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RESUMO

BIOFUNGICIDAS E FUNGICIDAS QUIMICOS NO MANEJO DE DOENCAS NA
CULTURA DA SOJA

AUTOR: Dhylan Keillor Queir6éz dos Santos
ORIENTADOR: Prof. Dr. Julio Carlos Pereira da Silva

A soja (Glycine max (L.) Merril) ¢ uma das culturas mais expressivas a nivel mundial. Porém,
sua capacidade produtiva ¢ comprometida por doencas foliares em todas fases do seu ciclo. Os
géneros Bacillus spp. e Trichoderma spp. representam a maioria dos agentes de controle
biologico formulados para o combate de doencas, devido a sua eficacia no campo e outros
fatores relevantes. No entanto, a combinagdo de Bacillus spp. e Trichoderma spp. com
fungicidas quimicos e, at¢ mesmo entre si, necessita de maiores estudos para o controle de
doengas foliares em soja. Assim, esse trabalho investigou a influéncia de produtos formulados
a base de Trichoderma sp. e Bacillus sp. na gestdo de patologias foliares na cultura da soja, ao
mesmo tempo em que analisou a compatibilidade entre os agentes biologicos e produtos
quimicos No campo, a eficiéncia das aplicacdes de produtos a base de Bacillus sp. e
Trichoderma sp. contra patégenos foliares foi testada com aplicagdes foliares de produtos a
base de Bacillus sp. (Ba), Trichoderma sp. (Tr), fungicidas sistémicos (S) e multissitio (M) e
suas combinagdes (+) ou sucessoes (-) (Ba-S; Tr-S; Tr+Ba; Tr+Ba-S; Tr-Ba-S; S+M) foram
testadas para controle de patogenos foliares por dois anos consecutivos. Ba-S demonstrou
eficacia na reducdo da severidade da ferrugem asiatica, enquanto Tr-Ba-S exibiu propriedades
de mitigacdo da mancha alvo; ambos apresentaram eficicia na reducdo da manifestagdo da
mancha parda. A produtividade de Ba, S+M, Ba-S e Tr-Ba-S foi 25% maior e a desfolha
reduzida em 20% comparados ao controle. Além disso, a incidéncia de patogenos foi
significativamente reduzida nas sementes dos tratamentos provindos de Ba, Ba-S e Tr-Ba-S. A
compatibilidade entre produtos a base de Bacillus sp. e Trichoderma sp. € também com
fungicidas quimicos foram testados em camara de aplicacdo em placas de Petri. Os testes de
compatibilidade demonstraram que compostos de Trichoderma spp. reduziram o crescimento
de Bacillus spp.. Enquanto que compostos de Bacillus spp. ndo reduziram o crescimento de
Trichoderma spp.. Apenas mancozebe e carboxamida + estrubirulina reduziram o crescimento
de Trichoderma spp.. Além disso, compostos produzidos por Trichoderma spp. € Bacillus spp.
reduziram crescimento dos patdgenos Septoria glycines, Corynespora cassiicola € Cercospora
sojina. Dessa maneira, produtos a base de Bacillus spp. e Trichoderma spp. sdo eficientes contra
fitopatdgenos da soja, mas a combinacao entre os agentes ndo representa o melhor manejo para
doengas foliares. No, entanto, o uso apenas de Bacillus spp. com aplicacdo prévia ou ndo de
Trichoderma spp. sobre a palhada, mas seguido de produtos sist€émicos representa o melhor
manejo, pelo aumento da produtividade, redu¢do de doengas e evita interferéncia de compostos
no crescimento do agente bacteriano.

Palavras-chave: Controle biologico; Compatibilidade; Fitopatogenos; Bioprodutos.



ABSTRACT

BIOFUNGICIDES AND CHEMICAL FUNGICIDES IN THE MANAGEMENT OF
DISEASES IN SOYBEAN CULTURE

AUTHOR: Dhylan Keillor Queir6z dos Santos
ADVISOR: Prof. Dr. Julio Carlos Pereira da Silva

Soybean (Glycine max (L.) Merril) is one of the most significant crops globally. However, its
productivity is compromised by foliar diseases throughout its growth stages. The genera
Bacillus spp. and Trichoderma spp. represent the majority of formulated biological control
agents for disease management, owing to their efficacy in the field and other relevant factors.
Nevertheless, the combination of Bacillus spp. and Trichoderma spp. with chemical fungicides
and even with each other requires further investigation for foliar disease control in soybean.
Thus, this study examined the influence of products formulated with Trichoderma sp. and
Bacillus sp. on foliar disease management in soybean and assessed the compatibility between
biological agents and chemical products. In the field, the effectiveness of applications of
Bacillus sp.-based products (Ba), Trichoderma sp.-based products (Tr), systemic fungicides (S),
and multisite (M) fungicides, along with their combinations (+) or successions (-) (Ba-S; Tr-S;
Tr+Ba; Tr+Ba-S; Tr-Ba-S; S+M), was tested for foliar pathogen control over two consecutive
years. Ba-S demonstrated effectiveness in reducing the severity of Asian rust, while Tr-Ba-S
exhibited target spot mitigation properties; both were effective in reducing brown spot
manifestation. Ba, S+M, Ba-S, and Tr-Ba-S productivity was 25% higher, and leaf defoliation
was reduced by 20% compared to the control. Furthermore, pathogen incidence was
significantly reduced in seeds from Ba, Ba-S, and Tr-Ba-S treatments. Compatibility between
Bacillus sp. and Trichoderma sp.-based products, as well as with chemical fungicides, was
tested in a chamber application on Petri plates. Compatibility tests showed that Trichoderma
spp. compounds reduced the growth of Bacillus spp., while Bacillus spp. compounds did not
reduce the growth of Trichoderma spp. Only mancozeb and carboxamide + strobilurin reduced
the growth of Trichoderma spp. Additionally, compounds produced by Trichoderma spp. and
Bacillus spp. reduced the growth of the pathogens Septoria glycines, Corynespora cassiicola,
and Cercospora sojina. Thus, products based on Bacillus spp. and Trichoderma spp. are
effective against soybean phytopathogens, but combining these agents is not the optimal
management strategy for foliar diseases. Instead, using only Bacillus spp. with or without prior
application of Trichoderma spp. on crop residues, followed by systemic products, represents
the best management practice, leading to increased productivity, disease reduction, and
avoiding interference of compounds with bacterial growth.

Keywords: Biological control; Compatibility; Phytopathogens; Bioproducts.
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1. INTRODUCAO

A soja (Glycine max) ¢ uma cultura de grande importancia global devido a sua ampla
aplicag¢do industrial e uso na alimenta¢do animal ¢ humana (YANG et al., 2019; SUN et al.,
2018). O aumento na produgdo anual € expressivo em varios paises como o Brasil (FAOStat,
2021). No entanto, doengas foliares representam sérias ameacas a cultura da soja, causando
perdas significativas de rendimento. Em geral, as doengas que afetam a cultura da soja podem
causar perdas que ultrapassam 30% da produgdo (CHANG et al., 2018; GUO et al., 2021). A
busca por alternativas eficientes no controle de doengas da soja tem ganhado destaque devido
a necessidade de reduzir o uso de produtos quimicos. Isso se deve aos riscos associados a
aquisi¢ao de resisténcia por parte dos patdogenos e aos potenciais problemas para a satde
humana ¢ o meio ambiente (ALMEIDA LOPES et al., 2018; DALLA LANA & PIERCE.,
2018).

O uso de agentes bioldgicos, como bactérias e fungos, emerge como uma alternativa
sustentavel aos controles quimicos. Esses agentes podem proteger as plantas de doengas, ao
mesmo tempo em que causam menos impacto a0 meio ambiente em compara¢ao com o uso de
fungicidas (AHMAD et al., 2021; KESWANI et al., 2016). No entanto, a aplicacdo em larga
escala enfrenta desafios devido a variabilidade em condi¢des de campo e fatores ambientais
dependendo do patossistema (CERNAVA, 2021). Bactérias do género Bacillus spp. e fungos do
género Trichoderma spp. sdo exemplos de agentes biologicos utilizados no controle de
patogenos e no estimulo do crescimento de plantas (SENGER et al.,, 2022; ARAUJO
GUIMARAES et al., 2020; WOO et al., 2023).

O género Bacillus ¢ eficaz no controle de doengas na cultura da soja devido a sua
capacidade de produzir endosporos e combater patogenos, tornando-o versatil na induastria de
biocontrole (WANG et al., 2018; RADHAKRISHNAN et al., 2017). Trichoderma spp. tem o
potencial de reduzir significativamente as doengas de podridao radicular da soja e aumentar a
produtividade dessa cultura (GAO et al., 2023; SENGER et al., 2023). No entanto, sdo escassos
estudos que analisam o efeito da aplicacdo foliar desses agentes no manejo integrado de doencgas
foliares da soja, em conjunto com fungicidas quimicos. Além disso, a influéncia dos fungicidas
nesses agentes, bem como sua compatibilidade e eficacia no controle de multiplas doengas da
soja, ainda ndo foram adequadamente avaliadas (WOO et al., 2023; ONS et al., 2020).

O uso combinado de agentes bioldgicos e fungicidas reduz a frequéncia de aplicagdo de

produtos quimicos. Assim a compatibilidade entre os produtos deve ser verificada para uma



aplica¢do adequada dos agentes bioldgicos. A maioria dos fungicidas popularmente utilizados
sdo compativeis com Bacillus, beneficiando a cultura da soja como um agente bioldgico de
multiplos sitios. A aplicagao foliar alternada de bactérias e produtos quimicos ¢ eficaz para o
estabelecimento e eficiéncia dos antagonistas bacterianos em algumas culturas (ARAUJO
GUIMARAES etal., 2020; SANTOS et al, 2022). Alguns isolados de Trichoderma demonstram
compatibilidade com determinados fungicidas, o que possibilita a sua utilizagdo em conjunto
com diversas estratégias de manejo de doencas (SANCHEZ-MONTESINOS et al., 2021;
DETHOUP et al., 2023).

No entanto, ha a necessidade de um estudo mais aprofundado sobre a compatibilidade
entre 0s microrganismos, especialmente no contexto da co-inoculagdo ou co-aplicagdo de
agentes biologicos. Embora a co-inoculacdo de 7richoderma e Bacillus tenha sido amplamente
estudada para melhorar o controle de patdogenos do solo, pouco se sabe sobre os efeitos dessa
combinagdo na parte aérea das plantas.(IZQUIERDO-GARCIA et al., 2020; POVEDA &
EUGUI, 2022).Além disso, a combinacao de isolados eficientes no controle de doengas pode
ndo resultar em efeitos aditivos ou sinérgicos devido a variagdes na eficacia, influenciadas por
fatores ambientais, métodos de aplicacdo, espécies-alvo e incompatibilidade entre os
organismos (RAMiREZ-CARINO et al., 2020; CRUZ-MAGALHAES et al, 2022).

Na soja, o uso de produtos a base de Bacillus spp. no controle de doengas foliares pode
ser um aliado aos quimicos com o posicionamento correto (SANTOS et al., 2022). Ja a
aplicacdo de Trichoderma spp. visando controle de patogenos foliares na reducdo de inoculo na
palhada, indugdo de resisténcia ou pulverizagao foliar ¢ estuada contra diferentes patdgenos
(RAMfREZ-CARINO etal., 2020; SWANT et al., 2017; WOO et al., 2023), mas ainda ¢ pouco
investigado para soja. Além disso, a integragao entre produtos a base de Bacillus e Trichoderma
pode enriquecer o controle biologico de doencas foliares da soja. Assim, este trabalho teve o
objetivo de avaliar a eficiéncia de produtos biologicos a base de Bacillus subtilis e Trichoderma
asperellum no manejo de doengas da soja desde patdgenos foliares até a pds-colheita, e verificar
a compatibilidade de produto a base de T. asperellum com fungicidas quimicos foliares e dos
produtos biologicos entre si. Além disso, a producdo de compostos toxicos dos produtos a base

de B. subtilis e T. asperellum foram testados contra patdogenos fungicos de soja.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 ACULTURA DA SOJA



A soja (Glycine max (L.) Merril) ¢ uma planta de significancia notdvel na economia
global, desempenhando um papel fundamental na sociedade devido a sua ampla aplicagao em
varias esferas industriais. Sua importancia e versatilidade sdo evidenciadas pela ampla
utilizagdo na alimentag@o humana e animal, assim como na produgao de dleo, industria quimica,
fabricacdo de combustiveis, produtos farmacéuticos, cosméticos e uma variedade abrangente
de subprodutos empregados nas agroindustrias € no cotidiano dos consumidores (PEREIRA,
2021).

Possui ciclo anual, adaptada a climas tropicais, subtropicais e temperados. Requer uma
estagdo de crescimento longa, geralmente de 100 a 150 dias, com temperaturas médias entre
20°C e 30°C. A planta da soja ¢ caracterizada por seu crescimento ereto e arbustivo, com hastes
eretas e folhas trifoliadas, suas sementes sdao caracterizadas por uma variedade de formas,
incluindo lisas, ovais e globosas, apresentando cores que variam entre amarelo, preto e verde.
O hilo, por sua vez, ¢ geralmente encontrado em tonalidades de marrom, preto ou cinza
(SEDIYAMA et al., 2016). Em 2021 a area total plantada no mundo foi mais de 127 milhdes
de hectares, cerca de 30% detidos no Brasil, com a produtividade nacional atingindo 37% do
total (USDA, 2021).

O manejo da cultura da envolve diversos aspectos, como a escolha de variedades
adequadas, preparo do solo, plantio, manejo de pragas, doencas e ervas daninhas, adubagao,
irrigacdo e colheita. Por falta de manejo adequado seu rendimento dificilmente atinge seu
potencial, a cultura sofre com doencas que comprometem sua eficiéncia, acometidas ao longo
de todo o seu ciclo sendo em sua maioria de dificil controle. Alvo de inimeras patologias
agressivas que afligem principalmente suas folhas de intensidades varidveis de regido. As
doengas provocadas por bactérias, fungos, nematoides e virus crescem a medida que a cultura

se expande a novos ambientes (YORINORI, 1986).

2.1.1 Doencas da cultura

As doencas inerentes a cultura levam a queda do seu potencial produtivo (JULIATTI;
POLIZEL; JULIATTI, 2004). De acordo com Henning (2005) cultura ¢ suscetivel a
aproximadamente 40 doengas, originadas por nematoides, bactérias, virus e, principalmente,
fungos. Essas enfermidades tém o potencial de acarretar perdas significativas na producao de

soja, comprometendo tanto a qualidade quanto o rendimento dos graos. As doengas foliares



destacam-se como os principais disturbios, resultando na senescéncia foliar e reducdo da area
fotossintética, juntamente com doengas transmitidas pelas sementes por meio da disseminagao
de patogenos (YORINORI et al., 2004).

As principais doengas foliares causadas por parasitas biotroficos na cultura da soja sao
a ferrugem asiatica (Phakopsora pachyrhizi), o mildio (Peronospora manshurica) ¢ o oidio
(Microsphaera difusa), que se alimentam de tecidos vivos (Balardin, 2002). Ja a mancha alvo
(Corynespora cassiicola), a mancha parda (Septoria glycines), mancha olho de ra (Cercospora
sojina) € o mofo branco (Sclerotinia sclerotiorum) estao associados a patdogenos necrotroficos,
que se alimentam de tecidos mortos (COSTAMILAN et al., 1999).

A ferrugem asiatica (Phakopsora pachyrhizi) causa pustulas marrom-avermelhadas nas
folhas, peciolos e hastes, resultando em redugdo do rendimento devido a diminuig¢do da area
foliar e inibi¢do da fotossintese. O mildio da soja (Peronospora manshurica) provoca manchas
amarelas nas folhas, seguidas por uma camada branca de esporos fungicos, levando a necrose
e queda prematura das folhas, reduzindo o crescimento e o rendimento da cultura. Ja o oidio
(Microsphaera difusa) se manifesta por uma camada branca ou acinzentada nas folhas e outras
partes da planta, com conidios dispersos pelo vento. A infec¢do pode fazer com que as folhas
amarelem, sequem e caiam prematuramente, comprometendo a qualidade dos grios e o
rendimento da cultura de soja. O controle dessas doencas ¢ feito com o uso de cultivares
resistentes e fungicidas quando necessario, como apontado por diferentes estudos (LIU et al.,
2019; SHARMA et al., 2020).

O fungo Corynespora cassiicola causa a doenga da mancha alvo na soja, levando a
danos, reducao no rendimento e qualidade dos graos. Os sintomas sao manchas circulares ou
ovais com centro necrotico e area amarelada, podendo formar um anel escuro ou halo
amarelado, afetando folhas, caules, peciolos e vagens, e levando a morte prematura da planta.
(FEHR et al., 2015; KHORAMDEL et al., 2020). A mancha parda da soja, causada pelo fungo
Septoria glycines, prejudica a producao e qualidade dos graos com pequenas manchas circulares
marrom nas folhas que se expandem para lesdes maiores de tonalidade marrom a marrom-
avermelhado, exibindo um centro necrotico e bordas amareladas (LI et al., 2019). Cercospora
sojina € o agente causal da mancha olho de ra, doenca fungica que afeta a cultura da soja e se
manifesta por meio de manchas circulares de cor marrom a preta com um centro mais claro.
Essas manchas podem se espalhar nas folhas, caules e vagens, causando desfolha precoce e
reducdo na produtividade (LI et al., 2016). Sclerotinia sclerotiorum é o agente causal do mofo

branco, uma doenga fingica que forma lesdes necrdticas com crescimento fungico branco e



macio nos tecidos vegetais. O fungo ¢ capaz de produzir esclerddios, estruturas de resisténcia
que lhe permitem sobreviver por longos periodos no solo (BOLTON et al., 2006).

O controle biologico ¢ uma alternativa para reduzir os impactos ambientais e na saude
causados pelo uso excessivo de produtos quimicos no controle de problemas agricolas. Sua
crescente importancia no manejo de diversas culturas ¢ impulsionada pela qualidade dos

produtos disponiveis e pela oferta crescente no mercado (MEDEIROS et al., 2018).

2.2 CONTROLE BIOLOGICO

O controle bioldgico vem se intensificando no manejo agricola da cultura, mostrando
eficacia na reducdo de doengas e pragas com o bonus de alavancar a absorcao de nutrientes,
além de reduzir os efeitos causados por produtos quimicos (BHATTACHARY YA, GOSWAMI
& BHATTACHARY YA, 2016). Tem ganhado cada vez mais destaque no cendrio nacional com
controle de patdogenos em diferentes fases de desenvolvimento das culturas, abrangendo uma
vasta gama na agricultura. Os agentes de biocontrole sdo uma alternativa viavel para diminuir
o potencial de ino6culo de patdgenos habitantes do solo, sem trazer danos ao meio ambiente
(MELLO et al., 2007). Sdo capazes de se instituir, colonizar e dispersar no ecossistema (AVILA
et al., 2005).

Segundo Eilenberg et al. (2001), o controle biologico € a utilizagcdo de organismos vivos
ou seus metabolitos visando reduzir a densidade populacional ou o impacto da doenga em um
organismo especifico de pragas. Contencdo da densidade do indculo, pelo uso de um ou mais
organismos, efetivado naturalmente ou através da manipulacio do ambiente (COOK &
BAKER, 1983). De forma simplificada, ¢ a introdu¢do de um microrganismo para controle de
outro, com efeito biocida ou biostatico, gerando a morte do alvo ou inibindo sua desenvoltura
(ZAMBOLIM, 2010).

O controle biolégico varia de acordo com o organismo e o patéogeno alvo. Mecanismos
comuns incluem competi¢do, producdo de substancias antimicrobianas, indugdo de resisténcia
em plantas hospedeiras e interrup¢ao do ciclo de vida do patégeno. Fungos como Trichoderma
e Beauveria sdo eficazes no controle bioldgico de doencgas de plantas, pois podem parasitar os
patogenos, secretar enzimas que degradam suas estruturas ou estimular as defesas das plantas
hospedeiras (HARMAN et al., 2004; SENTHIL KUMAR et al., 2005). Bactérias do género
Bacillus sdao capazes de sintetizar uma variedade de metabolitos bioativos, como antibidticos,

enzimas hidroliticas e compostos volateis. Esses metabolitos tém a capacidade de inibir o



crescimento e a atividade dos patogenos, além de estimular as respostas de defesa das plantas
(CHOWDHURY et al., 2015; LIU et al., 2019).

O uso crescente do controle biologico reduz o custo de produgdao, minimiza residuos
quimicos em alimentos e possui amplo espectro de agdo. Suas formulagdes apresentam
diferentes modos de agdo, oferecendo protecdo similar aos fungicidas quimicos, mas com baixa
toxicidade para a saide humana. Esses agentes biologicos tém mostrado resultados promissores
no combate a doengas, embora ainda haja poucas discussdes e pesquisas sobre sua eficiéncia

quando utilizados individualmente ou em conjunto com outros agentes.

2.2.1 O género Bacillus

Com formato de bastonetes, pertencente ao reino Bactéria, filo Firmicutes, classe Bacilli
e ordem Bacillales, o género foi descrito pela primeira vez por Cohn (1872), quem nomeou a
espécie tipo como Bacillus subtilis. Possui alto potencial biotecnologico, diversas espécies
estdo aptas a producdo de antibidticos, enzimas e metabolitos atrativos para agricultura
(BANAT et al., 2000). Esta presente em todas as naturezas, sendo terrestres, marinhos e
aquaticos (SIEFERT et al., 2000; MIRANDA et al., 2008). Seu papel na agricultura infere na
elevagdo da resisténcia de plantas frente a inimeras complica¢des que a mesma pode sofrer,
1sso se deve as suas particularidades, manuseado como agente de controle biolégico contra
pragas e doengas (CLEMENTE et al., 2016).

Uma caracteristica notdvel do género Bacillus ¢ a sua capacidade de produzir esporos
resistentes, que sdo células dormentes capazes de suportar condi¢des adversas, como calor,
dessecacdo, radiagdo e agentes quimicos. Esses esporos permitem que as bactérias do género
Bacillus sobrevivam em ambientes desafiadores. Eles podem ser encontrados em diferentes
habitats, incluindo solo, dgua, alimentos e até mesmo em ambientes extremos, como fontes
termais. (NICHOLSON et al., 2000). As espécies do género Bacillus sdo altamente versateis
metabolicamente e t€m a capacidade de utilizar diversas fontes de carbono e energia. Muitas
dessas espécies sdo conhecidas por secretar enzimas extracelulares, como proteases, lipases e
amilases, o que as torna valiosas na industria biotecnologica para a producao de enzimas (EZEJI
et al., 2003).

O género Bacillus desempenha um papel crucial como agente de antagonismo,
especialmente contra doencas causadas por fungos fitopatogénicos. Ele oferece uma ampla

gama de beneficios para diversas culturas, sendo uma op¢ao eficaz e atrativa no contexto
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agricola. Além disso, seu uso € menos agressivo em relagdo aos fertilizantes quimicos,
contribuindo para a sustentabilidade econdomica e ambiental (SHAFI et al., 2017). Varias
espécies de Bacillus possuem propriedades antimicrobianas, combatendo diversos tipos de
bactérias, virus e fungos. Essa capacidade ¢ atribuida a produ¢ao de metabolitos secundarios,
como enzimas liticas, peptideos antimicrobianos e antibioticos. Esses metabdlitos secundarios
desempenham fungdes importantes no controle de doengas e na competicao ecoldgica (STEIN,
2005).

As espécies de Bacillus sdo reconhecidas por promover o crescimento das plantas
através de varias acdes, como a fixa¢do de nitrogénio atmosférico, solubilizagdo de fosfatos
inorganicos, produ¢do de fitohormonios e aumento da disponibilidade de nutrientes. Essas
contribuigdes ajudam a melhorar o desenvolvimento e a saude das plantas. O género tem muitos
usos biotecnoldgicos, como biocontrole de patégenos de plantas, producdo de enzimas
industriais, biorremediagdo de poluentes e probidticos para humanos e animais. Seu uso
corriqueiramente esté atrelado ao controle de patdgenos de solos e foliares na soja, superando
as barreiras abioticas, para mais de estimular mecanismos atrativos a cultura como crescimento

aéreo e radicular com incremento na produtividade (OLIVEIRA, 2016).

2.2.2 O género Trichoderma

Sao fungos filamentosos e de vida livre, apresentam reprodugdo assexuada, uma fase
anamorfica de Hypocrea, encontrados frequentemente em solos de regides temperadas e
tropicais. Faz parte do Reino Fungi, Filo Ascomycota, Classe Ascomycetes, Ordem
Hypocreales, Familia Hipocreaceae e subdivisao Deuteromycotina (KIRK, 2012; MACHADO
etal., 2012;). Descrito originalmente por Persoon em 1794, como fungos de caracteristicas bem
definidas e espécies pouco delimitadas. Cosmopolitas de solo, com espécies produtoras de
enzimas industriais, sendo economicamente importantes (DRUZHININA & KUBICEK, 2005),
exercem simbiose com a planta (SHARON et al., 2007). Possui varios mecanismos de agao,
como: antibiose, competi¢do, parasitismo, hipoviruléncia, predagdo, inducdo de resisténcia e
promogao de crescimento vegetal podendo um mesmo antagonista agir por varios mecanismos
contra determinado patogeno (BETTIOL & GHINI, 1995; HARMAN, 2011).

O género Trichoderma possui vasto potencial de aplicagdo em diversas areas, como
agricultura, meio ambiente e industria. Sua capacidade de interagir com outros fungos de forma

competitiva e mutualistica ¢ uma caracteristica-chave. Esses fungos sdo conhecidos por
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parasitar e controlar patdgenos flingicos, atuando como biocontroladores, devido a produgado de
diversos metabolitos antifingicos, como peptideos, enzimas hidroliticas e antibioticos. Esses
compostos inibem o crescimento e a reproducdo dos patogenos. Trichoderma spp. €
amplamente explorado na biotecnologia para controle biolégico de doencas em plantas,
producdo de enzimas industriais, biorremediacao de poluentes e fabricacao de biofertilizantes.
Seu papel ¢ fundamental para a agricultura sustentdvel e na busca por solugdes ambientalmente
amigaveis, contribuindo para praticas agricolas mais eficientes e sustentaveis (MUKHERJEE
et al., 2012; HARMAN et al., 2004).

Trichoderma spp. desempenha um papel fundamental como agente de controle
bioldgico, oferecendo uma série de beneficios. Ele promove a germinagdo precoce das
sementes, estimula o desenvolvimento das raizes e influencia positivamente a altura e o peso
seco das plantas. Além disso, Trichoderma spp. auxilia no controle de patégenos e contribui
para o aumento da produtividade das plantas. Sua presenca é essencial para melhorar a saude e
o desempenho das culturas (HARMAN, 2006; CONTRERAS- CORNEJO et al., 2009;
MACHADO et al.,, 2015). O fungo estabelece interacdes mutualisticas com as plantas,
estimulando o crescimento das raizes, aumentando a resisténcia a estresses ¢ promovendo a
absorcao de nutrientes. Trichoderma spp. € capaz de biossintetizar metabdlitos secundarios que
atuam na desestabilizagdo das paredes celulares de bactérias patogénicas. Essa agdo resulta na
inibicdo do crescimento bacteriano e, por conseguinte, confere maior resisténcia das plantas
contra doencas. Além disso, esses metabolitos secundarios também tém um impacto positivo
na promog¢ao do crescimento vegetal (RAM et al., 2020; OLOWE et al., 2022). Além disso,
esses fungos sdo capazes de decompor diversos componentes da biomassa vegetal, como
lignina e celulose, através da produgdo de enzimas extracelulares. Essas interagdes benéficas
contribuem para a saude e produtividade das plantas, a0 mesmo tempo em que desempenham
um papel fundamental no ciclo de nutrientes e na decomposi¢do da matéria organica
(CONTRERAS-CORNEJO et al., 2014; VINALE et al., 2008; KUBICEK et al., 2011).

O fungo ¢ notavel na inoculagdo de sementes para proteger as plantas na fase inicial,
atacando fungos patogénicos e aumentando o crescimento das plantas. O tratamento pode ser
aplicado diretamente as sementes ou adicionado ao substrato com mudas ja existentes,
fornecendo um efeito residual prolongado em comparagdo com outros tratamentos (térmico e
quimico), principalmente se as condigdes forem favordveis ao seu desenvolvimento

(MACHADO, 2000).
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2.2.3 Compatibilidade de bactérias e fungos a fungicidas

A compreensao das interagdes entre microrganismos e sua influéncia na agricultura ¢
crucial para o desenvolvimento de estratégias de manejo eficazes. Estudos de compatibilidade
sd0 necessarios para investigar a presenga de sinergia ou oposi¢do entre microrganismos €
plantas, uma vez que a interatividade ¢ complexa e influenciada por diversos fatores em
diferentes escalas de tempo e espago. Como destacado por Barbosa et al. (2015), a analise
dessas interacdes ¢ fundamental para melhorar o conhecimento e garantir praticas agricolas
sustentaveis. Estudos microbianos baseados em técnicas moleculares t€ém revelado uma ampla
variedade de espécies e genotipos microbianos, o que auxilia na compreensdo da coexisténcia
microbiana, seus efeitos na populagdo e a inferéncia dos mecanismos de acao envolvidos
(SIEUWERTS et al., 2008).

O uso combinado de agentes biologicos e fungicidas oferece vantagens ao reduzir a
frequéncia de aplica¢do de produtos quimicos através da sinergia de mecanismos de ago. E
crucial ter a ciéncia de compatibilidade entre os produtos para garantir a aplicacdo adequada
dos agentes biologicos. A maioria dos fungicidas amplamente utilizados sdo compativeis com
Bacillus, tornando-o benéfico como um agente bioldgico de multiplos sitios na cultura da soja.
A aplicagdo foliar alternada de bactérias e produtos quimicos vem demonstrando eficacia em
estabelecer e otimizar a eficiéncia dos antagonistas bacterianos em algumas culturas (ARAUJO
GUIMARAES et al., 2020; SANTOS et al, 2022).

Alguns isolados de Trichoderma t€m mostrado compatibilidade com determinados
fungicidas, permitindo sua co-aplicacdo em conjunto com varias estratégias de manejo de
doencas. Essa sinergia entre Trichoderma spp. e fungicidas possibilita a aplicagdo conjunta de
ambos os agentes, potencialmente proporcionando beneficios adicionais no controle de doengas
agricolas. Essa abordagem integrada pode resultar em uma maior eficidcia no combate aos
patogenos, oferecendo uma alternativa sustentavel e eficiente no manejo de doengas em culturas

agricolas (SANCHEZ-MONTESINOS et al., 2021; DETHOUP et al., 2023).
2.2.4 Compatibilidade Bacillus e Trichoderma
A compatibilidade entre fungos e bactérias ¢ influenciada por diferentes espécies e pelas

interacdes especificas entre elas. Esse fenomeno ¢ complexo e diversificado. As relagdes entre

fungos e bactérias podem ser categorizadas em diferentes tipos, incluindo simbiose
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mutualistica, antagonismo, competi¢do e neutralismo (ARTURSSON et al.,, 2006). O
antagonismo ¢ frequente nas interacdes entre fungos e bactérias, resultando na inibi¢do mutua
do crescimento. Isso acontece devido a producgao de substancias antimicrobianas, competicao
por espago e nutrientes, ou indugdo de respostas defensivas (MELA et al., 2011). A competi¢ao
desempenha um papel essencial nesse processo, com ambos os grupos disputando recursos, o
que pode levar a exclusdo de um deles ou a uma coexisténcia dindmica, dependendo das
estratégias competitivas e eficiéncia na utilizacao dos recursos (BEVER et al., 2012).

A compatibilidade entre Bacillus sp. e Trichoderma sp. € extensamente estudada devido
ao seu papel no controle biolégico de doengas de plantas na agricultura. Esses géneros tém
propriedades antiparasitarias eficazes contra patdgenos fungicos e bacterianos, além de
estimular o crescimento das plantas. A co-inoculagdo de espécies especificas de Bacillus e
Trichoderma resulta em uma supressdao mais efetiva de doengas de plantas, com aumento
significativo na atividade antifingica e producao de enzimas que degradam a parede celular dos
fungos. Essa coexisténcia pode promover a saide radicular e fortalecer a resisténcia das plantas
contra patogenos, estimulando mecanismos de resisténcia sist€émica adquirida e a producao de
substancias antimicrobianas, aumentando sua capacidade de combater invasdes patogénicas e
fortalecer a resisténcia a doengas (CONTRERAS-CORNEIJO et al., 2014; SHORESH et al.,
2010; HERMOSA et al., 2012).

Essa compatibilidade pode ser influenciada pela composi¢do do meio de cultivo e pelas
condi¢des ambientais. Pesquisas indicam que a coexisténcia de Bacillus sp. e Trichoderma sp.
pode ser favorecida pela presenca de nutrientes especificos ou pela competi¢do por nichos
ecologicos. Estudos mostram que a disponibilidade adequada de nutrientes pode facilitar a
interacdo entre esses géneros, enquanto a competicdo por recursos pode afetar sua
compatibilidade. Compreender esses fatores ambientais ¢ crucial para otimizar a utilizacdo de
Bacillus sp. e Trichoderma sp. em aplicagdes agricolas e no controle biologico de doengas de
plantas (CONTRERAS-CORNEJO et al., 2014; HARMAN et al., 2004).

Estudos revelam que Bacillus e Trichoderma tém interagdes moleculares por meio de
sinais quimicos, como metabodlitos volateis, que desencadeiam respostas de defesa e
crescimento sauddvel em plantas, fortalecendo sua resisténcia. Essa comunicagdo
intermicrobiana ¢ fundamental na interacdo com as plantas hospedeiras, destacando sua
relevancia no contexto agricola. A coexisténcia desses microorganismos pode levar a alteracdes
na expressao génica e na producdo de enzimas relacionadas a sobrevivéncia e competicdo

(ZHANG et al., 2015; ZHANG et al., 2016; WANG et al., 2018).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 ENSAIOS EM CAMPO

Os experimentos foram realizados em duas safras, 2021 e 2022, de dezembro a abril, na
area experimental do Departamento de Defesa Fitossanitaria da UFSM em Santa Maria, RS,
29°42°48” S, 53°43°59” W, a uma altitude de 119 metros. De acordo com a classificagao de
Alvares et al. (2013), o clima dessa regido ¢ subtropical umido (Cfa/Humid subtropical climate).
O solo ¢ classificado como argissolo vermelho distrofico tipico (Typical Red Dystrophic
Argisol — Typic Paleudults). Antes da semeadura, foi feito um manejo de plantas invasoras com
glifosato (1,5 kg.ha!) e saflufenacil (50 g.ha!) para controlar as plantas daninhas presentes no
solo. A cultivar de soja TEC IRGA 6070 RR foi usada nos experimentos e recebeu tratamentos
pré-semeadura com piraclostrobina, tiofanatometil e fipronil na proporgio de 2 mL.kg!. Além
disso, Bradyrhizobium japonicum foi aplicado em uma dose de 2,5 mL.kg!. A populagio de
plantas foi de 200.000 plantas.m?, as sementes foram semeadas em parcelas de 7,5 m quadrados

com espagamento entre fileiras de 0,5 m.

3.1.1 Tratamentos foliares

Os tratamentos com bioldgicos e quimicos foram feitos por pulverizacdo. A aplicacdo
foi feita por pulverizador costal impulsionado por CO, com pressdo de pulverizagao de 200
kPa. Cerca de 170 litros por hectare (L.ha™!) de cada calda especifica foram aplicados sobre as
plantas. Os produtos utilizados nos tratamentos foram a base de: Bacillus subtilis (Bio-Imune®;
500mL.ha!), Trichoderma asperellum (Tricho-Turbo®500mL.ha™!), carboxamida +
estrobilurina  (Orkestra®300mL.ha'), carboxamida + triazol + estrobilurina (Fox-
Pro®500mL.ha™!), triazol (Cypress®300mL.ha') e mancozebe (Unizeb Gold®1,5 kg.ha™).
Composto de barra lateral com 1,5 metros de largura e quatro pontas de pulverizagdo foram
fixadas a intervalos de 0,5 metros. Os tratamentos iniciaram apds 10 dias da semeadura, ou a
partir de30 dias apos a emergéncia dependendo da combinagdo (SANTOS et al., 2022). O
intervalo entre pulverizagdes de 10 dias entre as aplicagdes (Tabela 1). Foram utilizados os
adjuvantes espalhante adesivo (Naft50 mL 100 L 4gua™!) e 6leo mineral (Assist-Basf 10 mL 100

L 4gua') em todos os tratamentos, exceto os produtos que o fabricante especifica o tipo de
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adjuvante. Os tratamentos foram Controle: Agua e adjuvantes; Fungicida sistémico (S): Uso do
manejo sist€émico em quatro aplicagdes; aplicacdo de fungicida sist€émico em conjunto com
multissitio em quatro aplicagdes (S+M); produto a base de B. subtilis nas quatro aplicagdes
(Ba); Produto a base de T. asperellum nas quatro aplicacdes (Tr); Aplicagdao de produto a base
de B. subtilis seguido de manejo sistémico (Ba-S); Aplicacdo de produto a base de 7. asperellum
seguido de manejo sistémico (Tr-S); Mistura de produto a base de T. asperellum e B. subtilis
em quatro aplica¢des (Tr+Ba); Mistura de 7. asperellum e B. subtilis, seguido de manejo
sist€émico (Tr+Ba-S); Aplicagdo de 7. asperellum na semeadura seguida de B. subtilis e

finalmente o manejo sistémico (Tr-Ba-S).

Tabela 1 - Descri¢do dos tratamentos pela sequéncia de aplicagdes dos produtos.

Tratament 110 DAS* 2 30DAE® 3 40DAE 4 50-55 DAE 5 60-65 DAE

0
CONTRO - - - - -
L
S - Triazol Estrobilurin  Carboxamida, Estrobilurina e
a e Triazolintiona Triazol
Carboxamid e
a Estrobilurina
S+M - Mancozebe  Mancozebe = Mancozebe + Mancozebe +
+ Triazol + Carboxamida, Estrobilurina e
Estrobilurin  Triazolintiona Triazol
a e e
Carboxamid Estrobilurina
a
Ba - B. subtilis B. subtilis B. subtilis B. subtilis
Tr - T T T asperellum T asperellum
asperellum  asperellum
Ba-S B. subtilis B. subtilis Carboxamida, Estrobilurina e

Triazolintiona Triazol
e

Estrobilurina
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Tr-S - T T Carboxamida, Estrobilurina e

asperellum  asperellum  Triazolintiona Triazol

e
Estrobilurina
Tr+Ba B. subtilis + B. subtilis. B.subtilis+ T B. subtilis + T.
T asperellum  asperellum asperellum
asperellum
Tr+Ba-S B. subtilis + B. subtilis + Carboxamida, Estrobilurina e
T T Triazolintiona Triazol

asperellum  asperellum e

Estrobilurina
Tr-Ba-S T. B. subtilis B. subtilis Carboxamida, Estrobilurina e
asperellum Triazolintiona Triazol
e
Estrobilurina

"Foram utilizados os adjuvantes Silkon (50 mL 100 L 4gua™') + Naft (50 mL 100 L 4gua’') em todos os tratamentos,
exceto os produtos que o fabricante especifica o tipo de adjuvante. *DAS: dias ap6s semeadura; "DAE: Dias apos

emergéncia.

3.1.2 Avaliaciao de doencas foliares

As avaliagdes das doencas iniciaram apos o surgimento dos primeiros sintomas visiveis
nas plantas. Para cada avaliagcdo, foram escolhidas quatro plantas por parcela. Essas avaliagcdes
foram realizadas cinco vezes ao longo do periodo de estudo, uma vez por semana. Para cada
teste, amostras de folhas dos tercos inferior, médio e superior das plantas foram coletadas. As
representacoes visuais dessas escalas permitiram atribuir valores numéricos ou categorias aos
sintomas das plantas. Foram avaliadas nos dois anos: Ferrugem asiatica (Phakopsora
pachyrhizi) pela escala diagramatica de GODOY et al. 2006; Mancha alvo (Corynespora
cassiicola); Mancha parda (Septoria glycines); e Mancha “olho de ra” (Cercospora sojina) pela
escala diagramatica recomendada por SOARES et al. 2009. Os valores foram atribuidos de
acordo com a severidade dos sintomas foram submetidos ao célculo da Area Abaixo da Curva
de Progresso da Severidade (AACPS) (MADDEN et al., 2017). Ao final, os trés ter¢os foram

somados para representar a AACPS total de cada parcela.
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3.1.3 Desfolha e produtividade

Com a senescéncia das folhas no final do ciclo de crescimento, a desfolha foi estimada
usando o método de quantificacdo visual descrito por Hirano et al. (2010). Apos o fim do ciclo
de crescimento, a colheita foi realizada mecanicamente com a umidade dos graos em torno de

18%. Foi avaliada a produtividade de cada parcela demonstrada em tonelada por hectare.

3.1.4 Teste de sanidade das sementes

Parte dos graos colhidos foi submetida ao teste de sanidade para verificar a incidéncia
de patdgenos (teste de blotter), 100 sementes de cada parcela foram divididas em placas do tipo
gerbox. As sementes passaram por um processo de desinfestacdo superficial, por meio da
imersdo em uma solugdo aquosa de hipoclorito de sédio a 1,0% por 60 segundos, seguido de
imersdo em alcool 70% por 30 segundos. Em seguida, as sementes foram lavadas com agua
destilada e esterilizada. As sementes limpas foram entdo dispostas sobre papel filtro imergido
em 15 ml de dgar-agua (0,5%). As placas foram colocadas em uma incubadora com temperatura
constante de 25°C e luminosidade controlada por 24 horas. Apds esse periodo, as sementes
foram congeladas e retornadas a incubadora nas mesmas condi¢des por mais 120 horas. Com
auxilio de microscopios Opticos e estereoscopios avaliou-se a presenca de fungos patogénicos

nas sementes.

3.2 EXPERIMENTOS IN VITRO

3.2.1 Compatibilidade entre produtos a base de Trichoderma e Bacillus

Para avaliar a compatibilidade entre os produtos biologicos utilizaram-se dois
tratamentos para cada produto, um com uso do filtrado do sobrenadante de cada isolado e outro
com filtrado direto do produto formulado. Na primeira situagdo, apds o crescimento de cada
microrganismo por 3 dias em placas de Petri contendo meio BDA (Batata-Dextrose-Agar),
adicionou-se 10 mL de adgua destilada diretamente nas placas, seguido de agitagdo manual. Os
sobrenadantes obtidos foram filtrados a 0,22 um (milipore)para eliminar as células dos
microrganismos, obtendo-se apenas compostos produzidos por cada agente biologico. Em

seguida, para verificagdo da compatibilidade, o filtrado de Trichoderma spp. foi misturado com
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o produto a base de Bacillus spp. e o filtrado de Bacillus spp. foi misturado junto ao produto a
base de Trichoderma spp., ou seja, cada filtrado foi misturado com o outro agente bioldgico,
para garantir somente o crescimento de cada microrganismo separadamente, mas sob a
influéncia dos compostos do outro. O outro tratamento consistiu na filtragem direta do produto.
O produto foi diluido de acordo com recomendagdo no campo. Logo, o filtrado do produto a
base de 7. asperellum foi combinado com o produto a base de B. subtilis, enquanto o filtrado
de produto a base de B. subtilis foi misturado com o produto a base de 7. asperellum. Cada
mistura foi deixada em repouso por duas horas e, em seguida, aplicada em camara de
pulverizacdo de CO: (Research Sprayer Generation III, Devries Manufacturing Inc.,
Hollandale, MN, EUA). Para cada tratamento, a taxa de aplicagdo foi de 170 litros por hectare
(L.ha™') com uma pressdo constante de 2,5 bar (250 kPa) e uma velocidade de pulverizagdo de
3,6 m.s!. A pulverizacio foi realizada sobre BDA em placas de Petri, para simular aplicagio
em campo (Santo et al., 2022). As placas foram fechadas e deixadas em camara de crescimento
a 25 °C com 12 h de luz. Apos 24 h, as placas foram removidas e o nimero de unidades

formadoras de colonias (UFC) de T. asperellum e B. subtilis foi estimado.

3.2.2 Testes de compatibilidade entre produtos a base de Trichoderma e fungicidas

Foram utilizados os mesmos produtos quimicos dos experimentos em campo para
verificagdo da compatibilidade com Trichoderma spp.. Os tratamentos consistiram em:
Somente produto a base de 7. asperellum (Controle); Produto a base de T. asperellum com
produto a base de triaz6él (Triazo6l); Produto a base de T. asperellum com produto a base de
carboxamida + triazdl + estrobilurina (Carboxamida + Triazol + Estrobilurina); Produto a base
de T. asperellum com produto a base de carboxamida + estrobilurina (Carboxamida +
Estrobilurina); e Produto a base de 7. asperellum com produto a base de mancozebe
(Mancozebe). Os produtos foram aplicados nas recomendagdes para as concentragdes de campo
mais adequadas para cada fungicida quimico usado (Item 3.2.1). Apos a mistura dos
ingredientes em um micro tubo, os procedimentos foram mantidos a temperatura ambiente por
duas horas antes de serem aplicados as placas. As misturas foram aplicadas em camara de
pulveriza¢do de CO,.Em seguida, placas de Petri contendo o meio BDA foram colocadas no
pulverizador dentro da camara esterilizada. Os tratamentos foram pulverizados sobre as placas
abertas como se fossem aplicados no campo. Apos um dia na camara de crescimento, as placas

foram retiradas e foi calculado o nimero de UFCs de 7. asperellum.
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3.2.2.1 Controle de fungos patogénicos por compostos produzidos por Trichoderma asperellum

e Bacillus subtilis e pela combinacao dos agentes

Com o objetivo de investigar os efeitos dos filtrados livre de células produzidas pelos
produtos a base de 7. asperellum e B. subtilis foi feita uma avaliagdo dos compostos produzidos
pelos agentes biologicos no crescimento micelial de fungos patogénicos. Foram avaliados os
fungos patogénicos presentes nas culturas da soja causadores de mancha alvo (Corynespora
cassiicola), mancha “olho-de-ra” (Cercospora sojina) ¢ mancha parda (Septoria glycines)
cedidos pelo Instituto Phytus | Staphyt. O efeito dos compostos foi avaliado pelo uso de filtrados
de culturas ou pela emissdao de compostos volateis do crescimento dos microrganismos dos
produtos. Os filtrados foram obtidos por cultivo dos microrganismos em meio liquido BD,
crescidos por um periodo de 72 horas no agitador orbital a 250 rpm. Em seguida, os
microrganismos passaram por um processo de filtragem utilizando membranas de 0,22 pum
(milipore) para separacao de células vivas do filtrado contendo possiveis compostos produzidos
no crescimento microbiano. Para avaliar a atividade antifungica dos filtrados, discos de micélio
de cada fungo patogénico foram colocados no centro de placas de Petri contendo meio de
cultura BDA. Em cada placa, foi adicionado 100 pL dos filtrados correspondentes a cada
tratamento homogeneizados com o meio. Os tratamentos foram 7. asperellum (Tr), B. subtilis
(Ba) e mistura de cada produto crescido juntos (Tr+Ba). Como controle, foram utilizadas placas
contendo apenas os fungos, sem a adicdo dos filtrados. As amostras foram incubadas em uma
camara de crescimento em um fotoperiodo de 12 horas de luz a 25 °C (£ 2°C). O crescimento
micelial de cada fungo foi monitorado ao longo de um periodo de sete dias, o didmetro dos dois
eixos das colonias fungicas dos patogenos foi medido para avaliar o efeito dos tratamentos na
inibigdo do crescimento micelial dos patdgenos ao final para obtengdo do crescimento em cm?.
Para verificagao dos compostos volateis emitidos por cada produto foi utilizada a técnica das
placas sobrepostas (Dennis e Webster 1971) com algumas adaptacdes. Para isso, foram
utilizadas duas placas de Petri de 90 mm de didmetro contendo meio de cultura BDA. Um disco
de 8 mm de diametro de cada um dos patégenos isolados individualmente em BDA (S. glycines,
C. cassiicola e C. sojina) foi repicado base de uma das bases de placa de Petri. Cem pl dos
produtos Trichoderma asperellum (Tr) (10'° UFC/mL), Bacillus subtilis (Ba) (10° UFC/mL) foi
adicionada na outra base de placa de Petri. O controle consistiu em duas bases de placas de

Petri: uma com o patdgeno e a outra apenas meio de cultura BDA. Apds a adigdo dos patdgenos
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e do produto contendo os metabolitos, as placas foram sobrepostas e seladas com um filme
plastico transparente nas laterais para evitar a dispersao dos metabolitos volateis. As amostras
foram incubadas em uma camara de crescimento a um fotoperiodo de 12 horas a 25 °C (£ 2°C).
No sétimo dia, a inibicao do crescimento micelial foi avaliada. O diametro dos dois eixos das
colonias fungicas dos patogenos foi medido para avaliar o efeito dos tratamentos na inibi¢ao do

crescimento micelial dos patdgenos.

3.3 ESTATISTICAS

Todos os experimentos foram realizados duas vezes, sendo que nos experimentos em
campo foram utilizadas quatro repeticdes e os experimentos em laboratério tiveram seis
repeti¢des. Os experimentos de laboratdrio foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA)
em esquema fatorial dos experimentos (Experimento 1 x Experimento 2) ¢ nenhum mostrou
diferenca, sendo analisados em uma analise conjunta. Os dados de todos os experimentos foram

submetidos a ANOVA e agrupadas de acordo com o teste de Tukey (P < 0,05).

4. RESULTADOS

4.1. EFEITO DOS PRODUTOS NO MANEJO DE DOENCAS FOLIARES DA SOJA EM
CAMPO

Em ambos os anos de experimento, as principais doengas fingicas encontradas nas
folhas foram ferrugem asidtica (Phakopsora pachyrhizi), mancha alvo (Corynespora
cassiicola) e septoriose (Septoria glycines). A severidade das doencas foi reduzida em todos os
tratamentos, quando comparados ao controle nos dois anos (Figura 1). A ferrugem asiatica
diminuiu significativamente em todos os tratamentos sem comparagdo com o controle (P <
0,05), sendo o mais eficiente, em ambos os anos, o uso de Ba-S (B. subtilis seguido de manejo
quimico) (Figura 1A). Para mancha alvo a menor severidade foi pelo uso de Tr-Ba-S (T
asperellum, seguido de B. subtilis e posterior manejo quimicos) (Figura 1B). Enquanto que para

mancha parda os mais eficientes foram Ba-S e Tr-Ba-S (Figura 1C).

Figura 1 — Area abaixo da curva de progresso da severidade (AACPS) de doengas causadas por patogenos

foliares na cultura da soja.
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Onde controle (Controle); Fungicida sistémico (S); Sist€émico em conjunto com multissitio (S+M); produto a
base de B. subtilis (Ba); Produto a base de T. asperellum (Tr); B. subtilis seguido de manejo sistémico (Ba-S);
Produto a base de T asperellum seguido de manejo sistémico (Tr-S); Mistura de produto a base de 7. asperellum
e B. subtilis (Tr+Ba); Mistura de T. asperellum e B. subtilis, seguido de manejo sistémico (Tr+Ba-S); Aplicagdo
de T asperellum seguido de B. subtilis finalizado com manejo sistémico (Tr-Ba-S). A média das severidades com
a mesma letra ndo apresenta diferenca significativa pelo teste de Tukey (P<0.05). As barras representam o erro

padrdo da média.

Em relagdo a desfolha, apenas o Tr ndo diferiu do controle em ambos os anos (P<0.01).
Ba, S+M, Ba-S e Tr-Ba-Sa presentaram cerca de 20% menos desfolha que o controle, sendo os
mais significantes (Figura 2 A). A produtividade de Ba, S+M, Ba-S e Tr-Ba-S foi cerca de 25%
maior que o controle em ambos os anos (P=0.03 ano 1; P=0,01 ano 2), enquanto que o uso do
Tr foi o Unico tratamento sem diferenca em relacdo ao controle em pelo menos um dos anos

(Figura 2 B).

Figura 2 — Fatores de crescimento e desenvolvimento da cultura da soja submetida a diferentes tratamentos. A:

porcentagem de desfolha no final do ciclo. B: Produtividade da cultura da soja.
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Onde controle (CONTROLE); Fungicida sistémico (S); Sistémico em conjunto com multissitio (S+M); produto
a base de B. subtilis (Ba); Produto a base de T. asperellum (Tr); B. subtilis seguido de manejo sistémico (Ba-S);
Produto a base de T asperellum seguido de manejo sist€émico (Tr-S); Mistura de produto a base de 7. asperellum
e B. subtilis (Tr+Ba); Mistura de T. asperellum e B. subtilis, seguido de manejo sistémico (Tr+Ba-S); Aplicagdo
de T asperellum seguido de B. subtilis finalizado com manejo sistémico (Tr-Ba-S).Médias seguidas pela mesma

letra ndo diferem pelo teste de Tukey (P<0.05). Barras mostram o erro padrdo da média.
4.1.1 Teste de sanidade das sementes

Os fungos identificados infectando as sementes foram Fusarium sp., Macrophomina
phaseolina e Penicillium sp. (Figura 3). Todos os tratamentos com bioldgicos reduziram os
fungos no teste em ambos os anos (P<0.01). No entanto, a M. phaseolina foi detectada somente
no primeiro ano, onde todos os tratamentos reduziram a incidéncia significativamente em
relagdo ao controle e de forma semelhante (Figura 3 A). Para os outros fungos os tratamentos
Ba, Ba-S e Tr-Ba-S apresentaram maior eficiéncia reduzindo até 100% da incidéncia, enquanto

os outros tratamentos reduziram cerca de 70% em ambos os anos (Figura 3B e C).

Figura 3 — Incidéncia de fungos (%) em sementes de soja oriundas de plantas submetidas a diferentes

tratamentos. Incidéncia de A: Fusarium sp. B: Macrophomina phaseolina. C: Penicillium sp.
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Onde tratamento controle (CONTROLE); Fungicida sistémico (S); Sist€émico em conjunto com multissitio
(S+M); produto a base de B. subtilis (Ba); Produto a base de T. asperellum (Tr); B. subtilis seguido de manejo
sistémico (Ba-S); Produto a base de T asperellum seguido de manejo sistémico (Tr-S); Mistura de produto a base
de T asperellum e B. subtilis (Tr+Ba); Mistura de T. asperellum ¢ B. subtilis, seguido de manejo sist€émico
(Tr+Ba-S); Aplicagdo de T. asperellum seguido de B. subtilis finalizado com manejo sistémico (Tr-Ba-S).Barras
mostram o erro padrdo da média. Médias seguidas de mesma letra, ndo diferem estatisticamente entre si pelo

teste de Tukey (P < 0,05). Barras representam o erro padrio da média.

4.2 ENSAIOS IN VITRO
4.2.1 Compatibilidade entre produtos a base de Trichoderma e Bacillus

A interacdo entre Bacillus spp. € Trichoderma spp. resultou em alteragdes significativas
no crescimento dos microrganismos (Figura 4). Tanto o uso de filtrados do produto quanto do
isolado de T. asperellum reduziram significativamente o crescimento de B. subtilis (P<0.01)
(Figura 4 A). O filtrado de T. asperellum apresentou maior redu¢do no crescimento de B.

subtilis, proximo a 100%. No entanto, quando avaliado o crescimento de 7. asperellum em
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relacdo a aplicagdo de filtrados de B. subtilis, ndo houve redugdo do crescimento do fungo, mas
houve diferenga comparado ao controle (P=0.03) (Figura 4 C). Quando o filtrado do isolado de
B. subtilis foi adicionado, houve um aumento de cerca de 57% no favorecimento do crescimento
do T. asperellum.

Figura 4 — Crescimento de unidades formadoras de colonias (UFCs) A: de Bacillus subtilis e B: Trichoderma

asperellum apos aplicagado de filtrados de produtos ou de isolados.
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Onde A: Crescimento de B. subtilis apos aplicacao de filtrados de produtos ou de isolado de T. asperellum. B:
Crescimento de 7. asperellum ap0s aplicagdo de filtrados de produtos ou de isolado de B. subitilis. Médias

seguidas de mesma letra, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).

4.2.2 Testes de compatibilidade entre produtos a base de Trichoderma spp. e fungicidas

Observou-se uma reducao significativa na formagao de colonias de Trichoderma spp.
ao ser aplicado as placas contendo alguns do diferentes fungicidas quimicos (P<0,001). Essa
diminuicao foi observada para mancozebe e carboxamida + estrubirulina com reducdo de mais

de 80% na formacao de coldnias (Figura 5).

Figura 5 - Compatibilidade de Trichoderma spp. a fungicidas quimicos utilizados no manejo da cultura da soja.

Numero de unidades formadoras de colonia (UFCs) com as doses utilizadas a campo.
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Onde produto a base de Trichoderma asperellum (Controle); Produto a base de 7. asperellum em conjunto com
produto a base de triazol (Triazol);Produto a base de T asperellum em conjunto com produto a base de
carboxamida + triazo6l + estrobilurina (Carboxamida + Triaz6l + Estrobilurina); ); Produto a base de T

asperellum em conjunto com produto a base de carboxamida + estrobilurina (Carboxamida + Estrobilurina);
Produto a base de 7. asperellum em conjunto com produto a base de mancozebe (Mancozebe). Barras
representam erro padrdo da média. Médias seguidas de mesma letra, ndo diferem estatisticamente entre si pelo

teste de Tukey (P <0,05).

4.2.2.1 Controle de fungos patogénicos via filtrados e compostos volateis produzidos por

Trichoderma asperellum e Bacillus subtilis

Pelo uso de filtrados aplicados na placa, ndo foram observadas diferengas significativas
nos tratamentos para os fungos C. cassiicola em relagdo ao controle (P=0,07). No entanto, para
o fungo S. glycines, a combinagdo de Bacillus spp. e Trichoderma spp. apresentou um maior
efeito, reduzindo cerca de 55% o crescimento micelial, enquanto os outros tratamentos
reduziram cerca de 15% (Figura 5A). Para C. sojina a redugdo foi semelhante entre os

tratamentos em cerca de 15% em relacdo ao controle (P=0.01) (Figura 5B).
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Figura 6 - Controle de (A) septoriose (Septoria glycines) e (B) cercospora (Cercospora sojina) com filtrados de

Bacillus subtilis, Trichoderma asperellum e a combinagdo de ambos.
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Onde (CONTROLE); filtrado de produto a base de B. subtilis (Ba); filtrado do produto a base de T. asperellum

(Tr); filtrado de produto a base de B. subtilis e do produto a base de T asperellum (Ba+Tr). Médias seguidas de

mesma letra, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Em relagdo ao efeito dos compostos volateis emitidos por Bacillus spp. e Trichoderma
spp., os resultados obtidos para os fungos S. glycines e C. cassiicola foram semelhantes, onde
os B. subtilis quanto com 7! asperellum resultaram em uma redugao significativa no crescimento
desses fungos em mais de 40% (P<0.01). No entanto, no caso do fungo C sojina, os volateis
emitidos por B. subtilis em cerca de 45%, enquanto o 7. asperellum também foi1 eficiente no

controle, mas em menor grau (P =0.03).

Figura 7 - Controle de (A) septoriose (Septoria glycines), (B) cercospora (Cercospora sojina) e (C) corynespora
(Corynespora cassiicola) com compostos volateis produzidos por Bacillus subtilis e Trichoderma. asperellum.
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Onde controle (CONTROLE); composto volatil de B. subtilis (Ba) e composto volatil de 7. asperellum (Tr).
Médias seguidas de mesma letra, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05). Barras

representam o erro padrdo da média.
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5. DISCUSSAO

Bactérias do género Bacillus spp. e fungos do género Trichoderma spp. t€m sido
reconhecidos por sua eficiéncia no controle de doengas na cultura da soja (KOHL et al., 2019).
Neste trabalho, foi possivel verificar o potencial do uso de ambos os agentes no controle de
doengas e no incremento da produtividade. O uso de Bacillus spp. dentro do manejo, mostrou
maior eficiéncia quando utilizado antes do manejo com fungicidas quimicos sistémicos ou
seguido do uso de Trichoderma spp. sobre os restos culturais. Isolados de Trichoderma spp. ja
demonstram resultados promissores no controle de doencas causadas por patogenos
sobreviventes no solo ou em restos culturais da soja (LI et al., 2018). O fungo produz
metabolitos secundarios que enfraquecem as paredes celulares de bactérias patogénicas,
inibindo seu crescimento, elevando a resisténcia das plantas a doencas ¢ promovendo o
crescimento vegetal (RAM et al., 2020; OLOWE et al., 2022).Isolados de diversas espécies de
Bacillus demonstraram capacidade de controlar doengas foliares da soja tanto quando utilizados
isoladamente quanto em combina¢do com fungicidas quimicos, melhorando o crescimento e a
produtividade das plantas em condigdes adversas, através da producdo de substancias benéficas
como hormonios e enzimas solubilizantes. (SANTOS et al., 2022; RADHAKRISHNAN et al.,
2017). No entanto, a combinagdo entre os microrganismos nao mostrou maior eficiéncia,
sugerindo uma interferéncia entre 7richodermal/Bacillus no controle bioldgico. Pelos estudos
em laboratério foi verificada uma reducdo no crescimento de Bacillus spp. ao ser adicionado
filtrados de Trichoderma spp.. Assim, apesar da eficiéncia de ambos os microrganismos no
controle de doencas no campo, o fungo antagonista pode interferir no crescimento de Bacillus
spp..

No campo, estudos comprovam que o uso exclusivo do Bacillus spp. como agente
preventivo, revela-se eficiente no controle de doencas foliares, proporcionando beneficios
significativos em termos de produtividade (DORIGHELLO et al., 2020; FIRA et al., 2018). A
aplicacdo do B. subtilis, tanto isoladamente quanto em conjunto com fungicidas sist€émicos,
resultou na reducgdo da severidade e incidéncia de doencas como ferrugem asiatica e manchas
foliares. Essa protecdo aliada & promog¢do do crescimento das plantas, mostram o efeito da
bactéria como um agente bioldgico multissitio. Entretanto, neste estudo, além do efeito de B.
subtilis, foi demonstrada a eficacia de 7. asperellum no controle de multiplas doencas da soja,
bem como a sua capacidade de ser utilizado em combinagdo com diferentes produtos. O

formulado de 7' asperellum utilizado mostrou-se compativel tanto com o B. subtilis quanto com
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a maioria dos fungicidas quimicos avaliados. Apesar disso, o antagonista fingico apresentou
um desempenho inferior ao bacteriano, quando aplicado isoladamente em todas as
pulverizagoes. O fungo Trichoderma spp. ¢ um habitante de solo e mostra-se adaptado para o
controle de doencas neste ambiente (EL-BENAWY et al., 2020; CONTE et al., 2022). No
entanto, na parte aérea, o fungo pode ser prejudicado por fatores ambientais e quimicos no
campo. Dessa maneira, para o controle de doengas no campo e p6s colheita, o uso de Bacillus
spp. antes do uso de fungicidas quimicos representa a melhor alternativa para o controle
biologico, enquanto que 7Trichoderma spp. mostra-se como um auxiliar no inicio do ciclo, antes
do fechamento da cultura, provavelmente pelos efeitos sobre patdogeno sem restos culturais
como vimos nas avaliagdes em laboratorio pela atividade de compostos toxicos a fungos
patogénicos. Estudos elucidam que o fungo antagonista € crucial na promo¢ao do microbioma
benéfico das plantas, pois inibe patdogenos por meio de multiplos mecanismos, controla a
diversidade e abundancia da comunidade microbiana do solo de forma efetiva (HARWOKO et
al., 2019).

Além da maior adaptacao a condigdes do solo, em relagdo a compatibilidade dos
agentes, o uso de filtrados de Trichoderma spp. interferiu no aumento populacional de Bacillus
spp., mas o contrario ndo aconteceu. A falta de incremento no efeito do campo pela combinagao
dos biologicos pode estar relacionada a incompatibilidade dos microrganismos naquele
ambiente (RAMIREZ-CARINO et al., 2020). Isolados eficientes no controle de doengas podem
ser prejudicados em diferentes mecanismos quando combinados, a combinacao de diferentes
isolados nem sempre resulta em efeitos aditivos ou sinérgicos, sofrendo oscilagdes na eficacia
dependendo de fatores como condi¢gdes ambientais especificas, métodos de aplicacao utilizados
e as espécies-alvo (KARUPPIAH et al., 2019; CRUZ-MAGALHAES et al, 2022). Além disso,
o efeito pode variar de acordo com ambiente, mecanismo de cada microrganismo e objetivo a
ser alcangado no controle (KARUPPIAH et al., 2019). O fato do crescimento de 7richoderma
spp. ndo ser interferido pelos filtrados de Bacillus spp. mostra o potencial do uso da combinagao
entre os bioprodutos para controle de patogenos de solo (IZQUIERDO-GARCIA et al., 2020),
onde o produto a base de Trichoderma spp. é recomendado e registrado para o uso no Brasil
(Agrofit 2023). Como o produto a base de Bacillus spp. se mostra mais eficiente na parte aérea,
a combinacao neste local pode interferir nas atividades da bactéria e finalmente no rendimento
da cultura. Neste trabalho verificamos que, assim como B. subtilis (SANTOS et al., 2022), o
produto a base de 7. asperellum apresentou certa compatibilidade com a maioria dos fungicidas

utilizados no campo. Houve incompatibilidade com fungicidas a base de mancozebe e
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carboxamida + estrobilurina, diferente dos produtos a base de triazol e de carboxamida + triazol
+ estrobilurina que ndo reduziram o crescimento de 7richoderma spp.. Aparentemente, o triazol
amenizou o efeito dos principios quimicos contra Trichoderma spp., onde os produtos a base
de carboxamida + triazol + estrobilurina foram menos téxicos do que carboxamida +
estrobilurina. Isso pode estar relacionado a formulacdo dos produtos. No entanto, trabalhos
demonstram que triaz6is podem ser degradados por espécies de Trichoderma e nao apresentam
efeitos toxicos (Shen). Assim, ¢ importante verificar a compatibilidade dos produtos quimicos
a serem combinados com os agentes bioldgicos para obterem-se melhores resultados no campo
e evitar interferéncia no mecanismo de a¢do do agente bioldgico, pois muitos mecanismos
dependem ndo s6 de metabolitos, mas do crescimento fungico sobre patogenos (WOO et al.,
2023, ONS et al., 2020)

Os compostos produzidos por ambos os microrganismos apresentaram, no geral,
eficiéncia em reduzir o crescimento micelial de fitopatdgenos que sobrevivem no solo. Tanto
Trichoderma spp. quanto Bacillus spp. podem produzir compostos toxicos a diversos
patdgenos, sendo este mecanismo importante no controle de doencas de solo e parte aérea
(KARUPPIAH et al., 2019). No entanto, o efeito dos produtos isoladamente foi semelhante na
maioria dos casos e houve pouco incremento no mecanismo de antibiose ao se combinar os
biologicos. Em algumas situagdes a combinagdo entre microrganismos nao representa aumento
nos compostos toxicos a patdgenos e podem prejudicar o crescimento da planta hospedeira
(CRUZ-MAGALHAES et al, 2022). Esse resultado reforga a ideia do uso de Trichoderma spp.
ser mais eficiente no solo ou aplicado sobre a palhada, comparado a pulverizagao foliar, ja que
seu crescimento nao ¢ interferido pelos compostos produzidos por Bacillus spp. € podem atuar
contra os patogenos se desenvolvendo sobre os restos de cultura. Além disso, Trichoderma spp.
pode interferir no metabolismo da planta pela alteracdo de rotas de defesa, o que em excesso
pode levar a custos metabolicos em formagdo de hormoénios e outros fatores de crescimento
(ALFIKY &WEISSKOPF, 2021)

Os resultados deste estudo indicam que os géneros Bacillus e Trichoderma apresentam
potencial de uso no controle de doencas foliares da soja. A pulverizagdo com 7. asperellum,
seguida por B. subtilis, foi eficiente no controle de multiplos patéogenos, resultando em
rendimentos de soja comparaveis ao manejo convencional com fungicidas. No entanto, o uso
de Bacillus spp. como multissitio se mostra como uma ferramenta eficiente no controle de
doengas e promocgao de crescimento da soja como ja verificado anteriormente (SANTOS et al.,

2022). Isso tudo pode ser explicado pela interferéncia do crescimento de Bacillus spp. por
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compostos de Trichoderma spp. como verificado neste trabalho. O que nao interfere no
mecanismo de antibiose, mas pode resultar em perda de eficiéncia no campo. Assim, este
trabalho demonstrou pela primeira, vez os compostos de 7. asperellum interferindo no
crescimento de B. subtilis e possivelmente, como consequéncia na sua eficiéncia em
pulverizagdes foliares. Isso tudo demonstra que Trichoderma spp. € Bacillus spp. apresentam
potencial como ferramenta para o manejo de doencas foliares da cultura da soja, mas o
posicionamento correto, pensando em compatibilidade e mecanismos de acao, ¢ fundamental

para O sucesso.

6. CONCLUSOES

Os produtos a base de B. subtilis e T. asperellum controlam doengas foliares na cultura
da soja, promovem maior produtividade e melhor sanidade de sementes colhidas. No entanto,
o uso de Trichoderma spp. previamente ao Bacillus spp., ou somente aplicagdes com Bacillus
spp. antes do manejo quimico sistémico apresentaram maior eficiéncia. Compostos produzidos
por T. asperellum interferem na formacao de colonias de B. subtilis, mas compostos de B.
subtilis ndo interferem no crescimento de 7. asperellum, No entanto, tanto compostos de
Bacillus spp. quanto de Trichoderma spp. controlaram diferentes patogenos fingicos de soja,

mas sem incremento no efeito ao combinar os produtos.
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