

Figura 4.11: Cobertura parcial de trifélios de soja por oidio.
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Fonte: Mais Soja, éOO.

4.3.1.5 Doengas de final de ciclo:

Por ocorrerem simultaneamente e apresentarem sintomas muito semelhantes,
dificultando sua identificagéo isolada, os patdgenos Cercospora kikuchii, causador
da doenca conhecida por crestamento foliar de cercospora, e Septoria glycines,
causador da mancha parda da folha, constiiuem um grupo de doencas
denominadas como “doencgas de final de ciclo” (DFCs). Os agentes infectantes sédo
disseminados através de sementes e restos de culturas infectados, pela chuva ou
vento, sendo favorecidos por temperaturas amenas, alta umidade e longos
periodos de molhamento foliar (SARAN, 2017).
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A Cercospora kikuchii ataca todas as partes da planta. Nas folhas, seus
sintomas incluem pontos escuros, com coloracao castanho-avermelhado e bordas
difusas que com o tempo coalessem formando grandes manchas de cor purpura-
escura. E comum que seus primeiros sintomas aparecam nas hastes da cultura na
forma de manchas avermelhadas, podendo ocorrer necrose quando o fungo

consegue penetrar o tecido através dos nos da planta (HENNING, 2014).

Os sintomas da Septoria glycines, por sua vez, sdo muito semelhantes aos da
C. kikucchi. A doenca causa manchas de coloracdo parda e halos amarelados que
com o decorrer, aumentam de tamanho podendo chegar a tomar toda a superficie
superior e inferior da folha. Ambas doencas, em casos severos, como resultado
provocam desfolha e maturacdo precoce, gerando perdas de rendimento e
produtividade. Doencas como a antracnhose e a mancha olho de ra, causada pelo
fungo Cercospora sojinna, podem ter ocorréncia associada ao aparecimento das
doencas do complexo de DFCs. Na Figura 4.12 podemos observar 0os sintomas
das DFCs na folha de soja. (SARAN, 2017).

Figura 4.12: Sintomas em evolugéo das DFCs.

Fonte: Saran, 2017.
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4.4 Métodos alternativos de controle fitossanitario.

4.4.1 Controle Biolégico e o manejo integrado

Apesar do termo “Controle biolégico de doencas” ter se popularizado nos
ultimos anos no Brasil, o primeiro artigo publicado no pais sobre o tema é datado
do ano de 1950, pelo autor Reinaldo Foster, pesquisador do Instituto Agronémico
de Campinas (BETTIOL E MORANDI, 2009). Por controle bioldgico, entende-se
“Controle de um microrganismo por outro microrganismo” (GRIGOLETTI JUNIOR,
SANTOS E AUER, 2000) ou ainda, de forma mais abrangente, como proposto por
Baker e Cook, 1974, pode-se entender como definicdo ou conceito que se trata da
‘reducao da densidade de in6culo ou das atividades determinantes da doenca
provocado por um ou mais organismos, realizando naturalmente ou através da
manipulagcdo do ambiente, hospedeiro ou antagonista, ou pela introdugdo em

massa de um ou mais antagonistas”.

A ideia de utilizar inimigos naturais no controle de doencas e pragas, no
entanto, é ainda mais antiga. Segundo Gallo et al., 1988, o conhecimento da
existéncia de inimigos naturais de insetos remota ao século lll, quando chineses
utilizavam formigas predadoras no controle de insetos de citros. De acordo com
Morais, 2009, produtos naturais foram utilizados para essa finalidade até metade
do século XIX. Dentre outros, produtos a base de Chrysantemum cinerariaefolium,
Chrysantemum roseum, Chrysantemum coccineum (flores do piretro) e Nicotiana,

eram utilizados, principalmente, como inseticidas e fungicidas.

Com o crescimento populacional, juntamente com o aumento da demanda por
insumos agricolas e impulsionados pelo advento da segunda guerra mundial,
iniciou-se a busca por substancias que fossem mais eficientes e pudessem
substituir os métodos de controle convencionais, a base de compostos naturais,
utilizados naquela época. Por alguns anos, os produtos sintéticos se apresentaram
como a solucgéo ideal para o controle fitossanitario, porém o uso indiscriminado
dessas substancias desencadeou uma série de outros problemas, ndo soé
ambientais, mas também para saude humana, devido a sua alta toxicidade,

gerando assim uma onda de conscientizacédo e a necessidade de resgatar o uso
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de substancias naturais, biologicamente ativas e que fossem menos prejudiciais
(MORAIS, 2009).

Segundo Lanna Filho, Ferro e Pinho, 2010, o controle biolégico por
microrganismos apresenta-se como uma alternativa inteligente para a reducédo do
uso de agroquimicos, uma vez que a diversidade de microrganismos, bem como
suas relacbes de interagcdo surgem como ferramentas imprescindiveis para o
controle de fitopatbgenos. Dentre os tipos de interacbes realizadas pelos
microrganismos que contribuem para o biocontrole podemos citar (PAL E
GARDENER, 2006):

e Mutualismo: associacdo entre duas ou mais espécies onde ambas se
beneficiam. Esse tipo de interagcéo favorece o desenvolvimento da planta,
fortificando-a por meio de uma nutricdo melhorada e/ou estimulando
defesas contra patégenos.

e Comensalismo: interacdo simbidtica, onde um organismo se beneficia e o
outro ndo € prejudicado nem beneficiado. O microrganismo ndo causa
danos ou beneficios a planta, porém age dificultando no desenvolvimento
do patégeno.

e Antagonismo: resulta em consequéncias negativas para um organismo ou
ambos.

e Competicdo: o biocontrole ocorre quando um ndo patdégeno compete com
patbgenos por nutrientes na planta hospedeira, dificultando o
desenvolvimento desse.

e Parasitismo: um organismo parasita se beneficia, enquanto o outro é
prejudicado. Organismos que parasitam patdgenos de plantas podem ser

utilizados como método de biocontrole.

As bactérias antagonistas do grupo Bacillus spp., sdo um dos principais
agentes de controle biol6gico, com destaque para a espécie Bacillus subtilis. Essa
espécie tem sido utilizada comercialmente ndo s6 como agente de biocontrole,
mas também como promotora de crescimento (GRIGOLETTI JUNIOR, SANTOS
E AUER, 2000) e (LANNA FILHO, FERRO E PINHO, 2010).

Apesar de ndo gerarem impactos negativos significativos ao ecossistema ou a

saude humana e apresentarem efeitos de controle fitossanitario comprovados, 0s
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produtos biologicos ainda ndo séo capazes de substituir por completo os quimicos.
Grigoletti Janior, Santos e Auer, 2000, apontam que diferente do controle quimico,
o controle bioldgico ndo apresenta um efeito imediato e total, podendo ainda estar
abaixo do necessario. Os autores ressaltam que a falta de um melhor
entendimento a respeito da ecologia do patégeno e do antagonista impedem o

pleno sucesso do método de controle, indicando como limitantes fatores como:

e Cultivo em grande escala e sucessivo: alguns
microrganismos podem perder ou reduzir sua capacidade
patogénica, diminuindo a eficiéncia do controle;

e Fatores edafocliméticos (relativos ao solo e ao clima):
antagonistas podem sofrer com as variagdes, nao
exacerbando todo seu potencial quando as condi¢des se

afastam do 6timo.

Nessa perspectiva 0 manejo integrado propde a associacdo de multiplas taticas
de protecao de plantas, tendo como base um conjunto de regras, idealizadas a
partir de consideracfes econémicas, sociais e ambientais, que orientam a tomada
de decisdo. O manejo integrado de doencas (MID) combina métodos fisicos,
mecanicos, genéticos, legislativos, biolégicos e quimicos para otimizar o controle,
visando alcancar o maximo de produtividade e qualidade, reduzindo os impactos
ambientais ocasionados pelo uso exclusivo e indiscriminado de fitossanitarios
(CARVALHO E BARCELLOS, 2012).

Dentre as taticas de controle propostas pelo manejo integrado de doencas
podemos citar: época de plantio adequada, tratamento prévio da semente,
utilizacdo de mudas/variedades sadias ou resistentes geneticamente, realizacéo
da rotacdo de cultura, monitoramento, métodos mecanicos, fisicos, de controle
biolégico e como ultimo recurso, o controle quimico. Sendo assim, o controle
bioldgico quando associado a outras taticas de manejo, contribui com uma drastica
reducdo do uso de fitossanitarios, sem que comprometa o rendimento da cultura
(VENTURA, 2016).
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4.4.2 Bacillus subtilis como uma ferramenta biotecnolégica: Biocontrole

Pertencente ao grupo das bactérias quimiorganotréficas, gram positivas, o
Bacillus subtilis € uma das espécies mais estudadas como agente de biocontrole.
A rizobactéria é encontrada em abundancia no solo, podendo ainda sobreviver em
ambientes extremos como desertos e geleiras (GRIGOLETTI JUNIOR, SANTOS
E AUER, 2000). Segundo Carvalho, 2005, esses microrganismos possuem varias
vantagens que influenciam sua utilizacdo no biocontrole, como: tolerancia a altas
temperaturas, rapido crescimento em meio liquido, auséncia de patogenicidade
para a maioria das espécies e producdo de esporos tolerantes ao calor, frio,

condi¢cBes extremas de pH, pesticidas, fertilizantes e ao tempo de estocagem.

7z

O B. subtilis € uma bactéria movel, aerdbia facultativa, cujos esporos
apresentam formato cilindrico ou elipsoidal. Suas col6nias tém coloracdes que
variam do esbranquicado ao preto, a depender do meio de cultura utilizado. Essa
espécie se destaca devido a producao de inUmeros metabdlitos secundérios de
interesse tanto no ambito agricola como medicinal (MONNERAT R., et al., 2020).
Nas Figuras 4.13 e 4.14, podemos observar as caracteristicas das suas colbnias

(A e B), células (A) e esporos (B), respectivamente.

Figura 4.13: llustracdo das colonias de B. Subtilis isoladas em diluicdo 103 (A) e
suas caracteristicas visuais (B).

2mm

Fonte: Gongalves et al., 2017.
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Figura 4.14: Células vegetativas (A) e esporos (B) de B. subtilis vistas através de
microscopia de contraste de fase, microscopia eletronica de varredura, respectivamente.
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Fonte: Monnerat R., et al., 2020.

Alves et al., 2018, aponta a espécie como uma versatil ferramenta
biotecnoldgica. Segundo os autores, as culturas dessas bactérias j& eram muito
populares mesmo antes da sua inser¢do no dominio agricola. Essas eram de
interesse mundial previamente aos antibiéticos, uma vez que, a partir do ano de
1946, por toda América e Europa, essas bactérias foram utilizadas como agentes
imunoestimulantes no auxilio de tratamentos do trato gastrointestinal. Em regifes
da Asia e Africa, por outro lado, esporos de B. subtilis foram utilizados como
probidticos para humanos e animais. Os autores ainda ressaltam que a utilizagéo
dessas bactérias com finalidades industriais data-se de mais de mil anos, sendo
aplicada na fermentacdo de natto (alimento tradicional japonés a base de soja
fermentada) pela primeira vez em 1982, no Japéo.

No contexto agricola, o género Bacillus apresenta uma atividade bioldgica
contra uma vasta gama de bactérias gram-positivas, gram-negativas e fungos
devido a producdo de antibidticos peptidicos, com destaque para o grupo de
lipopeptideos representando a classe de surfactantes microbiolégicos mais
eficientes e de maior interesse biotecnolégico. Essas substancias podem atuar
como antibidticos, antifungicos, antivirais, imunomoduladores, inibidores
enzimaticos e toxicologicos (CARVALHO, 2005).

Dentre os metabdlitos antifUngicos produzidos pelo género encontram-se
lipopeptideos das familias surfactina, inturina e fengicina que, apesar da

semelhanca estrutural, diferem entre si em alguns aspectos bioldgicos em relacéo
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a sua atividade. Inturinas e fengicinas, por exemplo, apresentam uma forte
atividade antifungica, sendo ainda inibidores de crescimento de uma ampla gama
de fitopatdgenos. As surfactinas, por outro lado, ndo desempenham atividade
antifingica isoladamente, porém exercem um efeito sinérgico quando associadas
a inturina. (LANNA FILHO, FERRO E PINHO, 2010).

Segundo Oliveira, 2006, estudos realizados com a inturina A mostraram que
essa se comporta como uma molécula anfifilica ndo-ibnica contendo estruturas
fosfolipidicas e esteréis como sitios alvo de acdo. Tais moléculas agem sobre
fungos e leveduras induzindo a abertura de poros/canais idnicos nas membranas
de suas células, aumentando a permeabilidade e condutancia a ions,
principalmente K+, causando desequilibrio eletroquimico entre os meios intra e
extracelular e consequentemente levando a morte celular. O autor ainda ressalta
gue a presenca da surfactina no meio age facilitando a interacdo da inturina A com
os fosfolipideos, uma vez que, devido sua forte propriedade surfactante, a
surfactina apresenta uma atividade citolitica, enfraquecendo a membrana celular

e permitindo o ataque da inturina A.

Como consequéncia de suas caracteristicas metabdlicas, bactérias B. subtilis
sdo antagonistas, estabelecendo interagdes de antibiose e, ocasionalmente, de
parasitismo e competicdo com um vasto espectro de microrganismos, (LANNA
FILHO, FERRO E PINHO, 2010). Segundo Junges, 2016, o Bacillus subtilis pode
nao soé atuar no biocontrole de fitopatdgenos de forma direta, mas também indireta.
A autora elucida que na forma indireta de acéo, as bactérias dessa espécie sao

capazes de atuar como eliciadoras da resisténcia sistémica induzida (ISR).
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4.4.3 Resisténcia sistémica induzida e o Bacillus subtilis.

As plantas apresentam um sistema de defesas estruturais e bioquimicas que,
apesar de ndo ser comparavel ao sistema de defesa imunologica dos animais, €
capaz de evitar ou atrasar o desenvolvimento de uma vasta gama de
microrganismos patogénicos gerando, para isso, condi¢cdes desfavoraveis que
inviabilizam a colonizacéo de seus tecidos. Esses mecanismos de defesa, também
denominados como fatores de resisténcia, podem ser divididos em (FINGER,
2015):

e Pré-formados: aqueles que ja existem na planta previamente o contato com
0 patégeno. Podem ser estruturais, como as cuticulas, tricomas e paredes
celulares espessas, ou bioquimicos, como moléculas com atividade
antimicrobiana, encontradas geralmente em altas concentracdes, que sao
capazes de converter compostos em substancias altamente toxicas.

e Poés-formados: os fatores bioquimicos poés-formados, por sua vez, se
apresentam ausentes nas células vegetais ou em baixas concentracdes,
manifestando-se apenas apds o contato da planta com o patégeno ou

agentes indutores que funcionam como eliciadores da resposta imune.

Araljo e Menezes, 2009, esclarecem que os mecanismos de defesa pOs-
formados das plantas podem ser geneticamente controlados e a possibilidade de
ativacdo desses genes, em determinadas condicdes, torna as plantas mais
resistentes, criando um fendmeno de inducdo de resisténcia que pode ser tanto
local, como sistémica. Esse aumento da resisténcia mediado por agentes externos
pode ser classificado como resisténcia sistémica adquirida (SAR), quando a
inducdo dos mecanismos de defesa é feita através do contato com o proprio
patégeno ou elicitores produzidos pelos mesmos, e resisténcia sistémica induzida
(ISR), que ocorre quando a planta é estimulada a ativar seus mecanismos de
defesa sem que haja contato com o patdgeno. Segundo os autores, 0 agente
indutor da ISR pode ser um ativador quimico (agente abiotico), microrganismos

nao patogénicos vivos ou extrato de suas células (agentes bibticos).
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A ISR ocorre quando a planta recebe um “sinal externo” (agentes indutores
bidticos ou abidticos) e a exposicao a esses eliciadores induzem uma cascata de
transducdo de sinais, ativando rotas metabdlicas especificas. Com o0
reconhecimento do eliciador por um PRR (receptores de reconhecimento de
padrdo) na superficie da planta, as rotas de sinalizacdo envolvendo &cido
jasmodnico (AJ) e etileno (ET) séo ativadas, resultando na biossintese de altos
niveis de AJ e ET no interior da célula vegetal. O acumulo do acido jasménico e
etileno levam a expressdo dos genes relacionados a patogénese (PR), conferindo
a planta resisténcia a futuros ataques, uma vez que 0 seu hivel de preparacéo
contra patdégenos € aumentado (ENGELBERTH E TAIZ, 2017).

Como exemplo de respostas potencializadas pela ISR podemos citar
(ENGELBERTH, J., TAIZ, L., 2017):

e O acumulo de enzimas relacionadas a defesa, como as hidrolases B-1-3-
glucanase e quitinase, que promovem a desorganizacao da parede celular
de patdgenos, as peroxidases e a fenilalanina aménia liase, que estédo
envolvidas do processo de lignificacdo da parede celular (BARROS et al.,
2010).,

e Reforgo da parede celular;

e Acumulo de metabdlitos secundarios.

Nesse contexto, as rizobactérias promotoras de crescimento de plantas
(RPCP), como o Bacillus subtilis, se apresentam como potenciais agentes
indutores bidticos, uma vez que metabdlitos secundarios produzidos pelas
mesmas podem atuar como elicitores da ISR (BARROS et al., 2010). Resultados
promissores foram obtidos por Finger, 2015, em folhas de videira contra mildio,
por Gaspar Juanior, 2015, contra os patégenos Fusarium subglutinans, Curvularia
luneta e Bipolaris, por Podile et al., 1995, no amendoim contra o Asperggillus niger
spp., dentre outros. Lanna Filho, Ferro e Pinho, 2010, ressaltam, por sua vez, que
compostos volateis metabolizados por B. subtilis também podem levar a planta ao
estado de indugcdo, como foi observado em palntas de Arabidopsis contra o
patégeno Pectobacterium carotovorum. Na Figura 4.15 podemos observar um
diagrama esquematico do fendbmeno de resisténcia induzida (ISR) mediada pelo
B. subtilis.
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Figura 4.15: Diagrama esquemético ddo fendmeno de resisténcia induzida,
ocasionado pelo agente de biocontrole B. subtilis.
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Fonte: Lanna Filho, Ferro e Pinho, 2010.

Se tratando da cultura da soja, estudos realizados por Dorighello, 2017,
apontam que isolados de B. subtilis sdo capazes de inibir cerca de 7% do
crescimento micelial do fungo C. cassiicola, causador da mancha alvo, além de
reduzir a severidade da ferrugem asiatica em folhas de soja destacadas em até
96% com aplicacao preventiva e até 47% com aplicacdo curativa. O autor justifica
tais resultados ressaltando que os metabdlitos produzidos por Bacillus sdo
considerados termicamente estaveis, possuem atividade em uma ampla faixa de
pH e apresentam um efeito microbiano duradouro. Em um segundo experimento,
0 autor obteve, dentre os tratamentos utilizados, a maior produtividade para as
aplicacOes intercaladas de Bacillus e de fungicidas (47% superior a testemunha)
na cultura da soja, seguido do tratamento a base apenas de fungicidas nas quatro

aplicacdes (41% superior a testemunha).
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Ainda segundo os resultados obtidos por Dorighello, 2017, o B. subtilis além
de contribuir no controle da FAS, “pode se tornar um importante aliado frente a
outros patégenos como Corynespora cassiicola e Cercospora sojina, que também
apresentam relatos de perda de sensibilidade a fungicidas.” Nesse cenario, o B.
subtilis se configura como uma ferramenta de biocontrole promissora para a cultura
da soja, principalmente quando utilizada como parte de um manejo integrado
diversificando a rotacdo de produtos e contribuindo com a reducdo do uso de
agroquimicos, bem como dos problemas com resisténcia de patdgenos causados

pelo uso exclusivo de fungicidas.

5. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS
5.1 Material

e Sementes de soja Monsoy da variedade 8349 RR IPRO;
e Pulverizador agricola costal com cilindro de COz;
e Isolados de Bacillus subtilis;

e Fungicidas: Elatus, Ochima, Fox, Aureo, Unizeb Gold, Cronnos e Rumba.

5.2 Metodologia

Os experimentos foram realizados no campo experimental da Fundacgéo Bahia,
instituicho de apoio a pesquisa e desenvolvimento do Oeste baiano, em
colaboracédo com a SOLUBIO, startup voltada ao desenvolvimento de alternativas
mais sustentaveis e econémicas na atividade rural, no periodo compreendido entre
dezembro de 2020 e abril de 2021, safra 2020/21.
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5.2.1 Multiplicacédo de B. subtilis

A multiplicacdo do microrganismo foi feita em laboratério seguindo o protocolo
operacional padrédo da Solubio, empresa detentora da tecnologia. Para o
procedimento foi utilizado um biorreator de 250 L, in6culo e substrato fornecidos
pela empresa. As multiplicagcdes foram realizadas em bateladas de 24 horas,
pouco antes das aplicacdes programadas. Cada batelada teve amostras retiradas
para analise de qualidade, na qual o teste de coloracéo de gram foi executado para
atestar a pureza das amostras, e quantificacdo de unidades formadoras de
colonias (UFC’s), feita a partir de um processo de diluicdo fracionada utilizando
solucéo salina 0,85% e plagueamento das diluicdes 104, 10° e 108 em meio TSA.

O produto finalizado foi armazenado sob refrigeracdo por no maximo 3 dias.

Figura 5.1: Biorreator de 250 L utilizado na multiplicacéo.

Fonte: A autora.

39



Figura 5.2: Procedimento operacional padréo para analise de qualidade das
amostras das multiplicacdes do B. subtilis (A) e quantificagédo de UFC’s (B e C).

Fonte: A autora.

5.2.3 Delineamento experimental

O experimento em campo foi montado adotando um delineamento de blocos
ao acaso, com quatro repeticdes, sendo cada bloco constituido por 6 parcelas. As
parcelas foram compostas por 6 linhas de 5 metros de comprimento, uma vez que,
para a avaliacdo dos tratamentos, foi considerada como area util as quatro linhas
centrais, e como bordaduras, as duas linhas externas (Figura 5.3). Os resultados
obtidos para as variaveis estudadas provenientes da area util de cada parcela
experimental foram submetidos a analise de variancia e os efeitos estatisticamente
significativos foram analisados pelo teste de Scott-Knott com 5% de probabilidade

de erro, utilizando o programa Sisvar.
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O ensaio fundamentou-se na avaliagdo de 6 tratamentos distribuidos

casualmente dentro das parcelas de cada bloco do experimento como mostrado

no croqui da Figura 5.3. A relagdo dos tratamentos, doses e metodologias de

aplicacao estudados no presente trabalho encontram-se dispostas na Tabela 5.1.

5m

Im

Figura 5.3: Croqui do ensaio implementado ho campo experimental apresentando o

namero referente ao tratamento aplicado em cada parcela.
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i Area util
5 1 3 2
4 4 5 1
Corredores
3 6 1 4
2 3 6 3
1 5 2 5
Bloco 1 Bloco 2 Bloco 3 Bloco 4

Fonte: A autora.
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Tabela 5.1: Relacdo dos tratamentos, produtos e épocas de aplicacao avaliados.

N° Tratamentos Produtos Doses Epoca e identificacdo da aplicac&o
1 Testemunha B . _
(sem aplicagéo)
B. subtilis em o . .
2 V3 B. subtilis 2 L/ha Estadio V3 da soja- A
Elatos + Ochima 0,2 L/ha + 0,25 L/ha Estadio R1 da soja- B
3 Padréo Fox + Aureo 0,5 L/ha + 0,25 % viv 15 dias ap6s a aplicagédo B (R1+15) - C
fungicida Fox + Aureo + Unizeb Gold 0,5 L/ha + 0,25% v/v + 1,5 Kg/ha 15 dias apés a aplicagédo C (R1+30) - D
Cronnos + Rumba 2,25 L/ha + 0,5% viv 15 dias apés a aplicagéo D (R1+ 45) - E
B. subtilis 2 L/ha Estadio V3 da soja- A
B. subtilis em Elatos + Ochima 0,2 L/ha + 0,25 L/ha Estadio R1 da soja- B
4 V3 + padrédo Fox + Aureo 0,5 L/ha + 0,25 % viv 15 dias ap6s a aplicagédo B (R1+15) - C
fungicida Fox + Aureo + Unizeb Gold 0,5 L/ha + 0,25% v/v + 1,5 Kg/ha 15 dias apés a aplicagédo C (R1+30) - D
Cronnos + Rumba 2,25 L/ha + 0,5% viv 15 dias apés a aplicagédo D (R1+ 45) - E
B. subtilis 2 L/ha Estadio V3 da soja- A
B. subtilis em B. subtilis 2 L/ha Estadio R1 da soja- B
5 todas as B. subtilis 2 L/ha 15 dias ap6s a aplicagédo B (R1+15) - C
aplicacoes B. subtilis 2 L/ha 15 dias ap6s a aplicagédo C (R1+30) - D
B. subtilis 2 L/ha 15 dias apés a aplicagédo D (R1+ 45) - E
B. subtilis em B. subtilis 2 L/ha Estadio V3 da soja- A
' todas a Elatos + Ochima + B. subtilis 0,2 L/ha+ 0,25 L/ha + 2 L/ha Estadio R1 da soja- B
6 aplicaces + Fox + Aureo + B. subtilis 0,5 L/ha + 0,25 % v/v + 2 L/ha 15 dias ap6s a aplicagédo B (R1+15) - C

padréo fungicida

Fox + Aureo + Unizeb Gold + B. subtilis
Cronnos + Rumba + B. subtilis

0,5 L/ha + 0,25% v/v + 1,5 Kg/ha + 2L/ha

2,25 L/ha + 0,5% v/v + 2L/ha

15 dias apés a aplicagédo C (R1+30) - D
15 dias ap6s a aplicacédo D (R1+ 45) - E

Fonte: A autora.
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O programa padréo fungicida de aplicacao se refere a metodologia comumente
indicada para o tratamento de doencas de uma cultura. Tendo em vista que 0s
fitossanitdrios tem como um dos pontos negativos o desenvolvimento de
resisténcia por parte dos patdégenos, um programa padréo de aplicagdo apropriado
deve intercalar o uso de produtos com diferentes principios ativos. Sendo assim,
nesse trabalho avaliou-se a eficiéncia do Bacillus subtilis como agente de
biocontrole isoladamente (tratamentos 2 e 5, Tabela 5.1) ou quando associado ao
tratamento padrao frequentemente utilizado por produtores da regido (tratamentos
4 e 6, Tabela 5.1). Os tratamentos 1 e 3 (Tabela 5.1) foram incluidos a quesito de
comparacao com os demais resultados. As doses, bem como a metodologia de
aplicacao, foram feitas seguindo recomendacao do fabricante e protocolo sugerido
pela SOLUBIO, para os fitossanitarios e o B. subtilis, respectivamente. Dados de
precipitacdo, umidade relativa do ar e temperaturas foram coletados pela estacéo

meteoroldgica do campo experimental da Fundacdo BA durante toda a safra.

Figura 5.4: Aplicagéo dos tratamentos no ensaio em campo.

Fonte: A autora.

5.2.4 AvaliagOes periodicas

Na Tabela 5.2 encontram-se as avalia¢des realizadas no ensaio, bem como

sua metodologia e periodicidade.
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Tabela 5.2: Avaliacdes realizadas no ensaio.

Avaliacbes Metodologia

Periodicidade

Foram coletados 10 trif6lios do baixeiro, terco
médio e ponteiro das plantas. As folhas
foram avaliadas quanto a severidade das
_ doencas observadas. Dados significativos s6
Severidade de _ o
foram obtidos para a ocorréncia da ferrugem,
doencgas ) _
sendo assim, as folhas foram avaliadas
atribuindo-lhes notas de acordo com a escala
diagramatica de severidade de ferrugem,

Anexo A.

Atribuiu-se notas, de acordo com a escala
Desfolha diagramatica de avaliacdo de desfolha,
Anexo B, para cada parcela.

Foi realizado o PMG (peso de mil graos),
peso total e umidade de cada parcela apos
Produtividade (Kg/ha)  colheita (4 metros das duas linhas centrais,
totalizando 8 metros colhidos) e

beneficiamento.

Antes de cada
aplicagéo + 7
dias apos a
tltima
aplicacéo
(E+7)

Apbs a ultima

aplicacéo

Poés-colheita

Fonte: A autora

Figura 5.5: Realizac@o das avaliagfes periodicas no ensaio (A e B).

Fonte: A autora.
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Figura 5.6: Colheita (A) e beneficiamento da soja (B).

6. RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir dos dados coletados pela estacdo meteorolégica do campo
experimental da Fundagdo BA, verificou-se que a safra de 2020/21, compreendida
entre o periodo de dezembro de 2020 a abril de 2021, foi caracterizada por
intensos periodos chuvosos e consequentemente uma alta umidade relativa do ar

(Figura 6.1), além de temperaturas médias em torno dos 25 ° C (Figura 6.2).

Figura 6.1 Precipitagdo (mm) e umidade relativa do ar (%) semanal entre o periodo
de plantio e colheita da cultura da soja em Luis Eduardo Magalh&es, Ba.
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Fonte: A autora.
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Figura 6.2: Temperaturas maxima, média e minima entre o periodo de plantio e colheita da
cultura de soja em Luis Eduardo Magalhaes, BA.
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As condi¢cbBes climaticas ndo s6 favoreceram o desenvolvimento do fungo
Phakopsora pachyrhizi, causador da ferrugem asiética da soja, como também
contribuiram para que a doenca se instalasse na cultura com uma maior
severidade quando comparada as safras anteriores, mostrando seus sintomas
logo nos primeiros estadios reprodutivos. A ferrugem se estabeleceu de forma tdo
intensa que demais patologias ndo foram observadas ou apresentaram relevancia.
Por esse motivo, apesar de terem sido feitas avaliagbes para outras doencas,

dados significativos s6 foram obtidos para a ocorréncia da ferrugem.

Como resultados do processo da multiplicagdo do B. subtilis foram obtidos
produtos que, a partir da quantificacdo das unidades formadoras de colbnias,
alcancaram o pico maximo de crescimento em até 48 horas e apresentaram uma
concentracdo média na ordem de 10° UFC/ml. Durante o experimento foram
realizadas cinco multiplicacdes, conciliando-as com os estadios da soja e as
aplicagbes programadas no ensaio em campo. Na Tabela 6.1 encontram-se as

concentracgdes atingidas para os produtos em cada aplicacgéo.
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Tabela 6.1: Resultados da quantificacdo de UFC’s das amostras das multiplicacdes do
B. subtilis em cada aplicacéo realizada.

Identificacdo

Epoca da aplicacdo

UFC/ml

A
B
C
D

E

Estadio V3 da soja

Estadio R1 da soja

15 dias apés a aplicacédo B (R1+15)

15 dias apés a aplicacdo C (R1+30)

15 dias apés a aplicacdo D (R1+ 45).

1,32 x 10%°
4.3 x 107

3,4 x 108
1,6 x 107

2,1x108

Fonte: A autora.

Nas Tabelas 6.2, 6.3 e 6.4 registram-se 0s resultados provenientes das

analises de variancia e estatistica partindo dos dados coletados nas avaliacfes de

severidade de doenca (ferrugem), desfolha e produtividade, respectivamente.

Tabela 6.2: Médias de severidade (%) e area abaixo da curva de progressao de doenga
(AACPD) da ferrugem asiatica da soja observadas em funcao dos diferentes tratamentos
utilizados no programa de manejo, para as diferentes épocas de avaliagdo na cultura da
soja. Tratamentos 1: Testemunha; 2: B. subtilis em V3; 3: padréo fungicida; 4: B. subtilis
em V3 + padrado fungicida; 5: B. subtilis em todas as aplica¢cfes; 6: B. subtilis + padréo
fungicida em todas as aplicacdes. Avaliacao das aplicacdes A: estadio V3 da soja; B:
estadio R1 da soja; C: 15 dias apoés aplicacédo B; D: 15 dias ap6és aplicagédo C; E: 15 dias
apés aplicacdo D; E+7: 7 dias ap0s aplicagao E.

Avaliacdo das aplicacdes

UGBS B C D E E+7 AACPD
1 000 a 000 a 552 c 1763 b 4570 d 6025 ¢ 106075 c
2 000 a 000 a 525 c 1905 b 4510 d 5329 b 104711 c
3 000 a 000 a 396 b 562 a 1622 b 1883 a 38780 b
4 0,00 a 0,00 a 2,20 a 5,13 a 8,45 15,75 a 257,88 a
5 000 a 000 a 575 c 2043 b 4085 c 52,66 b 102629 c
6 000 a 000 a 245 a 632 a 1148 a 1425 a 30766 a
CV (%) 0,00 000 1371 1486 1049  8.69 7.83

Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade. CV: Coeficiente da variagdo. Fonte: A autora.
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Tabela 6.3: Porcentagem de desfolha (%) em funcéo dos diferentes tratamentos.
Tratamentos 1: Testemunha,; 2: B. subtilis em V3; 3: padréo fungicida; 4: B. subtilis em
V3 + padréo fungicida; 5: B. subtilis em todas as aplicacoes; 6: B. subtilis + padréo

fungicida em todas as aplicacoes.

Tratamentos

Avaliacédo de desfolha

Data: (23/03/21)

o o1~ WODN PP

82,5¢c
78,75 ¢C
425b
33,75a
81,25 ¢
425b
CV (%) 4,53

Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade. CV: Coeficiente da variagdo. Fonte: A autora.

Tabela 6.4: Produtividade e peso de mil graos (PMG) em fungéo dos diferentes
tratamentos. Tratamentos 1: Testemunha; 2: B. subtilis em V3; 3: padrdo fungicida; 4: B.
subtilis em V3 + padréo fungicida; 5: B. subtilis em todas as aplicacdes; 6: B. subtilis +

padrdo fungicida em todas as aplicagdes.

Tratamentos Produtividade (sc/ha) PMG (g)
1 37,62 b 106,98 b
2 38,50 b 106,03 b
3 62,12 a 127,05 a
4 65,48 a 125,64 a
5 39,77 b 106,67 b
6 63,59 a 128,46 a
CV (%) 17,37 7,39

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade. CV: Coeficiente da variagdo. Fonte: A autora.

Através da Tabela 6.2, nota-se que a incidéncia da ferrugem, bem como

seus primeiros sintomas, fora percebida a partir da avaliacdo C (15 dias apés o

estadio R1) evoluindo sua severidade ao longo da safra. Analisando a progressao

da doenca (AACPD), observa-se que os tratamentos 2 e 5 nao diferiram

estatisticamente da testemunha (sem aplicacdo) apresentando as maiores medias

de severidade de ferrugem e consequentemente o0s piores resultados, ao passo
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gue os tratamentos 4 e 6 mostraram uma maior eficiéncia de controle, com as
menores porcentagens de severidade em todas as aplicacdes, seguidos do
tratamento 3, sendo esse o0 método de controle convencional a base de fungicidas
comumente adotado pelos produtores.

Resultados obtidos por Dorighello et al., 2015, mostraram que o uso de isolados
de B. subtilis QST 713 no controle da ferrugem em folhas destacadas de soja foi
capaz de inibir a germinac&o de esporos em mais de 70% e reduzir a severidade
da doenca em mais de 90%, mas que por outro lado a eficiéncia de controle desse
mesmo isolado, ao passar de condicfes controladas para condi¢cdes de campo,
diminuiu. Ja Angonese et al., 2009, em um estudo a respeito do efeito fungistatico
de Bacillus spp., concluiu que isolados do género ou moléculas liberadas por eles,
tém potencial para serem utilizados em programas de controle bioldégico ou de
manejo integrado de doencas de plantas, reafirmando os resultados obtidos por
Dorighello, 2013, que ao realizar um estudo sobre a utilizagédo de isolados de B.
subtilis QST 713 no controle de ferrugem asiatica da soja, observou que o0s
isolados eram capazes de inibir totalmente a germinagcédo de esporos, entretanto,
em condicbes de campo, havia a necessidade de integrar seu uso com outras
alternativas, pois aparentemente, separadamente essas bactérias apresentavam

eficiéncia limitada nas condi¢des ecoldgicas estudadas.

Os resultados obtidos por Dorighello et al., 2015, Angonese et al., 2009 e
Dorighello, 2013 vao de encontro aos resultados obtidos no presente trabalho, uma
vez que foi observado a ineficiéncia do B. subtilis na redugéo da severidade de
doenca quando utilizado isoladamente (tratamentos 2 e 5), 0 que pode ser
justificado por uma possivel interferéncia das condicbes de campo as quais 0
ensaio estava submetido, havendo a necessidade de utiliza-lo em associacao
(tratamentos 4 e 6) para que os efeitos de biocontrole desejados fossem
observados. Ja o destaque dos tratamentos 4 e 6, perante os demais, comprova o
potencial da espécie para ser utilizada como parte de um programa de manejo

integrado.

E possivel ainda supor que o incremento relacionado ao uso do B. subtilis
ainda no estadio V3, antes da ocorréncia da ferrugem, nos tratamentos 4 e 6, pode

estar relacionado a uma provavel inducdo de resisténcia sistémica, levando a
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planta a ativar seus mecanismos de defesa e permanecer em um “estado de
alerta”. Dessa maneira, aproximadamente 20 dias apds sua aplicacdo na cultura,
ao se deparar com o patdégeno, a resposta de defesa das plantas dessas parcelas
foi mais eficaz quando comparada as demais, o que pode ser observado através
dos dados da avaliacdo C, com os tratamentos 4 e 6 apresentando as menores
meédias de severidade (2,20% e 2,45%, respectivamente) dentre todos os
tratamentos para aquela avaliagdo. Segundo Aradjo e Menezes, 2009, o controle
biolégico relacionado a indugdo de resisténcia j& foi comprovado com
rizobactérias, sendo que resultados obtidos por Schonbeck et al.,1980, mostraram
efetividade de protecéo sistémica de filtrados de B. subtilis contra oidio, mildio e

outras ferrugens em diferentes hospedeiros.

Se tratando da desfolha, pela Tabela 6.3, percebe-se novamente que o
tratamento 4 se destacou dos outros, com uma porcentagem de aproximadamente
34%, seguido dos tratamentos 3 e 6 que nao diferiram estatisticamente entre si e
detiveram o segundo melhor desempenho, com 42,5% de desfolha. Esses
resultados estéo diretamente relacionados aos dados da Tabela 6.2, uma vez que
a progressao da doenca causa, como um dos principais sintomas, a desfolha
precoce das plantas infectadas, o que justifica a similaridade dos resultados quanto
ao desempenho dos tratamentos em ambas tabelas. Os tratamentos que melhor
controlaram a doenca e reduziram a sua severidade, evitaram que as plantas
perdessem suas folhas precocemente, apresentando consequentemente as
menores porcentagens de desfolha. Em contrapartida, os tratamentos 1, 2 e 5
obtiveram os piores resultados, com os maiores indices de desfolha para essa

avaliacao.

Na Figura 6.3 podemos observar visualmente o impacto causado pelo fungo
Phakopsora pachyrhizi, bem como a eficiéncia do controle da severidade da

doenca e a porcentagem da desfolha nas parcelas de cada tratamento.
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Figura 6.3: llustracdo dos tratamentos durante a avaliacédo de desfolha. T1:
tratamento 1 (Testemunha); T2: tratamento 2 (B. subtilis em V3); T3: tratamento 3
(padrado fungicida); T4: tratamento 4 (B. subtilis em V3 + padrao fungicida); T5:
tratamento 5 (B. subtilis em todas as aplica¢des); T6: tratamento 6 (B. subtilis + padréo.

fungicida em todas as aplicacoes).
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T1- Testemunha

Fonte: A autora.

A produtividade, nesse cenario, € uma consequéncia do controle da severidade
e progresséao da doenca associado a porcentagem de desfolha da parcela, ja que,
segundo Abdelnoor et al., 2013, a queda das folhas interrompe a atividade
fotossintética das plantas e interfere na formacao plena dos gréos. Sendo assim,
intuitivamente, partindo dos resultados apresentados anteriormente para
severidade e desfolha, espera-se que as parcelas que receberam os tratamentos
3, 4 e 6 tivessem uma maior produtividade, o que pode ser confirmado através dos
dados da Tabela 6.4, com produtividades de aproximadamente 62 sc/ha, 65 sc/ha
e 64 sc/ha para os tratamentos 3, 4 e 6 respectivamente. Nesse caso, 0s 3
tratamentos em questéo nao diferiram estatisticamente entre si e da mesma forma
também apresentaram os melhores resultados para o peso de mil grdos (PMG)
(aproximadamente 127 g, 126 g e 128 g, respectivamente), sugerindo que o

desenvolvimento das plantas, bem como o processo de formacgéo, enchimento e
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maturacéo dos graos foi favorecido pelos tratamentos utilizados. Ja os tratamentos
2 e 5, utilizando o B. subtilis isoladamente ndo discordaram da testemunha,
mostrando-se iguais quando analisados estatisticamente pelo teste Scott-Knott.
Radons, 2016, por sua vez, avaliando o B. subtilis na cultura do trigo, observou
gue o tratamento quimico da semente associado a aplicacdo do B. subtilis da parte
aérea da planta proporcionou um maior rendimento de graos, atribuindo esse
acréscimo ao fato de que além de biocontroladores de fitopatdgenos, as bactérias
em questdo sao consideradas promotoras de crescimento de plantas, efeitos que
foram avaliados em plantulas de citros, pepino, alface e trigo. Porém concluiu que
a utilizacdo de agentes de controle bioldégico deve estar relacionada com 0 manejo

integrado de doencgas para que se tenha sucesso.

Dorighello, 2017, por outro lado, relacionou o sucesso no controle de doencas
por produtos bioldégicos em condicdes de campo a, pelo menos, cinco aspectos,

fazendo o seguinte levantamento:

e Homogeneidade de aplicacdo: Cunha, Reis e Santos, 2006, em seu
trabalho, defenderam que os produtos aplicados devem atingir de maneira
homogénea todo o dossel da planta.

e Momento de aplicacdo: De acordo com Reiss e Jorgensen, 2017 e
Twizeyimana e Hartman, 2017, deve-se aplicar no momento de maior
vulnerabilidade do patdgeno, ou seja, antes do seu estabelecimento na
cultura, sendo esse um aspecto decisivo.

e Numero de aplicacdes: Baker, Stavely e Mock, 1985 observaram que o
controle da ferrugem do feijdo foi melhorado ao aumentar o nimero de
aplicacdes por semana.

e Concentracdo do produto: Gao et al.,, 2015, indicaram que apenas
concentragcfes superiores a 1 E+07 UFC/ ml de B. subtilis E 1R-j foram
eficientes no controle de oidio do trigo.

e Formulagdo: Phae e Sodha, 1991, obtiveram que as caracteristicas do meio
de cultivo podem influenciar na concentracdo de células e metabdlitos

produzidos.

Apesar dos tratamentos 4 e 6 terem resultado em uma produtividade

estatisticamente igual ao tratamento 3, se tratando de eficacia, os tratamentos 4 e
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6 se destacaram no ensaio, uma vez que controlaram satisfatoriamente a evolucéo
e severidade da ferrugem, resultando na reducéo da porcentagem de desfolha e
melhor desenvolvimento das plantas. E importante salientar que a obtencgéo de
uma produtividade similar entre os tratamentos que utilizaram o B. subtilis em
associacao (tratamentos 4 e 6) e um tratamento convencional baseado apenas em
fungicidas (tratamento 3), reforca a possibilidade de se utilizar o B. subtilis como
uma alternativa ao uso indiscriminado e exclusivo de fitossanitarios, auxiliando na
reducdo dos impactos negativos ocasionados por esses, sem que haja perdas na

produtividade da cultura.

7. CONCLUSAO

Os resultados obtidos a partir desse trabalho denotam que, apesar da utilizacao
do Bacillus subtilis isoladamente como agente de biocontrole ndo ter sido muito
promissora, seu uso quando associado ao padrdo fungicida contribuiu
significativamente para a repressao do fungo Phakopsora pachyrhizi e reducao da
severidade da ferrugem asiatica da soja, confirmando seu potencial como uma
ferramenta biotecnoldgica de biocontrole a ser utilizada como parte de um manejo
integrado de doencas visando a reducdo do uso de fitossanitarios, assim como
melhorias no controle de doencas e produtividades satisfatérias. Vale ressaltar que
condicBes de campo nas quais o ensaio esteve submetido podem ter interferido
no pleno desempenho do Bacillus, e por isso a utilizagdo de bactérias isoladas da
rizosfera da mesma regido de sua utilizagdo como produto de biocontrole pode
resultar em uma melhor atividade, j& que esses microrganismos estariam mais
adaptados a essas condigcbes e consequentemente sua estabilidade seria
favorecida. Essa possibilidade abre margens para estudos futuros, avaliando
assim a atividade de linhagens do B. subtilis isoladas da mesma regido a ser
realizado o ensaio, ou até mesmo avaliando o desempenho de filtrados da espécie

em diversos hospedeiros.
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ANEXOS

Anexo A: Escala diagramatica para avaliagdo da severidade da ferrugem.

2,0 % 70% 180%  420% 785%

Fonte: Fonseca, 2018.

Anexo B: Escala diagramatica para avaliacdo de desfolha na cultura de soja

15%

Fonte: Fonseca, 2018.
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