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RESUMO

COMPATIBILIDADE DE MICRORGANISMOS EM CAMPO E IN VITRO NA
PROMOCAO DE CRESCIMENTO E NO MANEJO DE DOENCAS EM SOJA

AUTOR: Eduarda Spagnol Bronzatto

ORIENTADOR: Thomas Newton Martin

A utilizagdo de microrganismos benéficos para as plantas tem se provado uma alternativa
ambientalmente sustentdvel e economicamente rentavel. Contudo, o emprego de multiplos
microrganismos em sulco de semeadura e a sua aplicagdo em conjunto com fungicidas em
calda de pulveriza¢do no manejo de doencgas sdo questdes ndo completamente esclarecidas
pela literatura. Dessa forma, objetivou-se com essa pesquisa avaliar a possibilidade de
combinar diferentes microrganismos no sulco de semeadura da soja e misturar bactérias com
fungicidas em calda para pulverizagdo para o controle de doencas em soja. Para isto, foram
realizados trés experimentos. O primeiro experimento foi conduzido a campo com diferentes
combinagdes de inoculacdo e coinoculacdo em sulco de semeadura, utilizando os seguintes
microrganismos Bradyrhizobium japonicum, Azospirillum brasilense, Pseudomonas
Sfluorescens e Trichoderma asperelloides.O segundo experimento foi realizado em laboratério
a fim de avaliar in vitro a sobrevivéncia de Bacillus subtilis e Pseudomonas fluorescens
quando expostas a diferentes fungicidas, simulando uma calda de pulverizacao, através da
mistura de uma bactéria e um produto formulado. O terceiro experimento também foi
realizado a campo, testando diferentes manejos foliares no controle de antracnose
(Colletotrichum truncatum) envolvendo aplicagdes de produtos quimicos e das bactérias
Bacillus subtilis e Pseudomonas fluorescens, e mistura de ambos em calda de pulveriz¢ao.
No primeiro experimento as variaveis avaliadas foram: nimero de ndédulos, massa seca dos
nddulos, area superficial das raizes, volume e comprimento das raizes, produtividade de
graos, massa de mil graos e percentual de cobertura do solo. No segundo experimento
avaliou-se a sobrevivéncia das bactérias através da contagem de unidades formadoras de
coldnia. No terceiro experimento foram avaliados: percentual de incidéncia de antracnose nos
peciolos, percentual de desfolha, produtividade de graos e massa de mil graos. Nas condicoes
testadas, em que houve restricdo hidrica, a utilizacdo de microrganismos em sulco de
semeadura ndo gerou ganhos de produtivade em relacdo a testemunha ndo inoculada. Foram
encontradas diferentes respostas na sobrevivéncia de B. subtilis e P. fluorescens de acordo
com o principio ativo utilizado, sendo que para B. subtilis houve reducdo na sobrevivéncia
para os principios ativos mancozebe, difenoconazol, picoxistrobina + benzovindiflupir e
impirfluxam + tebuconazol, enquanto que para P, fluorescens houve reducdo na sobrevivéncia
para todos os fungicidadas testados. Contudo, o manejo bioldgico envolvendo ambas as
bactérias apresentaram efeito estatisticamente igual ao manejo quimico no controle de
antracnose ¢ na produtivade da cultura da soja, sendo o manejo bioldogico com ambas uma
op¢ao no controle de doengas.

PALAVRAS-CHAVE: Biocontrole. Compatibilidade. Promocao do crescimento.



ABSTRACT

COMPATIBILITY OF MICRO-ORGANISMS IN THE FIELD AND IN VITRO IN
GROWTH PROMOTION AND MANAGEMENT OF DISEASES IN SOYBEANS

AUTHOR: Eduarda Spagnol Bronzatto
ADVISOR: Thomas Newton Martin

The use of beneficial microorganisms for plants has proven to be an environmentally sustaina-
ble and economically profitable alternative. However, the use of multiple microorganisms in
sowing furrows and their application together with fungicides in spray mixtures in disease man-
agement are issues that have not been completely clarified in the literature. The objective of
this research was to evaluate the possibility of combining different microorganisms in the soy-
bean sowing furrow and mixing bacteria with fungicides in spray mixture to control diseases in
soybeans. For this, three experiments were carried out. The first experiment was carried out in
the field with different combinations of inoculation and coinoculation in a sowing furrow, using
the following microorganisms Bradyrhizobium japonicum, Azospirillum brasilense, Pseudo-
monas fluorescens and Trichoderma asperelloides. The second experiment was carried out in
the laboratory in order to evaluate in vitro survival of Bacillus subtilis and Pseudomonas fluo-
rescens when exposed to different fungicides, simulating a spray solution, through the mixture
of a bacteria and a formulated product. The third experiment was also conducted in the field,
testing different foliar treatments to control anthracnose (Colletotrichum truncatum) involving
applications of chemical products and the bacteria Bacillus subtilis and Pseudomonas fluo-
rescens, and a mixture of both in spray mixture. In the first experiment, the variables evaluated
were: number of nodules, dry mass of nodules, surface area of roots, volume and length of roots,
grain productivity, mass of one thousand grains and percentage of soil cover. In the second
experiment, the survival of bacteria was evaluated by counting colony-forming units. In the
third experiment, the following were evaluated: percentage incidence of anthracnose on peti-
oles, percentage of defoliation, grain productivity and mass of one thousand grains. Under the
conditions tested, in which there was water restriction, the use of microorganisms in the sowing
furrow did not generate productivity gains in relation to the uninoculated control. Different
responses were found in the survival of B. subtilis and P. fluorescens according to the active
ingredient used, and for B. subtilis there was a reduction in survival for the active ingredients
mancozeb, difenoconazole, picoxystrobin + benzovindiflupyr and impirfluxam + tebuconazole,
while for P. fluorescens there was a reduction in survival for all fungicides tested. However,
biological management involving both bacteria had a statistically equal effect to chemical man-
agement in controlling anthracnose and in soybean crop productivity, with biological manage-
ment with both being an option in disease control..

Keywords: Biocontrol. Compatibility. Promoting growth.
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1 INTRODUCAO

A soja ¢ uma das culturas de maior importancia econdmica no mundo e ¢ considerada
uma das principais commodities brasileiras. A grande relevancia dessa cultura se da pela
utilizagdo dos seus graos como fonte de oléo e proteina, utilizados para a alimentagdo humana
e animal. No Brasil, a produgao de soja na safra 2022/2023 foi de 155.736,5 mil toneladas
(CONAB, 2023). Sendo imprescindivel para alimentar uma populagao que vem crescendo em
taxas expressivas. Contudo, além de incrementos na quantidade de graos colhidos, também ha
uma preocupacdo social, com a realizacdo de uma agricultura sustentdvel com menores

impactos ambientais.

O uso de bioinsumos ¢ uma ferramenta que permite ganhos em produtividade, sem
causar danos ao ambiente, além de ser uma tecnologia de baixo custo. A utilizagdo de
microrganismos associados a plantas visa atuar na promogao do crescimento vegetal, mitigando
os efeitos de estresses bidticos e abidticos e também na auxiliar a planta na defesa contra o
ataque de pragas e doengas. Dentre os microrganismos recomendados para a cultura da soja
tem-se a bactéria simbionte Bradyrhizobium spp., que quando associada a leguminosas realiza
a fixagao bioldgica do nitrogénio (FBN), o que viabiliza altas produtividades sem a necessidade
de aplicagdo de nitrogénio mineral. Outros microrganismos também sao utilizados em
associacao ao Bradyrhizobium spp., processo este conhecido por coinoculacdao ou inoculagao
mista. Entre eles, citam-se as bactérias Azospirilum brasilense, Pseudomonas fluorensces € o
fungo Trichoderma asperelloides. Estes podem atuar de forma direta, estimulando o

crescimento e/ou indireta através do controle biologico de doengas de plantas.

Porém, nem sempre a utilizagdo simultanea de varios microrganismos em sulco de
semeadura vai resultar em multiplos beneficios para a planta. Pesquisas apontam que os
microrganismos possuem relacdes ecoldgicas de velocidade de crescimento e ocupagdo da
rizosfera distintos. Dessa forma, podem ser competidores entre si, ndo causando o efeito
sinérgico esperado. Além disso, apesar da utilizagdo de microrganismos no controle de doencas
ser uma alternativa viavel e comprovada pela literatura, surgem incertezas a respeito da
utilizag¢do de bactérias simultaneamente a agrotdxicos, realizando a mistura de ambos em caldas
de pulverizagdo. Nas propriedades rurais, a pratica da mistura de tanque ¢é recorrente, devido a
sua praticidade e maior eficiéncia no controle de pragas e doengas, além de que possibilita uma

redugdo de custos de aplicacao.

Dessa forma, as interacdes de microrganismos entre si € a sua mistura com agrotoxicos
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devem ser melhor compreendidas. Afim de que se possa explorar a0 maximo os beneficios
advindos dos microrganismos, evitando que essas ferramentas sejam utilizadas de forma

equivocada, acarretando em limitagdes na sua eficiéncia.
2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ASUSTENTABILIDADE NA CULTURA DA SOJA

Desde meados da década de 60 quando foram introduzidas novas variedades adaptadas
ao cenario brasileiro, a cultura da soja (Glycine max (L.) Merr.) apresentou uma difusdo gradual
e consistente no territorio nacional. Nos ultimos 20 anos o crescimento anual entre as safras
agricolas foi de 6,2%, triplicando o volume de graos colhidos (SEIXAS et al., 2020). A ampla
expansao inicial dessa commodity no Brasil se deu em decorréncia da extensa oferta de terras
araveis, tecnificacdo e mecanizagdo das areas e por conseguinte elevada eficiéncia operacional,
bem como baixos custos de produgdo por hectare (GOLDSMITH, 2008). Atualmente a soja
brasileira ocupa uma area de mais de 44 milhdes de hectares com uma produgdo na safra
2022/23 de 155.736,5 milhdes de toneladas, representando um aumento de 24% em relagdo a
safra anterior (CONAB, 2023). Este fato se deve ndo somente ao melhoramento genético de
plantas, mas também a evolu¢do nas praticas de manejo, sendo que a produtividade média da
soja brasileira nos ltimos 50 anos passou de 1748 para 3359 kg ha'.

A soja ¢ caracterizada por conter proteina de elevado valor biologico, além de possuir
altos teores de ferro, calcio, zinco, potassio e vitamina E. O 6leo extraido dos grdos é usado na
indUstria como matéria prima na producdo de biocombustiveis, lubrificantes e plasticos
(GUZELER; YILDIRIM OZBEK, 2016). A composi¢io nutricional da soja aliada a sua
viabilidade de producdo em diferentes areas, faz com que essa oleaginosa seja a principal
proteina de origem vegetal consumida por seres humanos e animais (PEIRETTI et al., 2019),
tornando-se essencial para alimentar uma populacéo de mais de 8 bilhdes de pessoas. Estima-
se que a necessidade por alimentos deve ter um crescimento de 35 a 56% entre os anos de 2010
a 2050 (VAN DIJK et al., 2021). A produg¢ao global de soja duplicou nas tltimas duas décadas,
sendo que essa expansdo se deu em 70% devido a adogdo de novas terras agricultaveis e 30%
em relacdo a incrementos de produtividade (CASSMAN; GRASSINI, 2020).

Contudo, o grande desafio da agricultura moderna ¢ ndo somente aumentar a
produtividade das areas, a fim de garantir alimento para uma populagdo crescente, mas fazer

isso de modo que cause o menor impacto ambiental possivel (VIEIRA et al., 2010). Visando
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alcangar esse objetivo, uma dessas ferramentas de manejo sustentavel sdo os bioinsumos, que
sdo produtos formulados a base de organismos vivos usados na produgdo agricola para
promover o desenvolvimento de plantas e também aumentar a fertilidade do solo (IANNETTA
et al., 2016). No Brasil, a utilizagao de bioinsumos vem se consolidando nos ultimos anos,
segundo dados da Associagdo Nacional dos Produtores e Importadores de Inoculantes (ANPII,
2017) o Brasil ¢ lider mundial na utilizagdo de inoculantes, consumindo no ano de 2017 mais
de 50 milhdes de doses.

A utilizacao de bactérias e fungos na agricultura visa atender a diversas demandas, uma
vez que esses microrganismos quando em contato com as plantas desempenham diferentes
fungdes, sendo capazes de gerar beneficios diretos e indiretos na melhoria do desenvolvimento
vegetal. Cumprindo um papel importante na regulagdo da ciclagem dos nutrientes, nos
processos biologicos e também na disponibilidade de nutrientes para as plantas (RAMESH et
al., 2014), ja que estimulam a producdo de substancias promotoras do crescimento, auxiliando
na nutri¢io das plantas (GAGNE-BOURQUE et al., 2015). Além disso, também agem como
biofungicidas, atuando no controle de doencas e na indugdo de resisténcia sistémica da planta
(CASTALDI et al., 2021). Aumentando a tolerancia vegetal a estresses bidticos e abioticos
através de mecanismos como a sintese do acido 1-amino-ciclopropanol-carboxilico (ACC)
(SPOLAOR etal., 2016). Os incrementos referentes a nutri¢ao de plantas e crescimento vegetal
mediados por bactérias podem ser atribuidos principalmente aos seguintes processos:
solubilizacao de fosfatos inorganicos insoluveis, absorcao de potéssio, producdo de siderdforos,
a sintese de fitormdnios, principalmente o acido-3-indol acético (AIA) e também a FBN, no
caso das bactérias diazotroficas (ALORI; GLICK; BABALOLA, 2017, BAKHSHANDEH et
al., 2020; OLANREWAJU; GLICK; BABALOLA, 2017).

Um dos maiores exemplos de sucesso da utilizagdo de bioinsumos na sojicultura
brasileira diz respeito a associagdo com Bradyrhizobium spp. Uma vez que quando associadas
simbioticamente as plantas de soja, essas bactérias realizam um processo denominado de
fixagdo biologica de nitrogénio (FBN). Esses microrganimos possuem uma enzima especifica,
denominada nitrogenase, que ¢ capaz de quebrar a tripla ligacdo do nitrogénio atmosférico,
transformando-o em amoénia (NH3), forma que € absorvivel pela planta. Desse modo ha todo o
suprimento de N requerido pela cultura, inclusive para cultivares mais produtivas
(SCHWEMBER et al., 2019), acarretando em aumento da produtividade a um baixo custo
(LEGGETT et al., 2017). Segundo Ciampitti & Salvagiotti (2018) o aporte de nitrogénio
proveniente da FBN na soja pode chegar a 372 kg ha™!, o que propicia anualmente uma

economia em fertilizantes nitrogenados de cerca de US$ 21 bilhdes para os produtores
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brasileiros.

Dessa forma, os beneficios da adi¢do de microrganismos no sistema produtivo, nao
passam somente pelo escopo econdmico, mas também pelo ambiental, sendo uma alternativa
econOmica e ambientalmente interessante (ZEFFA et al., 2020). A aplicacdo de microrganismos
na agricultura tem potencial de reduzir a necessidade de aplica¢des de fertilizantes nitrogenados
e agrotoxicos, fazendo com que haja aumento de produtividades, reducdo de custos de producao
e conservagao dos recursos ambientais (SOUZA; AMBROSINI; PASSAGLIA, 2015), o que
evita o esgotamento de recursos finitos e também a contaminagao de solo e agua. Além disso,
o controle biologico de pragas e doengas constitui uma alternativa para atender a procura cada
vez mais intensa de produtos e alimentos livres de residuos deixados pelas aplicacdes de
agrotoxicos (MACHADO et al., 2012). Desse modo, o uso de biofertilizantes e biopesticidas
representam uma opcao para quem deseja obter uma elevada producdo com um menor impacto

ecologico (HERMOSA et al., 2012).

2.2. POTENCIAIS USOS DOS MICRORGANISMOS

Além de Bradyzrhibium spp., outros microrganismos também podem atuar de forma
benéfica quando associados a plantas de soja. Um exemplo disso sdo as bactérias que colonizam
as raizes e tem agao positiva no estimulo ao crescimento de plantas. Estas sdo conhecidas como
bactéria promotoras do crescimento de plantas (BPCP). Dentre os géneros de BPCP de maior
interesse agricola pode-se destacar Azospirillum spp., Pseudomonas spp. € Bacillus spp., € o
fungo Trichoderma spp. A adigdo desses microrganismos no sistema produtivo pode ocorrer
via solo, através da inoculagdo de sementes ou no sulco de semeadura. Ou ainda podem se dar
através de aplicacdes foliares. Cada uma dessas formas de utilizacdo apresenta vantagens e
desvantagens e deve ser realizada de acordo com uma série de fatores, tanto técnicos quanto
ambientais. O acréscimo de microrganismos no sistema, ¢ uma ferramenta biotecnologica que
visa melhorar a produtividade da soja, contribuindo para as praticas atuais de sustentabilidade
na agricultura (HUNGRIA; NOGUEIRA; ARAUIJO, 2015). Isto porqué sdo uma alternativa ao
uso de insumos quimicos, como fertilizantes e agrotdxicos, promovendo uma maior
independéncia dos produtores em relacdo a importagdo desses produtos (CANFORA et al.,
2021).

O género Azospirillum ganhou relevancia mundial a partir das descobertas da Dra.
Johanna Ddébereiner, pesquisadora da Embrapa que comprovou o potencial dessas bactérias em

realizar a fixacdao bioldgica de nitrogénio quando associado a gramineas (DOBEREINER;
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MARRIEL; NERY, 1976). Essa bactéria se caracteriza por ser gram-negativa, microaerofilica,
ndo fermentativa e diazotréfica. De forma geral, os beneficios atribuidos a esse género
envolvem a promogao do crescimento de plantas, a indugdo da tolerancia de estresses biotodicos
e abioticos e também a melhoria da nutrigdo mineral das plantas. Estes estdo correlacionados
com a sua habilidade de realizar a fixacdo bioldgica do nitrogénio (FBN) e de sintetizar
fitormonios bacterianos, especialmente o acido indol-3-acético (IAA) (CASSAN;
VANDERLEYDEN; SPAEPEN, 2014; SCUDELETTT et al., 2023). Contudo, apesar de possuir
0 mesmo complexo nitrogenase presente nas bactérias simbidticas, o que permite a conversao
do N atmosférico em amonia, essa bactéria endofitica disponibiliza apenas uma parte do N
fixado, ndo sendo suficiente para suprir toda a necessidade da soja por esse mineral
(HUNGRIA, 2011). Dessa forma, se prioriza o uso de Azospirilum spp. em coinoculacdo com
estirpes de Bradyrhizobium spp. A utilizagdo conjunta desses dois géneros bacterianos
possibilita maior ocorréncia de ndédulos na raiz principal e na secundaria, além de promover
uma melhor arquitetura radicular, aumento do volume e comprimento de raiz. Isso faz com que
haja maior volume de solo explorado e, consequentemente melhor eficiéncia na absorcao de
nutrientes (CASSAN et al., 2020; MAURICIO; SILVA; SOUZA, 2018). Estudos de Hungria et
al. (2013) apontam que pode haver um aumento médio de cerca 16,1% na produtividade de soja
em relagdo a testemunha, quanto esta recebe a coinoculacdo de Bradyrhizobium spp. e A.
brasilense. Enquanto que na inoculagcdo isolada Bradyrhizobium spp. o incremento de
produtividade pode chegar a 8,4%. No Brasil, o primeiro inoculante a base de Azospirillum spp.
foi registrado no ano de 2010 pela empresa Stoller do Brasil SA (Campinas, Sdo Paulo), e
continha 4. brasilense, com as cepas Abv5 e Abv6. Essas cepas ainda correspondem a 100%
dos inoculantes a base de Azospirillum brasilense comercializados no Brasil.

Outro género bacteriano de interesse agronomico € o Bacillus, que sdo bactérias gram-
positivas e apresentam vasta distribuicdo no ambiente. A formulacdo de inoculantes com cepas
de Bacillus spp. apresenta uma vantagem em relacao aos demais microrganismos, uma vez que
essas bactérias possuem a capacidade de formar estruturas de resisténcia, conhecidas como
endosporos. O que promove maior tolerdncia a condigdes estressantes do meio, tais como
variagdes de temperatura, pH e até mesmo contato com agrotoxicos (BAHADIR; LIAQAT;
ELTEM, 2018). A utilizacao de Bacillus spp. na promog¢ao do crescimento de plantas ocorre
através de uma série de mecanismos desencadeados por essas bactérias quando em contato com
a planta. Dentre eles, a capacidade de sintetizar hormonios que induzem o crescimento vegetal
(HASSAN, 2017), a secrecdo da enzima Il-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC)
desaminase, que acarreta na inibi¢do da sintese de etileno (YAISH; ANTONY; GLICK, 2015),
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a solubiliza¢do de minerais, como o fosforo, permitindo uma maior aquisi¢ao de nutrientes para
as plantas (BAHADIR; LIAQAT; ELTEM, 2018; ZHAO et al., 2011) e também a producdo de
compostos organicos volateis como acetoina, 2,3-butanodiol, albuterol e 1,3-propanodiol, que
atuam na regulacdo do metabolismo dos fitormodnios, tais como giberelina, citocininas, acido
abscisico (ABA) e acido indol-3-acético (IAA) (KANG et al., 2019; RATH; MITCHELL;
GOLD, 2018). A produgdo de fitormdnios pela planta auxilia na mitigacdo dos estresses
enfrentados, sendo que as giberelinas, auxinas e citocininas atuam na promog¢ao do crescimento
vegetal, enquanto que o acido abscisico age de forma a reduzir o impacto de estreses abidticos
(KOSOVA et al., 2012). Dessa forma, indugdo da produgdo de diferentes fitormonios pode
auxiliar na melhora da fisiologia da planta, bem como propiciar aumento da sua biomassa e,
por conseguinte, elevar o rendimento da cultura.

Ja as bactérias pertencentes ao género Pseudomonas sio microrganismos gram-
negativos, aerdbicos, que apresentam formato de bastonete e possuem flagelos polares que
garantem a sua motilidade. Essas bactérias possuem ampla distribui¢do nos solos da rizosfera
sendo capazes de sobreviver em diferentes ambientes (KUMAR et al., 2016). Além disso,
possuem rapido crescimento, uma vez que utilizam diferentes substratos organicos para
fomentar seu desenvolvimento. Isso resulta em maior facilidade na formulagao dessa bactéria
como bioinsumo, pois suporta melhor as diferentes condigdes de meio, contribuindo para a sua
comercializacdo (DORJEY; DOLKAR; SHARMA, 2017). A utilizacdo de Pseudomonas spp.
em lavouras de soja diz respeito ao seu potencial como solubilizador de fosfato (YADAV;
YADAV; VASHISTHA, 2016), na sua atuacdo como promotor de crescimento de plantas
(DAVID; CHANDRASEHAR; SELVAM, 2018) e também na sua acdo antifungica (TIAN et
al., 2017). Uma vez que atuam induzindo resisténcia sistémica nas plantas e também na
producdo de compostos antibidticos e sideroforos quelantes de ferro. Estudos in vitro de
Castaldi et al. (2021) apontaram que cepas de Pseudomonas fluorescens foram capazes de inibir
até 75% do crescimento de Macrophomina phaseolina, um importante patogeno de solo que
ataca a cultura da soja.

Os fungos também podem gerar ganhos quando presentes na biota do solo. Um
importante exemplo disso ¢ o género Trichoderma, que quando presente na rizosfera pode
auxiliar no promocgao do crescimento de plantas e na defesa do sistema radicular contra o ataque
de patogenos (MARTINEZ; INFANTE; REYES, 2013). Trichodema spp. também realiza a
sintese de fitormonios como etileno e auxina que tem acdo indireta no crescimento e defesa do
vegetal (HERMOSA et al., 2012). Além disso, algumas cepas possibilitam um maior

crescimento do sistema radicular, fazendo com que as raizes tenham acesso um maior volume
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de solo, e consequentemente a mais nutrientes e agua (CHAGAS et al., 2017). Esses
microrganismos podem ainda promover a solubilizagao de fosfato (BORGES CHAGAS et al.,
2015), deixando-o disponivel para ser absorvido pela planta. Contudo, a principal aplicacao de
Trichoderma spp. diz respeito a sua capacidade de parasitar uma grande variedade de fungos
patogénicos, sendo um eficaz biofungicida (ABBEY et al., 2019). Dentre os mecanismos
utilizados por Trichoderma spp que podem ser usados para controlar fitopatdégenos, tem-se a

antibiose, microparasitismo, competicao e inducao de resisténcia de plantas (CONSOLO et al.,

2012).

2.3 SOBREVIVENCIA DOS MICRORGANISMOS NO SOLO

A utilizacdo de microrganismos nos agroecossistemas apresenta uma série de beneficios
para as plantas, que se ddo através do estabelecimento de relacdes mutualistas. Os
microrganismos agem mitigando estresses abioticos e bidticos, atuando como biofertilizantes e
bioestimulantes (POVEDA; EUGUI, 2022). Contudo, apesar dos inumeros beneficios que cada
microrganismo apresenta, nem sempre seu uso associado acarreta em uma melhora nos
resultados. Isto porque eles se encontram em continua interacdo, apresentando relagdes de
simbiose, antagonismo, mutualismo e parasitismo entre as diferentes espécies (GOUDA et al.,
2018). Além disso, ao serem introduzidas no solo, esses microrganismos precisam ainda
encontrar espaco dentro da vasta heterogeneidade da rizosfera, competindo com a microbiota
nativa a fim de se estabelecer neste nicho. Dessa forma, a eficacia desse processo também
depende das caracteristicas do inoculante e da sua interacdo com o solo e com a planta
(CARDOZO et al., 2022). Uma vez que introdug@o de inoculantes nesse sistema pode acarretar
em competicdo com a biota ja existente, ndo ocorrendo os efeitos sinérgicos esperados
(TRABELSI; MHAMDI, 2013). Desse modo, a utilizagdo de inoculantes com elevado numero
de bactérias fisiologicamente ativas ¢ primordial, a fim de que esses microrganismos
introduzidos possam se estabelecer neste novo espaco de forma satisfatoria.

A sobrevivéncia e a manutencao das propriedades microbianas sdo imprescindiveis, pois
¢ somente desse modo que a bactéria vai conseguir infectar a planta e cumprir com o seu
objetivo. A qualidade de um inoculante diz respeito ao numero de células viaveis e com
atividade microbiologica capazes de realizar a funcao pretendida pela cepa no momento em que
vao para a prateleira (BASHAN et al., 2014). No Brasil, segundo a Instru¢do Normativa SDA
N° 13, de 24 de marco de 2011, a concentragdo minima para um produto a base de bactérias

fixadoras de nitrogénio para simbiose com leguminosas deve ser de 1,0x10° unidades
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formadoras de colénias (UFC) por grama ou mililitro de produto. Sendo que essa concentragao
deve ser mantida até a data do vencimento. Hungria et al. (2017) recomenda que se fornercga a
quantidade minima de 1,2 x 10° de células por semente de soja para Bradyrhizobium spp. para
que a planta consiga obter os beneficios da fixagao bioldgica do nitrogénio.

Outro fator importante para que o processo da infec¢ao da bactéria na planta seja bem-
sucedido ¢ a presenca de dgua no sistema. A umidade do solo é um dos fatores de maior
relevancia para as interagdes biogeoquimicas intermediadas pelos microrganismos na rizosfera.
Sendo vital para o estabelecimento da nodulacao e também para a exportagdo do nitrogénio
convertido pelos microrganismos diazotroficos para o resto da planta (KASPER et al., 2019).
A sobrevivéncia das bactérias inoculadas nas sementes de soja depende de uma série de fatores,
sendo que a restrigdo hidrica e temperaturas elevadas se mostraram as mais danosas
(CEREZINI et al., 2016). Estudos de Pinto et al. (2023) mostraram que a exposi¢ao de sementes
de soja inoculadas com cepas de Bradyrhizobium spp. na concentracio 5 x 10° UFC mL!
tiveram uma redugdo de pelo menos 50% na viabilidade das células bacterianas quando estas
foram expostas a um solo seco e temperaturas acima de 32 °C, por um periodo de 2h, sendo
que apos 12 dias, somente sobreviveram cerca de 1,5 x 10* células viaveis por semente.

Diversos estudos ja foram conduzidos a fim de melhorar o entendimento a respeito das
interacdes entre microrganismos, pois essas interrelacdes determinam a eficiéncia do processo
de coinoculacdo. A associagdo entre Trichoderma spp, € Bradyrhizobium japonicum via
semente ¢ um exemplo de combinagdo sinérgica, uma vez que resultou em um maior controle
do patogeno Phytophthora sojae e também promoveu o crescimento de plantulas (AYOUBI;
ZAFARI; MIRABOLFATHY, 2012). Além disso, a utiliza¢do de B. japonicum e A. brasilense
via sulco de semeadura, propiciou aumento nas variaveis nimero e massa de ndédulos e também
na produtividade da soja (BRACCINI et al., 2016). Sordi et al. (2017) ainda constataram que a
coinoculacdo com essas duas bactérias via semente resultou em aumento de cerca de 13% no
rendimento da cultura em relagdo a testemunha nao-inoculada. A interagdo entre isolados de
Trichoderma spp. e B. subtilis também resultou em ganhos nas variaveis altura da planta,
diametro do caule, nimero de folhas, area foliar e massa seca de raiz da soja aos 35 dias apds a
semeadura. Ademais, a associagcdo desses dois microrganismos fizeram com que houvesse um
aumento na populagio de B. subtilis na rizosfera, passando de 1x10'° UFC g! para 4,05x10"!
UFC g'! (MIFTAKHURROHMAT; SUTARMAN, 2021).

Contudo, algumas combinagdes entre microrganismos podem gerar efeitos antagonistas.
Como ¢ o caso da interagdo entre a bactéria Psedomonas spp. € o fungo Trichoderma spp. in

vitro (BIN; KNUDSEN; ESCHEN, 1991), sendo que neste estudo a primeira levou a uma
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inibicdo da esporulacdo e no crescimento micelar do fungo. Além disso, a combinagao entre
esses dois microrgamismos pode afetar a sua agdo como agentes de controle bioldgico uma vez
que alteram os niveis de expressao de algumas quitinases (SHIRZAD et al., 2012). Assim, se
faz necessario que se tenha uma compreensdo mais clara a respeito das interagdes entre os
diferentes microrganismos, a fim de que se possa determinar quais sdo as interacdes mais

benéficas a serem utilizadas a campo.

2.4 UTILIZACAO DE BACTERIAS NO CONTROLE DE DOENCAS

A necessidade de garantir a seguranga alimentar de uma populagdo de mais de oito
bilhdes de pessoas fez com que, por muitos anos, o uso de produtos sintéticos como fertilizantes
e defensivos quimicos fosse imprescindivel. Dados da FAO (Food and Agriculture Organization
of the United Nations, 2020) apontam que no ano de 2020 o Brasil utilizou 377.176 toneladas
de agrotoxicos, sendo que em conjunto com China e Estados Unidos, s3o os maiores
consumidores desses produtos no mundo. Apesar dos inumeros beneficios advindos do uso de
quimicos na agricultura, tem-se buscado a utilizacdo de opgdes mais ecoldgicas para o controle
de doencas e pragas, visando reduzir parcial ou totalmente o uso de agrotoxicos. Uma vez que
estes podem causar danos ao ambiente, tais como a degradagdo da satide humana, animal, do
solo, do ar e da 4gua (SHARMA; SINGHVI, 2017). Uma dessas solugdes verdes ¢ a utilizagao
de microrganismos com a finalidade de proteger a planta de forma direta ou indireta, sendo
estes agentes de controle denominados de biopesticidas (POVEDA; EUGUI, 2022). O mercado
de biopesticidas vem mostrando um crescimento gradual, sendo que nos ultimos anos
apresentou incremento de cerca de 10% ao ano (KUMAR; SINGH, 2015).

Dentre as diferentes categorias de biopesticidas, estdo aqueles que se originam a partir
de bactérias, fungos ou virus. A aceitagdo da utilizagdo desses compostos se da pela eficacia no
controle e também por apresentarem alta especificidade, tornando-se uma alternativa de baixo
impacto ambiental. J& que por possuirem a¢do multissitio reduzem o aparecimento de pragas
resistentes, além de nao deixarem residuos toxicos nas lavoura (KUMAR et al., 2021;
MISHRA; DUTTA; ARORA, 2020). Alguns dos principais géneros de bactérias utilizadas
como biopesticidas sdo Bacillus spp. (SAGAR et al., 2022) e Pseudomonas spp. (WELLER,
2007). A agdo antimicrobiana de bactérias do género Bacillus envolve diversos mecanismos de
acdo, tais como a formacdo de biofilme que protege a planta contra estresses ambientais,
oxidacao e toxinas (DINH et al., 2019). Também agem competindo por nutrientes e espago com

outros microrganismos fitopatogé€nicos, além de produzirem metabdlitos secundarios com agao
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antibidtica e antiflingica, tais como surfactina, iturina e fengicina (MNIF; GHRIBI, 2015).
Acredita-se que cerca de 5% do genoma de cepas de B. subtilis sejam especificas para a
codificagdao de moléculas com acao antimicrobiana (MEDEOT et al., 2020). Essas bactérias sao
caracterizadas pela formacao de estruturas de proteg¢do, os endosporos. O que permite uma
maior sobrevivéncia no meio, facilitando a sua comercializacdo. O género Pseudomonas
também age no controle de doencas através da antibiose, da secrecdo de metabolitos
secundarios, além de competi¢cdo por alimento e espaco (RAHMAN; BORAH; BORA, 2020).
Ademais, essas bactérias também produzem sideroforos quelantes de ferro, como pioverdina e
pseudobactina, que capturam o ferro disponivel impedindo que este seja aproveitado por outros
microrganismos (WELLER, 2007). Bactérias gram-negativas, como ¢ o caso das bactérias
pertencentes ao género Pseudomonas, possuem o sistema de secre¢do T6SS que permite a
injecdo de proteinas toxicas diretamente em células procaridticas ou eucaridticas adjacentes,
causando inibi¢do do crescimento e até a morte celular destas (BORRERO DE ACUNA;
BERNAL, 2021; MONJARAS FERIA; VALVANO, 2020).

Devido ao potencial uso de bactérias no controle de doencas, tem-se discutido a
possibilidade de realizar a aplicagdo destas em conjunto com agrotoxicos em calda de
pulverizacdo, para que se possa obter uma otimizagao de tempo e dos equipamentos disponiveis
nas propriedades. Ao realizar a aplicacdo conjunta de produtos, além da economia em mao de
obra e combustivel, também ¢ possivel realizar um maior controle de pragas e doengas,
mesclando diferentes modos de acgdo. Entretanto, ainda ndo se tem certeza se essas duas
ferramentas podem ser utilizadas de forma simultanea. Os microrganismos quando submetidos
a acdo de agrotoxicos, podem apresentar mudangas no seu metabolismo, como a reducao do
tamanho das colonias formadas e da atividade da enzima nitrogenase (RODRIGUES et al.,
2020). Em condi¢des de campo se tem ainda menos respostas para este questionamento, mas
sabe-se que o grau de compatibilidade com os agrotoxicos depende do principio ativo,
formulacao, doses, tempo de contato com as células e pode variar com a espécie ou cepa
bacteriana (SANTOS et al., 2021). O entendimento entre as interagdes entre 0s microrganismos
e o grau de compatibilidade com os agrotdxicos ainda € pouco conhecido. Dessa forma, se

fazem necessarios mais estudos que visem atentar a esta demanda.
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3. OPCOES DE USO DE MICRORGANISMOS NA PROMOGAO DO CRESCIMENTO
E NO MANEJO DE DOENCAS DE SOJA

AUTOR: Eduarda Spagnol Bronzatto
ORIENTADOR: Thomas Newton Martin

RESUMO

A utilizagdo de microrganismos na cultura da soja ¢ uma opc¢ao para a realizacdo de uma
agricultura mais sustentavel, uma vez que estes podem atuar na promog¢ao do crescimento
das plantas e também no controle de doencas causando um baixo impacto ambiental. Dessa
forma, objetivou-se com essa pesquisa estudar a possibilidade de coinoculacdo de
microrganismos em sulco de semeadura da soja e também diferentes op¢des de manejo no
controle de doengas utilizando produtos quimicos e biologicos e mistura de ambos. Foram
realizados trés experimentos, o primeiro € o terceiro experimento seguiram o delineamento
de blocos ao acaso e foram realizados a campo, enquanto que o segundo experimento foi
realizado em laboratorio seguindo o delineamento inteiramente casualizado. No primeiro
experimento avaliou-se parametros agrondmicos da cultura da soja com a aplicagdo de
microrganismos em sulco de semeadura, sendo eles Bradyrhizobium japonicum, Azospirillum
brasilense , Pseudomonas fluorescens e Trichoderma asperelloides; o segundo experimento,
realizado em laboratorio, avaliou a sobrevivéncia de Bacillus subtilis ¢ Pseudomonas
fluorescens quando em contato com fungicidas recomendados para a cultura da soja; o
terceiro experimento avaliou a resposta da cultura a diferentes manejos de controle de
doencas foliares utilizando produtos quimicos e as bactérias B. subtilis e P. fluorescens, e
mistura de ambos em calda de pulverizagdo. As variaveis avaliadas no primeiro experimento
foram: nimero de nodulos, massa seca dos nodulos, area superficial das raizes, volume e
comprimento das raizes, produtividade de graos, massa de mil graos e percentual de cobertura
do solo. No segundo experimento a varidvel analisada foi a sobrevivéncia das bactérias,
realizada a partir da contagem de unidades formadoras de coldnia; no terceiro experimento
foram avaliados percentual de incidéncia de antracnose nos peciolos, percentual de desfolha,
produtividade de graos e massa de mil grios. A utilizagdo de microrganismos em sulco de
semeadura nas condigdes de restricdo hidrica nao afetou a variavel produtividade de graos.
J& sobrevivéncia das bactérias B. subtilis e P. fluorescens foi influenciada pelo principio ativo
utilizado. Todavia, as duas bactérias apresentaram eficacia no controle de antracnose da soja,
sendo sua utiliza¢ao recomendada no manejo de doengas da soja.

PALAVRAS-CHAVE: Controle bioldgico. Glycine max L. Bactérias promotoras do
crescimento.
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ABSTRACT

OPTIONS FOR THE USE OF MICROORGANISMS IN GROWTH PROMOTION
AND MANAGEMENT OF SOYBEAN DISEASES

AUTHOR: Eduarda Spagnol Bronzatto
ADVISOR: Thomas Newton Martin

The use of microorganisms in soybean cultivation is an option for achieving more sustainable
agriculture, as they can promote plant growth and also control diseases that cause a low envi-
ronmental impact. Therefore, the objective of this research was to study the possibility of
coinoculating microorganisms in the furrow of soybean seeds and also different management
options for disease control using chemical and biological products and a mixture of both. Three
experiments were carried out, the first and third experiments followed a randomized block de-
sign and were carried out in the field, while the second experiment was carried out in the labor-
atory following a completely randomized design. In the first experiment, agronomic interven-
tions in soybean cultivation were evaluated with the application of microorganisms in the seed
furrow, including Bradyrhizobium japonicum, Azospirillum brasilense and Pseudomonas fluo-
rescens and the fungus Trichoderma asperelloides; the second experiment, carried out in the
laboratory, evaluated the survival of Bacillus subtilis and Pseudomonas fluorescens when in
contact with fungicides recommended for soybean crops; the third experiment evaluated the
crop's response to different foliar disease control treatments using chemicals and the bacteria
B. subtilis and P. fluorescens, and a mixture of both in spray mixture. The evaluations evaluated
in the first experiment were: number of nodules, dry mass of nodules, surface area of roots,
volume and length of roots, grain productivity, mass of one thousand grains and percentage of
soil cover. In the second experiment, the variable proved the survival of bacteria, carried out by
counting colony-forming units; In the third experiment, percentage incidence of anthracnose in
pieces, percentage of defoliation, grain productivity and mass of one thousand grains were eval-
uated. The use of microorganisms in sowing furrows under water restriction conditions did not
affect the variable grain productivity. The survival of the bacteria B. subtilis and P. fluorescens
was influenced by the active ingredient used. However, both bacteria are effective in controlling
soybean anthracnose, and their use is recommended in the management of soybean diseases..

Keywords: Biological control. Glycine max L. Growth promoting bacteria.
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4 INTRODUCAO

A massiva utilizagdo de defensivos agricolas e de fertilizantes minerais, acarretou em
perdas de matéria organica do solo, bem como poluicao de solos e dgua, através de processos
como acidificigao e salinizacdo, além de empobrecimento da biodiversidade natural da rizosfera
(KOPITTKE et al., 2019). Além disso, os agrotoxicos quando usados de maneira intensiva
podem estimular adaptacdes dos organismos aos seus principios ativos, causando problemas de
resisténcia (HAWKINS et al., 2019). Alguns agrotoxicos possuem longos periodos residuais
apods a sua aplicagdo, podendo contamiar o ambiente e/ou inviabilizar cultivos subsequentes
(ZHICHKINA et al., 2020). Todavia, o emprego dessas praticas agricolas ¢ recorrente na
maioria das propriedades rurais. Sendo necessdrias estratégias de manejo com foco na
preservacao do ecossistema natural dos solos, priorizando solugdes de baixo impacto ambiental.
Dessa forma, a ecologia da populagdo microbiana junto as sementes devem fomentar o aumento
da heterogeneidade de microrganismos benéficos em relagdo aos patogénicos.

Uma dessas ferramentas que integra questdes ambientais e econdmicas € o emprego de
bioinsumos, que sdo produtos formulados a partir de microrganismos ou compostos derivados
destes que podem ser utilizados como promotores do crescimento, auxiliar na obtencdo de
nutrientes do solo e controlar pragas e doencas (CALVO; NELSON; KLOEPPER, 2014). A
utilizagdo de microrganismos na agricultura ja estd presente a muitas décadas, contribuindo
para mitigar os estresses bidticos e abidticos de plantas, bem como aumentar a produtividade
de culturas. O mercado de bionsimos vem se desenvolvendo nos ultimos anos, evidenciando a
busca crescente por solugdes de baixo impacto ambiental MORALES-GARCIA et al., 2019).

A adicdo exdgena de microrganismos visa a modulacdo da microbiota do solo,
estimulando o estabelecimento de relagdes benéficas para as plantas (KAUL et al., 2021). De
modo geral, os microrganismos podem ser utilizados de duas formas na melhoria do rendimento
das culturas. Uma dessas vias ¢ através da aplicacdo deles no solo visando a promoc¢ao do
crescimento vegetal, utilizando diferentes mecanismos que vao garantir um maior aporte de
nutrientes para as plantas. A inoculacao de cepas de Bradyrhizobium spp. em soja ¢ um exemplo
de relagdo simbidtica e sustentavel do uso de microrganismos. Uma vez que essa associagao
possibilita a realizacdo da fixagdo biologica do nitrogé€nio, e garante o fornecimento desse
nutriente para que a planta obtenha elevadas produtividades, sem a necessidade de outras fontes
de nitrogénio (VANLAUWE et al., 2019). Outros microrganismos também vém sendo
empregados em coinoculagdo, como ¢ o caso de Azospirillum spp., Pseudomonas spp. e

Trichoderma spp. Estes atuam de forma direta e indireta na promogao crescimento de plantas,
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por meio de mecanismos como a solubilizacdo de fosfato, producdo de sideréforos e de
fitormdnios, bem como a indugao de resisténcia sistémica em plantas (MAHANTY etal., 2017).

Outra forma de uso de bactérias na agricultura se da pela da aplicagdo foliar desses
microrganismos com o objetivo de proteger a planta contra o ataque de patogenos. A utilizacao
dos biopesticidas no controle de doencas ocorre devido a diversos mecanismos de a¢do diretos
e indiretos atribuidos a estes microrganismos. Dentre eles pode-se citar a producido de
metabolitos secundarios com fungdo antibidtica ou tdxica, secrecdo de enzimas que causam
degradacao da parede celular de organismos indesejados € também a inducao da resisténcia
sistémica em plantas (XIANG; LAWRENCE; DONALD, 2018). A eficiacia do controle
bioldgico pode ser equiparada a dos produtos quimicos, sendo que em certas condi¢des chega
a ser superior (CUI et al., 2022). O que faz com que possam ser empregados em estratégias de
manejo, em rotacdo com agrotoxicos, a fim de retardar problemas como o desenvolvimento de
resténcia de patogenos. Ademais os bioinsumos trazem consigo a vantagem de serem pouco
toxicos, terem alta especificidade contra patdogenos, além de rapida decomposi¢ao do meio, nao
tendo problemas com emissdo de poluentes (ABDOLLAHDOKHT et al., 2022). Dentre as
bactérias com maiores potenciais de uso no biocontrole de doencas de plantas, tem-se as
pertencentes aos géneros Bacillus e Pseudomonas. Isto porque apresentam rapido crescimento
com elevada capacidade de colonizag¢do, uma vez que utilizam rizodeposicao como fonte de
alimento, além de possuirem diversos mecanismos de agdo para o controle de doencas
(HOFTE; ALTIER, 2010).

Apesar do grande potencial que os microrganismos possuem na melhoria das varidveis
agrondmicas € no controle de doencas em plantas, a sua utilizagdo combinada em sulco de
semeadura e em associacao com fungicidas em mistura de calda pode ser melhor esclarecida.
Os microrganismos estdo em constante intera¢gdo com meio e entre si, fazendo com que sua
sobrevivéncia possa ser afetada. Dessa forma, objetivou-se com esse trabalho avaliar a
inoculagdo e a coinoculacdo em sulco de semeadura com os seguintes microrganismos:
Bradyrhizobium japonicum, Azospirillum brasilense, Pseudomonas fluorescens e Trichoderma
asperelloides. Bem como, analisar a compatibilidade de Bacillus subtilis e Pseudomonas
fluorescens quando misturadas com fungicidas, observando as respostas a op¢des de manejo
quimico e bioldgico na incidéncia de antracnose (Colletotrichum truncatum) e na produtividade

de graos da soja.

5 MATERIAL E METODOS
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5.1 PRIMEIRO EXPERIMENTO: MICRORGANISMOS EM SULCO DE SEMEADURA

O experimento foi realizado durante os anos safras 2021/2022 e 2022/2023 na area
didatico-experimental pertencente ao departamento de Fitotecnia do Centro de Ciéncias Rurais
da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), na cidade de Santa Maria, Rio Grande do
Sul, localizada a 29° 72' de latitude sul, 53° 73' de longitude oeste, a 116 metros de altitude. De
acordo com o Sistema Brasileiro de Classifica¢ao de Solos, o solo da regido ¢ classificado como
Argissolo Vermelho Distréfico arénico (SANTOS et al., 2018), enquanto que o clima, segundo
a classificacdo de Koppen ¢é pertencente ao tipo Cfa, ou seja, subtropical de clima temperado
chuvoso (ALVARES et al., 2013), com média de 1688 mm de precipitacdo ao ano. A primeira
safra foi semeada no dia 28 de outubro de 2021 ¢ a segunda no dia 04 de novembro de 2022. A
cultivar de soja utilizada foi a DM 5958 IPRO, de GMR 5.8 e tipo de crescimento
indeterminado, com alto potencial de ramificacdo e resistente a0 acamamento, com massa de
mil sementes de 172g. O espacamento entre fileiras foi de 0,45 m com 15 plantas por metro
linear, totalizando uma densidade de semeadura de 333.000 plantas ha™'. A adubag¢io com o
fertilizante NPK em ambos os anos foi realizada através de semeadora-adubadora. No primeiro
ano foi utilizada a dose de 350 kg ha™! do adubo na formulagdo 00-20-30. Na segunda safra
foram aplicados 320 kg ha! de fertilizante na formulagio 0-28-20, conforme recomendacio
técnica para a cultura da soja seguindo os dados proveniente de andlise de solo realizada
previamente na area (Tabela 1). O manejo de pragas, doencas e plantas daninhas foi realizado
conforme a necessidade.

A area onde os experimentos foram realizados apresenta um histério de inoculagdo com
a bactéria Bradyrhizobium japonicum hé pelo menos quatro safras. Sendo que dessa forma,

pode-se inferir que essa espécie ja esteja presente no solo.



Tabela 1- Andlise fisico-quimicas do solo da area experimental. Santa Maria, RS, 2021 e 2022.
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2021
—————— cmol/dm? - Saturagdo (%) m/v mg/dm?----
Ar-
pH CTC MO P-
Ca Mg Al gila S ) Cu Zn B
agua efetiva (%) Mehich
(%)
0-10 55 7,1 33 0,0 10,8 2,5 23,0 20,1 23,0 156 096 148 0,58
10-20 46 40 21 1,5 7,7 1,7 29,0 14,3 7,5 52 1,61 055 0,52
2022
cmol/dm Saturacdo (%) m/v mg/dm
Ar- P-
pH CTC MO )
Ca Mg Al gila S Me- Cu Zn B
agua efetiva (%) .
(%) hich
0-10 60 6,6 33 00 10,2 23 240 4,0 205 1,17 1,18 0,34
10-20 51 50 26 03 8,1 2,1 31,0 83 8,4 1,22 0,85 0,23

Fonte: Laboratdrio de Fisica de Solos, Departamento de Solos (UFSM)

O experimento seguiu o delineamento blocos ao acaso com 4 repeti¢des, tendo parcelas

de 7,75m de comprimento e 2,25m de largura, com cinco fileiras, totalizando uma area de 17,4

m? por parcela. A distribuicdo dos tratamentos esta apresentada na Tabela 2. A aplicagdo dos

microrganismos foi realizada via sulco de semeadura com auxilio de equipamento acoplado a

semeadora, utilizando volume de calda de S50L ha'. Os microrganismos utilizados foram:

Bradyrhizobium japonicum cepa SEMIA 586 (4x10'° UFC/mL™"), Azospirillum brasilense cepa
ATCC29145 (1x10° UFC/mL™), Trichoderma asperelloides cepa MMBF 9417 (1x10'° UFC/g"
1Y e Pseudomonas fluorescens cepa ATCC13525 (3x10° UFC/mL™). A dosagem utilizada foi de

2 litros por hectare para B. japonicum, 0,5g para T. asperelloides, 0,6L de A. brasilense e 1L

para P. fluorescens.

Tabela 2- Tratamentos aplicados em sulco de semeadura. UFSM, Santa Maria (RS), 2021/2022 e 2022/2023.

TRATAMENTOS
T1 Testemunha (sem aplicacao)
T2 Bradyrhizobium japonicum (Bj)
T3 A. brasilense + B. japonicum + T. asperelloides (Ab+Bj+Ta)
T4 A. brasilense + B. japonicum + T. asperelloides + P. fluorescens (Ab+Bj+Ta+Pf)
T5 B. japonicum + T. asperelloides (Bj+Ta)
T6 B. japonicum + T. asperelloides + P. fluorescens (Bj+Ta+Pf)

T7 T. asperelloides + P. fluorescens (Ta+Pf)
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Fonte: Autor (2023)

Os dois anos em que os experimentos foram realizados se caracterizaram pelo baixo
volume de chuvas. O que pode ser observado pelo intenso déficit hidrico apresentados na Figura

1 e Figura 2.

Figura 1- Grafio do balango hidrico e das temperaturas médias durante a safra 2021/22. As setas indicam
respectivamente semeadura, florescimento (R1) e colheita.
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Fonte: (INMET, 2022)

Figura 2- Grafio do balango hidrico e das temperaturas médias durante a safra 2022/23. As setas indicam
respectivamente semeadura, florescimento (R1) e colheita.
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Durante o estadio fenologico R2 (floragdo plena: maioria dos racemos com flores
abertas - escala de Fehr e Caviness, 1977), foram coletadas aleatoriamente plantas inteiras por
unidade experimental a fim de se determinar variaveis radiculares. Com o auxilio de uma pa de
corte foi coletado um volume de 20x20x20 cm de solo para que se pudesse remover a planta
preservando o sistema radicular. ApOs esse processo, parte aérea e sistema radicular foram
separados, as raizes lavadas e os nddulos destacados, sendo estes contabilizados a fim de se
obter o nimero de nodulos (NN). Os nddulos passam novamente por uma lavagem e entao
foram submetidos a estufa de circulacao forcada de ar a 60°C até atingirem massa constante, e
logo ap6s foram pesados em balanca de precisdo de 0,001g para obtengdo da massa seca de
nédulos por planta (MSN, g planta™). Na primeira safra (2021/22) foram coletadas trés plantas
por parcela, enquando que na segunda safra (2022/23) o niimero de plantas utilizadas foi de
cinco. Esse fato se deu afim de que se pudesse obter maior representatividade experimental.

As raizes remanescentes desse processo foram submetidas ao Scaner EPSON
Expression 11000 que ¢ equipado com luz adicional, que permite uma varredura em 600 dpi, o
que possibilita que sejam estimadas as varidveis area superficial (ASR, cm?), volume (VR, cm?)
e comprimento total das raizes (CR, cm). As imagens obtidas foram processadas pelo software
WinRhizo© Pro 2013 (Regent intruments, Quebec, Canada).

O percentual de cobertura do solo (PC, %) foi mensurado durante os estagios
fenologicos V4 (terceira folha trifolioada completamente aberta — escala de Fehr e Caviness,
1977) e V8 (sétima folha trifolioada completamente aberta — escala de Fehr e Caviness, 1977).
Foram feitas trés imagens obtidas a partir de um aparelho celular de cerca de 1,30m de altura
da fileira central de cada parcela, que foram processadas pelo aplicativo CANOPEO
(PATRIGNANI; OCHSNER, 2015). .

A colheita foi realizada quando a planta atingiu a maturacdo completa (estadio
fenoldgico R8-— escala de FEHR; CAVINESS (1977). Foram colhidas e trilhadas as plantas
pertencentes as trés linhas centrais de cada parcela, totalizando 6,75m?, a fim de se determinar
a produtividade de grios (PG, kg ha™!). Os grios oriundos dessa amostra foram pesados em
balanga analitica, tendo seu peso sido corrigido com o desconto da umidade, mantendo o padrao
de 13%. Foram separados 8 lotes com 100 graos cada provenientes, essas amostras foram
pesadas, a média desses valores foi calculada e multiplicada por 10, a fim de obter a massa de

1000 graos (MMGQG, g).

52 SEGUNDO EXPERIMENTO: COMPATIBILIDADE ENTRE BACTERIAS E
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FUNGICIDAS IN VITRO

O experimento foi realizado no laboratério Multibac, localizado na area didatico-
experimental do Grupo Coxilha na Universidade Federal de Santa Maria. Com a finalidade de
observar in vitro a sobrevivéncia das bactérias Pseudomonas fluorensces ¢ Bacillus subtilis
quando em contato direto com diferentes fungicidas. Os tratamentos consistiam na mistura de
um fungicida e uma bactéria e seguiram o delineamento inteiramente casualizado com trés
repeticdes, sendo descritos na Tabela 3. As bactérias foram utilizadas na dose de 1L, sendo elas
Pseudomonas fluorensces cepa ATCC 13525 na concentragio 1,1x10% UFC/ mL™! e Bacillus
subtilis cepa ATCC 6051 na concentragdo 1,2x10® UFC mL!. Os fungicidas testados foram
produtos  comerciais  formulados com  os  seguintes  ingredientes  ativos
picoxistrobina+ciproconazol (300 mL ha™!), trifloxistrobina+protioconazol (500 mL ha™'),
mancozebe (3kg ha'), difeconazol (300mL ha '), carbedazim (500mL ha!),
picoxistrobina+benzovindiflupir (600 mL ha™'), e impirfluxam-+tebuconazol (750 mL ha™').

A varidvel observada foi a sobrevivéncia das bactérias, obtida através da quantificagdo
do ntimero de unidades de coldnia por mililitro de produto (UFC/mL™). Para isto, foi utilizando
o método da diluicao seriada. Dessa forma, o primeiro passo foi a obtencao da solugdo estoque,
que consistia em uma simula¢do de uma mistura de calda, adicionando a bactéria, o fungicida
e dgua deionizada em um recipiente de modo a formar um volume de 100mL de calda. Essa
solucao foi homogeneizada e apds transcorrido uma hora, retirou-se uma aliquota de 1000uL
dessa amostra com o auxilio de uma pipeta. Esse volume foi transferido para um tubo de ensaio
previamente preenchido com 9 ml de solug¢do salina. Este primeiro tubo correspondia a
concentragdo 107!, O tubo de ensaio foi agitado por 10 segundos com o auxilio de agitador
vortex e entdo foi retirada uma segunda amostra de 1000 pL e depositada no tubo de ensaio
subsequente. O processo foi repetido sucessivamente até que se obtivesse diluicdes até a ordem
de 10®. Com o auxilio de uma pipeta foram retiradas de cada uma dessas diluigdes amostras de
100puL, que foram depositadas em placas de petri de 8,0 cm de didmetro contendo meio de
cultura agar nutriente ja solidificado. Com o auxilio de um bastdo de vidro (alga de Drigalski),
a amostra foi espalhada de forma homogénea sobre a superficie da placa. Apos o processo de
inoculagdo, as placas foram vedadas com pléstico filme e acondicionadas em camaras de
germinacgdo (B.0.D.), com temperatura regulada em (30 + 2°C), umidade relativa de 70 + 10%
e fotoperiodo de 12h de luz e 12h de escuro. A avaliagdo do crescimento de cada microrganismo
foi feita a cada 24h, através da contagem de colonias crescidas em cada planca. O crescimento

foi monitorado até que se teve uma estabiliza¢do no nimero de coldnias formadas.
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Tabela 3- Distribuicdo dos tratamentos do segundo experimento- compatibilidade entre bactérias e fungicidas in
vitro.

Ordem TRATAMENTOS

Bactéria + agua
Bactéria + picoxistrobina + ciproconazol
Bactéria + trifloxistrobina + protioconazol
Bactéria + mancozebe
Bactéria + difenoconazol
Bactéria + carbendazim

Bactéria + picoxistrobina + benzovindiflupir

0 9 N N kW N =

Bactéria + impirfluxam + tebuconazol

Fonte: Autor (2023)

5.3 TERCEIRO EXPERIMENTO: MANEJO DE DOENCAS EM SOJA UTILIZANDO
CONTROLE QUIMICO E BIOLOGICO

Os experimentos foram conduzidos na area didatico-experimental do departamento de
fitotecnia da Universidade Federal de Santa Maria, localizada na cidade de Santa Maria RS,
Brasil (29°42'59,6"S, 53°43'30,3"W) durante a safra 2022/2023. O solo dessa regido ¢
classificado como Vermelho Distréfico Arénico e o clima ¢ descrito como pertencente ao tipo
Cfa (ALVARES, 2013). A cultivar DM 5958 IPRO foi semeada no dia 04 de novembro de 2022
em fileiras espagadas de 0,45 m com densidade de 300.000 plantas ha'. A adubagdo foi
realizada pela semeadora-adubadora com 320kg ha! do fertilizante NPK (0-28-20). As
sementes foram tratadas com clorantraniliprole (100ml ha™'), metalaxil-M + fludioxonil
(100mL ha™') e tiametoxam (200mL ha™!). Em sulco de semeadura, realizou-se a inocul¢iio com
Azospirillum brasilense (600mL ha™) e Bradyrhizobium japonicum (2000 mL ha'). Antes da
semeadura o manejo de plantas daninhas foi feito através da pulverizagdo de glufosinato-sal de
amonio, na dose de 1,5 kg ha™!. Apos a semeadura foi aplicado diquate + monoetilenoglicol na
dose de 2L ha™!. Conforme a necessidade, foi realizado o controle quimico de insetos.

Nesse experimento foram testados manejos para o controle de doencas da soja,
envolvendo ferramentas quimicas e bioldgicas e a mistura de ambas em calda de pulverizagao.

Os tratamentos estao descritos na Tabela 4. As aplicagdes foliares foram realizadas no final da
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tarde, em espacos de 20 dias, utilizando pulverizador costal elétrico da marca Lynus com barra
acoplada de quatro pontas, o bico utilizado foi o tipo cone cheio, com volume de 100L ha™.
Foram utilizados dois fungicidas sist€émicos indicados para o controle de doencas foliares nas
sojas, sendo eles fungicida 1 (trifloxistrobina + protioconazol), na dose de 500 mL ha' e
fungicida 2 (picoxistrobina + ciproconazol), na dose de 300 mL ha!. As bactéris utilizadas
foram Bacillus subtilis cepa ATCC 6051, na concentragdo 2x10'° UFC mL™! e Pseudomonas

fluorensces, cepa ATCC 13525 na concentragio de 2x10'° UFC mL™.

Tabela 4- Distribuigdo dos tratamentos do terceiro experimento - manejo de doengas em soja utilizando controle
quimico e bioldgico.

Tratamentos 1? aplicacao 2% aplicacao 3* aplicacao 4* aplicacao
(24 DAE) (46 DAE) (66 DAE) (100 DAE)

T1 B B B B
T2 B + T+P B + T+P B+ P+C B +P+C
T3 T+P,3diasB  T+P, 3 dias B P+C; 3 dias B P+C; 3 dias B
T4 T+P T+P P+C P+C
T5 B T+P P+C P+C
T6 B B P+C P+C
T7 B B B P+C
T8 B T+P B P+C

B (Bactéria); T+P (Trifloxistrobina + Protioconazol); P+C (Picoxistrobina + Ciproconazol)
Fonte: Autor (2023)

No estagio fenologico R5.5 (FEHR; CAVINESS, 1977) quando constatada a presenca
de sintomas de Colletotrichum truncatum, fungo causador da antracnose, no experimento
realizou-se a avalia¢do da incidéncia dessa doenga nos peciolos da planta de soja. Para isto,
foram coletas cinco plantas por parcela, sendo que em cada uma dessas plantas realizou-se a
contagem do numero total de peciolos e do nlimero de peciolos doentes. Para a estimativa do
percentual de incidéncia de antracnose nos peciolos, foi realizada a divisdo do nimero de
peciolos com sintoma (PD) pelo nimero de peciolos totais (PT). Para a avaliagdo do percentual
de desfolha, foram contabilizados o nimero total de nos da planta (NTN), e o nimero de folhas
(NF) sendo esses valores transformados em porcentagem através da divisdo do NF/NTN
(PESQUEIRA; BACCHI; GAVASSONI, 2016).

Para a quantificagio dos pardmetros produtivos foi realizada a colheita de 6,75m? de
cada unidade experimental quando a planta atingiu a maturagdo completa (estadio fenologico
R8 (FEHR; CAVINESS, 1977). As plantas oriundas dessa amostra foram trilhadas e os graos

proveniente foram pesados em balanga analitica, e sendo esse valor corrigido para 13% de
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umidade. Posteriormente, foram retiradas 8 amostras com 100 grios cada, essa amostra foi

pesada e a média encontrada foi utilizada a fim de se obter a massa de 1000 graos.

5.4 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada através de estatisticas de posi¢cdo e dispersao, e
submetidas a analises de variancia a 5% de probabilidade de erro (teste F). Para os efeitos
significativos foram feitas as andlises separacdo das médias pelo método de agrupamentos de

Scott-Knott a 5% de probabilidade de erro através do software R (R CORE TEAM, 2020).
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6 RESULTADO E DISCUSSOES

Segundo o Instituto Nacional de Metereologia (INMET, 2022), as safras 2021/22 e
2022/23 foram marcadas pela presenca do evento climatico La Nina, causado pelo resfriamento
das aguas do oceano Pacifico. Na regido sul do Brasil, onde o experimento foi instalado, a
ocorréncia desse fenomeno ¢ caracterizada pela reducdo na precipitagdo (ROPELEWSKI;
HALPERT, 1989). A normal climatologica para os meses de outubro a marco para a cidade de
Santa Maria (RS), corresponde a um volume de chuvas de 981 mm (ECMWF, 2023). Contudo,
para o mesmo periodo durante a safra 2021/22, o volume total de chuvas foi de 645,8 mm,
enquanto que para a segunda safra (2022/23) o total acumulado foi de 429,3 mm (INMET,
2022).

6.1 PRIMEIRO EXPERIMENTO: MICRORGANISMOS EM SULCO DE
SEMEADURA. SAFRAS 2021/22 E 2022/23.

Na primeira safra (safra 2021/22) houve efeito significativo para as varidveis numero de
noédulos, volume e comprimento de raizes e massa de mil graos. Ja na segunda safra (2022/23),
as variaveis comprimento das raizes e percentual de cobertura do solo no estigio V4

apresentaram diferengas estatisticas.

Tabela 5- Resumo da analise de varidncia com os quadrados médios para as variaveis: nimero de nddulos (NN),
massa de nodulos (MN, g), 4rea superficial das raizes (ASR, cm?), volume das raizes (VR, cm?), comprimento
das raizes (CR, cm), percentual de cobertura do solo no estagio V4 (PCV4, %) e no estagio V8 (PCVs, %),
produtividade de graos (PG, kg ha'') e massa de mil graos (MMG, g).

2021/2022
FV GL NN MN ASR VR CR GL PCV, PCV; PG MMG
Tratamento 6 356,60 0,005 201135 0,26 103195 847 39,00 23586 562,97
(0,00)* 023" (0,05)" (0,03)* (0,00)* 6 (0,500  (0,12)" (0,83)™  (0,00)*
Bloco 2 148,04 0,003 89,78 0,02 20048 99,81 3401 50458 49,34
(O,11 (0,40  (0,87)" (0,75) (045 3 (0,00%  (0,200* (0,42y"  (0,03)*
Média 50,05 0,19 191,50 2,30 1146,27 42,74 7478 217896 163,54
CV (%) 15,01 29,47 13,58 12,09 13,23 7,11 5,97 10,48 2,24
2022/2023
Tratamento 6 202,08 0,002 5589,1 1,22 109291 4737 1623 166556 79,72
0,32y  (0,56)™  (0,23) (0,82)™ (0,00)* (0,000 (0,56  (0,07) (0,34
Bloco 3 479,01 0,009 150282 12,51 28128 61,65 17,07 267304 18,10
(0,05)* (0,06)" (0,02)* (0,01)* (0,25) (0,00)* 047y (0,02)*  (0,84)™
Média 55,18 0,25 239,79 6,04 738,89 43,97 66,08 347482 18524

geral
CV (%) 22,95 22,84 25,39 26,95 18,59 6,35 6,71 7,68 4,39
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* e ns, significativo a 5% e ndo significativo respectivamente, pelo teste F; FV: fonte de variagao

Fonte: Autor (2023)

A coinoculagdo com microrganismos em soja visa a obtencdo de beneficios para a
planta, otimizando os processos microbianos e fazendo com que a planta utilize de forma mais
eficiente os recursos da rizosfera. A utilizagdo de bactérias promotoras do crescimento de
plantas (Azospirillum brasilense e Pseudomonas fluorescens), de bactérias diazotroficas
(Bradyrhizobium japonicum) e de fungos entomopatogénicos (7richoderma asperelloides),
atendem esses objetivos. Uma das relagdes simbidticas de maior sucesso na natureza ¢ a
interagdo entre leguminosas e estirpes de Bradyrhizobium spp. Quando a infec¢cdo ocorre de
maneira bem-sucedida, € possivel observar nas raizes da soja pequenas deformagdes, que sao
estruturas conhecidas por noédulos. No seu interior ¢ onde ocorrer o processo de fixagao
bioldgica do nitrogénio. De acordo com Hungria; Campo; Mendes (2007) para que uma planta
seja considerada bem nodulada e apta a fornecer todo o nitrogénio necessario para a realizagao
dos seus processos fisiologicos ela deve possuir de 15 a 30 nddulos, valores estes inferiores aos
encontrados nos dois anos de experimento (

Tabela 6). Na primeira safra (2021/22) houve incrementos de cerca de 18 nodulos para o
tratamento T4 (Bj + Ta + Ab + Pf), e de 16 nddulos no T7 (Ta + Pf), em relacdo a testemunha
nao inoculada. A elevada nodulagao em todos os tratamentos, inclusive naqueles sem a presenca
de B. japonicum reforca os dados encontrados por Hungria et al (2007) que apontam que em
solos com histdrico de inoculagdo frequente, o que € o caso da area utilizada, a populacao de
Bradyrhizobium spp. tende a se manter elevada, permitindo que ocorra a nodulacdo em niveis
adequados. A comunidade de Bradyrhizobium spp. pode chegar a 10° bactérias por grama de

solo em 4reas onde o processo de inoculagdo ¢ recorrente (HUNGRIA; MENDES, 2015).

Tabela 6- Ntmero de nédulos (NN), massa de noédulos (MN, g), area superficial das raizes (ASR, cm?), volume
das raizes (VR, cm?), comprimento das raizes (CR, cm), percentual de cobertura do solo V4 (PCV4, %) € em Vg

(PCVs, %), produtividade de grios (PG, kg ha!) e massa de mil grios (MMG, g).

NN MN ASR VR CR PCV4 PCVy PG MMG
2021/2022

Sem inoculagio 4722 b 0,19 168,91 248a 91525b 42,79 74,70 2069,92 159,59 ¢
Bj 45,44 b 0,25 205,10 2,56a 1309,56 a 41,31 75,55 2249,55 161,28 ¢
Ab + Bj +Ta 49,66 b 0,19 193,29 245a 1355,75 a 43,63 75,13 2148,17 177,34 a
Ab + Bj +Ta +Pf 653 a 0,15 143,70 1,74 b 941,63 b 41,26 72,16 2278,62 140,61 d
Bj+Ta 3422b 0,13 205,85 236a 1216,18 a 41,35 72,11 2168,30 165,49 b
Bj +Ta +Pf 45,22b 0,21 210,15 22la 113922 a 44,55 72,74 2229,56 172,87 a

Ta +Pf 63,33 a 0,22 213,52 2,63a 1350,24 a 44,31 81,07 2108,61 167,62 b
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2022/2023
Sem inoculagdo 41,66 0,22 283,74 6,86 844,15a 48,20a 69,50 3820,43 185,04
Bj 57,95 0,26 218,96 5,65 683,58 b 41,31b 63,70 3459,12 192,72
Ab + Bj +Ta 49,90 0,22 204,23 5,60 759,56 a 44,13 b 64,77 3357,22 184,79
Ab + Bj +Ta +Pf 57,70 0,24 189,38 5,52 518,93 b 48,62 a 66,75 3479,05 185,02
Bj +Ta 57,90 0,28 279,07 5,81 845,73 a 41,03b 67,39 3242,40 188,74
Bj +Ta +Pf 63,13 0,26 237,60 6,08 549,57b 44,46 b 64,32 3659,03 180,23
Ta +Pf 58,00 0,28 265,58 6,74 970,69 a 40,03 b 66,13 3306,48 180,14

*Bradyrhizobium japonicum (Bj); Trichoderma asperelloides (Ta),; Azospirillum brasilense (Ab); Pseudomonas
fluorescens (Pf)
**Letras mintsculas distintas na coluna diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott, a 5% de
probabilidade de erro.
Fonte: Autor (2023)

Contudo, a varidvel massa de nédulos nao apresentou diferenca significativa entre os
tratamentos. O que pode estar ligado com a capacidade fisioldgica que a planta possui em
compensar o tamanho dos nodulos. Uma vez que esse processo tem um alto custo energético
para a planta. Em virtute desse gasto de ATP, as leguminosas desenvolveram um sistema de
autorregulacdo sistémica, inibindo a sintese de hormonios necessarios no local da nodulag¢ao
(SWARUP; JOHNS; PANDEY, 2019). A restricao hidrica também pode afetar esse processo,
uma vez que limitagdes no fornecimento de dgua durante o periodo reprodutivo acarretaram em
reducdo no numero e na massa seca de nodulos, e também no rendimento de graos
(NASCIMENTO; PRETE; NOGUEIRA, 2016). Apesar de haver diferenca no niimero de
nddulos, essa significAncia ndo foi refletida na produtividade. Resultados semelhantes foram
encontrados por Zeffa et al. (2020), que constatou que a coinoculacdo apesar de melhorar
parametros como numero € massa de nddulos ndo interferiu no rendimento de graos. A falta de
chuvas pode também interferir na acdo da enzima nitrogenase, responsavel pela fixagdo do
nitrogénio, reduzindo o aporte desse nutriente (HUNGRIA; VARGAS, 2000), fazendo com que
a planta ndo conseguisse expressar todo o seu potencial genético.

A atividade microbiana no solo ¢ mediada por fatores como umidade e temperatura do
solo, sendo estes primordiais para o crescimento e diversificacdo da microbiota (ABDUL
RAHMAN; ABDUL HAMID; NADARAJAH, 2021). Os experimentos realizados na primeira
(2021/22) e segunda safra (2022/23) foram caracterizados pela distribui¢do escassa e irregular
de chuvas (Figura 1 e Figura 2). O estresse hidrico afeta a disponibilidade e absor¢do de
nutrientes € enzimas, tendo um impacto direto na produtividade dos graos (JABBOROVA et
al., 2021). Aredugdo no volume de chuvas ocorrido durante os dois anos de experimento refletiu
na redugdo da produgdo de graos, sendo que a produtividade média do experimento na safra de

2021/22 foi de 2.242,90 kg ha!, inferior a produtividade nacional de 3.029 kg ha' (CONAB,



36

2022). Ja na segunda safra (2022/23), a produtividade média do experimento foi de 3.474,82
kg ha!, enquanto que a média nacional foi de 3.532 kg ha' (CONAB, 2023). Os efeitos de
intenso estresse hidrico na planta podem desencadear diferentes respostas fisioldgicas, dentre
elas, o abortamento de flores e vagens, o que ira resultar em redugao no potencial produtivo das
culturas (SILVA; CANTERI; SILVA, 2013), podendo chegar a perdas de rendimento de até 70%
(MERTZ-HENNING et al., 2018). De acordo com a teoria do equilibrio funcional, as plantas
possuem a capacidade de ajustar o seu crescimento de modo a expandir a captagdao do recurso
mais limitante (CANNELL; DEWAR, 1994). Quando hé pouca disponibilidade de agua no
sistema, as plantas alocam maior quantidade de carbono para o desenvolvimento do seu sistema
radicular, a fim de promover o elongamento das suas raizes, explorando uma maior quantidade
de solo (METCALFE et al., 2008). A utilizacdo de microrganismos corrobora para a mitiga¢ao
dos efeitos da restrigdo hidrica, como ¢ caso de Trichoderma spp, que nessas condigdes pode
afetar positivamente na nodulagdo da soja, bem como estimular o crescimento vegetativo
através da liberacdo de metabolitos secundarios (NAHRAWY; ELBAGORY; OMARA, 2020).

A arquitetura morfoldgica do sistema radicular diz respeito a pardmetros como
comprimento, area, espessura e distribui¢do das raizes no solo. Sdo essas varidveis que irdo
determinar o potencial de exploracao do solo em busca de 4gua e nutrientes (GIEHL; GRUBER;
VON WIREN, 2014). As bactérias do género Azospirilum sdo comumente conhecidas pela sua
acdo na promog¢do do crescimento e na ramificacdo de raizes, otimizando a eficiéncia destas
(MOLINA-FAVERO et al., 2008). Esse efeito na modulacdo do crescimento radicular se da
através da secre¢do de reguladores do crescimento vegetal, tais como auxinas e etileno, além
de moléculas sinalizadoras, como o O¢xido nitrico (RONDINA et al., 2020). Outros
microrganismos também podem atuar na promocao do crescimento da parte radicular da planta,
como Pseudomonas spp. através da sintese de fitormonios, sendo a auxina o principal, e de
sider6foros (DAVID; CHANDRASEHAR; SELVAM, 2018). Além dessas bactérias, a
utilizacao de Trichoderma spp. também pode acarretar em incrementos do sistema radicular,
sendo que a colonizagao de raizes por esse fungo benéfico pode levar a indugdo da expressao
de genes associados a mitigacdo de estresses abidticos, acarretando na produgdo de acido

abscisico e etileno (POVEDA, 2020).

Contudo, em algumas situagdes, o emprego de microrganismos pode ndo trazer os efeitos desejados na promogao

do cresimento de plantas. Conforme pode-se observar na
Tabela 6, na primeira safra (2021/22) para a varidvel volume radicular o T4 (Ab + Bj+
Ta + Pf) apresentou média 32% inferior em relacdo a média geral para essa variavel. Isto pode

ter ocorrido devido a competicdo entre os multiplos microrganismos empregados nesse
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tratamento, uma vez que estes possuem diferentes necessidades metabolicas. As dindmicas de
interagdes entre os microrganismos ainda ndo estdo bem elucidadas pela pesquisa. Porém estas
inter-relagdes podem ser um desafio na manutencdo de populagdes adequadas desses
organismos no solo. O T4 (Ab + Bj+ Ta+ Pf) em conjuto com a testemunha ndo inoculada
também apresentou menores médias para a varidvel comprimento radicular, sendo que neste
caso a redugdo foi de 35% inferir a média geral da varidvel. O melhor desempenho dos
tratamentos que receberam inoculagdo ou coinoculagdo com até trés microrganismos na
variavel comprimento radicular pode estar relacionado com o estresse causado pela falta de
chuvas durante a primeira safra (2021/22). Neste mesmo ano safra, o T7 (Ta + Pf) resultou em
incremento no crescimento radicular de 47% em relagdo a testemunha ndo inoculada. A
utilizagdo de BPCP tem efeito comprovado no estimulo ao crescimento de raizes, podendo
chegar a um aumento de 6% na massa seca da raiz em condi¢des de seca (RUBIN; VAN
GROENIGEN; HUNGATE, 2017). Estudos de Nahrawy et al. (2020), demostraram ganhos no
comprimento, massa seca da parte aérea e massa seca da raiz de plantas de soja em condig¢des
de déficit hidrico quando houve a coinoculagdo de cepas de Trichoderma spp. € Bradyrhizobium
spp., em relagdo a tratamentos com apenas a inoculagdo de um microrganismo isolado. A
mitigacdo do estresse hidrico realizada por BPCP se da pela alteragdo na morfologia radicular,
envolvendo a producdo de exopolissacarideos (EPS), fitormdnios, 1-aminociclopropano-1-
carboxilato (ACC) desaminase e compostos volateis, também age na regulacdo de genes
responsivos ao estresse, no acimulo de antioxidades e osmolitos. (VURUKONDA et al., 2016).
J& na segunda safra (2022/23), o comprimento radicular apresentou maiores médias nos
tratamentos: testemunha (sem inoculagdo), T3 (Ab + Bj +Ta), TS (Bj + Ta) e T7 (Ta + Pf).
Observando as médias gerais das variaveis (Tabela 5), ¢ possivel perceber que na
primeira safra (2021/22) obteve-se médias superiores para a variavel comprimento radicular em
relagdo a segunda safra (2022/23). Contudo para as varidveis volume e area superficial de raizes
houve situagdo inversa. Isso demostra, que no segundo ano do experimento, as raizes foram
menores, porém de maior didmetro. Isso pode estar correlacionado ao fato que na segunda safra
(2022/23) houve um volume acumulado de chuvas 50,4% inferior a0 mesmo periodo do ano
anterior. O crescimento radicular ¢ consideravelmente menor em solos mais secos
(METCALFE et al., 2008), isso porque uma das respostas da planta ao estresse hidrico € o
fechamento de estomatos, fazendo com que haja reducao na difusdo de CO, dentro do vegetal
e consequentemente na taxa fotossintética (AHLUWALIA; SINGH; BHATIA, 2021),
acarretando em uma reducdo na producdo de biomassa radicular. Além disso, a redu¢do da

pressao de turgor radicular, em decorréncia de um solo mais seco, faz com que o solo se adense.
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A combinacgdo desses dois fatores pode levar em uma maior dificuldade de penetragdao do solo
pelas raizes (BENGOUGH et al., 2006). Em milho, o efeito simultaneo de estresse hidrico e
térmico provocaram uma redu¢do do rendimento da cultura, levando a um encurtamento do
sistema radicular e decréscimo na produtividade de graos (HUSSAIN et al., 2019). Além disso,
as bactérias presentes no solo também sdo afetadas pelo estresse hidrico, uma vez que a
competicdo por recursos aumenta bem com o estresse osmodtico desses microrganismos
(NGUMBI; KLOEPPER, 2016).

Na primeira safra (2021/2022) para a varidvel massa de mil graos os tratamentos T3
(Ab + Bj +Ta) e T6 (Bj +Ta +Pf) foram os que apresentaram as maiores médias, gerando um
aumento de 11% e 8% respectivamente na massa dos grdos, em relacdo a testemunha nao
inoculada. Valores superiores aos encontrados por Moretti et al. (2020), que constatou aumento
de 3,7% para a massa de 1000 sementes quando a soja foi coinoculada com diferentes estirpes
de Azospirilum spp. e Bradyrhizobium spp. enriquecidas com metabolitos secundarios
microbianos. Além disso, apds o periodo do florescimento, durante a safra 2021/22 houveram
precipitacdes pluviométricas, que reduziram, em partes, o estresse da planta, fazendo com
houvesse a translocagdo de fotossintatos para o grao.

No segundo ano de experimento (safra 2022/2023), houveram maiores médias para a
variavel percentual de cobertura do solo no estagio Vs, para os tratamentos testemunha e T4
(Ab + Bj +Ta +Pf). Contudo, essa diferenca estatistica de cobertura do solo ndo se refletiu no
estagio Vg, o que aponta que a apesar dos diferentes tratamentos a planta conseguiu estabilizar
os seu cresimento e desenvolver parte 4rea igualmente. Estudos de Rubin et al. (2017),
demostraram que a coinoculacdo foi mais eficaz do que a inoculacdo para o incremento de
massa de parte area, além de que a utilizacao de BPCP foi mais eficaz em leguminosas do que
em gramineas.

Para que os microrganismos consigam se estabelecer no solo e desenvolver uma
relagdo simbidtica com a planta existem uma série de condicionantes biodticos e abidticos que
vao interferir no sucesso da relagcdo planta-microrganismo. Diferentes respostas da planta a
coinoculagdo podem ocorrer devido a algumas variaveis, tais como a forma de introducao
desses microrganismos no solo, a cepa bacteriana utilizada, bem como a formulagdo do
inoculante, a cultivar utilizada e também as condi¢cdes ambientais (BARBOSA et al., 2021). A
rizosfera ¢ estabelecida pelo espaco de solo ocupado por raizes colonizadas por microrganismos
que interagem com a planta, sendo que essa microbiota ¢ vital para auxiliar a planta a suportar
estresses biodticos e abidticos (SOHN et al., 2021). Os microrganismos sao atraidos pelas raizes

mediante a liberagdo de exsudatos, que atuam como moléculas sinalizadoras e quimioatraentes,
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servindo também como fonte nutricional para a microbiota. Estima-se que as plantas sdo
capazes de liberar de 5 a 21% de fotoassimilados de carbono na forma de agucares soluveis,
metabolitos secundarios e aminoacidos (LU et al., 2018). Essa dinamica da interagdao entre
raizes e microrganismos contribui para a modulagao de uma comunidade bacteriana benéfica
para a planta, que vai acarretar em melhorias no uso dos recursos do meio, a tolerar o ataque de
patégenos, bem como auxiliar na sintese de hormodnios promotores do crescimento
(BERENDSEN; PIETERSE; BAKKER, 2012).

De forma geral a introdu¢ao de microrganismos em sulco de semedura nos dois anos
em que o experimento foi realizado ndo resultou em incrementos na produtividade em relacao
a testemunha ndo inoculada. Isso pode ter ocorrido em fun¢ao da falta de chuvas, que nao
permitiu que 0s microrganismos conseguissem atingir o seu pleno potencial. Estudos de Silva
et al.(2019) demostraram que em condigdes de estresse hidrico severo, a coinoculagao com B.
Jjaponicum e A. brasilense, apesar de aumentar a nodulag¢do da soja, ndo conseguiu suprimir o
abortamento de vagens. Além disso a drea onde o experimento foi instalado apresenta um longo
historico de inoculagdo e coinoculagdo com microrganismos benéficos. Sendo assim € possivel
que estas populacdes ja estejam em concentracdes adequedas para que sejam capazes de surtir
os efeitos desejados na planta. Contudo, sdo necessarios mais estudos a fim de entender a real
interferéncia que um microrganismo exerce no metabolismo do outro, principalmente quando

sdo realizadas coinoculagdes com géneros distintos.

6.2 SEGUNDO EXPERIMENTO: COMPATIBILIDADE ENTRE BACTERIAS E
FUNGICIDAS IN VITRO

Para o experimento testando a compatibilidade entre bactérias e fungicidas em
laboratorio houve efeito significativo na sobrevivéncia das bactérias Pseudomonas fluorescens

e Bacillus subtilis quando misturadas aos diferentes produtos testados (Tabela 7).

Tabela 7- Resumo da analise de variancia para a taxa de sobrevivéncia de bactérias quando misturadas a
fungicidas (UFC/mL™).

FV GL Pseudomonas Bacillus subtilis
fluorescens
Tratamento 7 142.000.000.000 603.000.000.000
(0,00)" (0,00)"
Média geral 189.321 443.625

CV (%) 17,5 20,76




40

* significativo a 5%, pelo teste F; FV: fonte de variacdo
Fonte: Autor (2023)

Houve reducdo significativa da sobrevivéncia de P. fluorescens quando misturada a
todos os produtos formulados a partir de ingredientes ativos, indicando que essa bactéria
apresenta uma maior sensibilidade ao ser exposta aos componentes quimicos. Para a mistura
com o produto formulado a partir do ingrediente ativo difenoconazol a redugdo no crescimento
de colonias de P. fluorescens foi 265 vezes menor em relagdo a testemunha. Para B. subtilis,
houveram diferentes respostas no crescimento bacteriano. Sendo que a mistura com 0S produtos
formulados apartir dos ingredientes ativos picoxistrobina + benzovindiflupir e impirfluxam +
tebuconazol resultou em uma reducdo de respectivamete 4,42 e 2,5 vezes no nimero de colbnias
de B. subtilis formadas, ja 0 contado desta bactéria com o produto formulado apartir do
ingrediente ativo carbedazim propiciou um aumento de 105% no ndmero de col6nias formadas
(Figura 3).

Figura 3- Médias para a variavel sobrevivéncia das bactérias quando em mistura com fungicidas (UFC/ mL™")
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* Letras minusculas distintas nas barras diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott, a 5% de
probabilidade de erro
**TEST (Bactéria pura), P + C (Picoxistrobina + Ciproconazol), T + P (Trifloxistrobina + Protioconazol), M
(Mancozebe), D (Difenoconazol), C (Carbendazim), P + B (Picoxistrobina + Benzovindiflupir) e I + T
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(Impirfluxam + Tebuconazol).
Fonte: Autor (2023)

Este incremento no ntimero de colonias pode ter sido causado por uma possivel
habilidade da bactéria em degradar algum componente do fungicida, usando este como
alimento. Como é o caso do fungo Alternaria alternata que é capaz de utilizar carbedazim como
fonte de carbono, promovendo aumento da sua biomassa quando em contato com este fungicida
(SILVA et al., 1999). Esse crescimento ocorre devido a capacidade deste fungo de sintetizar
enzimas que vao atuar quebrando as moléculas do produto quimico, utilizando-as como
substrato para a sua multiplicacio (ALEXANDER, 1999). Ademais, sabe-se que 0 género
Bacillus possui atividade de bioremediacdo de solos, ou seja, realiza a biodegracdo de
compostos, realizando a quebra destes em unidades reutilizaveis (MOHSIN et al., 2021).
Estudos de Song e Hwang, (2023) evidenciaram que in vitro, a bactéria Bacillus velezensis cepa
HY-3479 apresentou uma taxa de degradacdo do ingrediente ativo carbedazim de 76,99%,
sendo esta acdo atribuida ao aumento nos niveis de expressdo génica dos genes mhel e hdx,
relacionados com a biodegradacao deste ingrediente ativo.

Para os produtos formulados a partir dos ingredientes ativos picoxistrobina +
ciproconazol e trifloxistrobina + protioconazol a sobrevivéncia de B. subtilis foi igual a
testemunha (sem a presenca de fungicidas). Em estudo de laboratorio, B. subtilis, cepa PSBS,
apresentou elevada sobrevivéncia quando inoculado em placa de petri com meio de cultura
misturado ao fungicida Kresoxim metil, mesmo em altas concentragdes deste ingrediente ativo
(2000 ppm). No mesmo estudo, essa bactéria teve uma sobrevivéncia moderada (crescimento
de 50% em relagdo ao controle) quando em contato aos fungicidas carbendazim, fosetyl
aluminium difenoconazol, azoxistrobina e tebuconazol em dosagens moderadas do produto
quimico (250-500 ppm), porém ndo sobreviveu quando em contato com Tebuconazole +
Trifloxystrobin. (SUNEETA et al., 2016). A maior tolerdncia dessa bactéria aos produtos
formulados a partir dos ingredientes ativos testados, pode estar relacionada ao fato que o género
Bacillus é caracterizado por formar estruturas de resisténcia, chamada endosporos. Os
endosporos permitem uma maior resisténcia a estresses do meio, como variagbes de
temperatura pH, ou contato com agrotoxicos (BAHADIR; LIAQAT; ELTEM, 2018).

Contudo, quando em mistura com produtos formulados a partir do ingrediente ativo
mancozeb ndo houve sobrevivéncia de nenhuma das bactérias testadas, evidenciando a
intolerdncia de ambas ao produto formulado a partir desse ingrediente ativo. Para
Bradyrhizobium sp cepa USDA 3187 o contato com mancozeb acarretou em reducéo de 50%

na taxa de crescimento bacteriano, causando efeitos sobre a composicéo quimica da bactéria, o
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que levou a alteragcdes na interacdo deste microrganismo com raizes de plantas de amendoim
(CASTRO et al., 1997; FABRA et al., 1998).

Em estudo de laboratorio avaliando a sobrevivéncia de P. fluorescens quando exposta a
trés produtos comerciais a base de fungicidas, sendo eles produto 1 (tiabendazol + fludioxonil
+ metalaxil-m +azoxistrobina), produto 2 (ipconazole + metalaxil) e produto 3 (ipconazole +
metalaxil m + carboxin), utilizando escala de compatibilidade proposta por Suneeta et al.
(2016), observou-se alta sobrevivéncia da bactéria (semelhante a testemunha) quando esta foi
posta em meio de cultura com a presenca de fungicidas em doses de até 1000 mg L-!. Com
excecdo para o produto 1 (tiabendazol + fludioxonil + metalaxil-m +azoxistrobina) onde a
sobrevivéncia da bactéria foi classificada como moderadamente compativel, uma vez que
cresceu 50% em relacao ao controle (FERNANDEZ; TORASSA; PEREZ, 2021). Resultados
semelhantes foram encontrados por Merjan et al. (2019) quando inoculou P. fluorescens em
meio de cultura contendo a metade da dose recomendada dos ingredientes ativos carboxin e
raxil, ndo havendo diferenca significativa do crescimento microbiano em relagdo a testemunha
livre de fungicidas. Ademais, a tolerancia de algumas bactérias em relagdo a certos fungicidas
pode estar relacionado ao fato de que esses agrotdxicos terem seu modo de a¢do voltado para o
combate a fungos, sendo as bactérias isentas das rotas metabolicas onde o fungicida ira agir
(MERJAN; ABBAS; HUSSEINI, 2019).

As vantagens da utilizagdo de microrganismos na promocao do crescimento de plantas
e como agentes do biocontrole estdo diretamente relacionados a interagdo destes com a planta.
Dessa forma, ¢ imprescindivel que se mantenham as propriedades bioldgicas dessas bactérias,
estando elas vidveis no momento em que entrarem em contato com o vegetal. Essa varidvel ¢
dependente de uma série de fatores, como a formulagdo dos quimicos, o principio ativo
utilizado, do mecanismo de acdo, da forma de aplicacdo e também das espécies bactérias
empregadas (SANTOS et al., 2021). Sabe-se que 0S microrganismos quando em contato com
compostos quimicos sao passiveis de sofrer mutacoes, além desses produtos terem a capacidade
inibir ou induzir o crescimento de uma populagdo microbiana especifica A pesquisa tem
buscando avaliar a possibilidade de uso conjunto de bactérias e fungicidas, principalmente
aqueles relacionados ao tratamento de sementes, uma vez que o uso dessas duas ferramentas
em mistura no processo da semeadura ¢ uma pratica bastante recorrente. O contato de
agrotoxicos com 0s microrganismos vai causar algum impacto no metabolismo destes, podendo
prejudicar a sua sobrevivéncia e o estabelecimento de relagdes de simbiose com a planta.

A recomendacdo na utilizacdo de misturas entre agrotoxicos e produtos biologicos esta

condicionada a uma série de fatores. Uma vez que a resposta metabdlica da bactéria é bastante
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varivavel, sendo influenciada por diversas varidves tanto bidticas quando abioticas. Desse
modo, € imprescindivel que se realizem mais testes em laboratorios, simulando as diferentes
condicgdes encontradas a campo, a fim de que as dindmicas de interacdes entre bactérias e

produtos quimicos sejam melhores esclarecidas e testadas sob diferentes cenarios.

6.3 TERCEIRO EXPERIMENTO: OPCOES DE MANEJO DE DOENCAS EM SOJA
UTILIZANDO CONTROLE QUIMICO E BIOLOGICO

Para o experimento de campo testando a bactéria Bacillus subtilis nenhuma variavel
apresentou médias significativamente diferentes em decorréncia dos tratamentos testados

(Tabela 8).

Tabela 8- Resumo da analise de varidncia para as seguintes varidveis: percentual de incidéncia de antracnose nos
peciolos (PD/PT, %), percentual de desfolha (NF/NTN), produtividade de grios (PG, kg ha!) e massa de mil
graos (MMG, g).

FV

GL PD/PT** NF/NTN PG MMG*
Tratamento 7 0,885 266,7 115853 0,121
(0,72)" (0,58)" (0,11)™ (0,09)"
Bloco 3 3,83 239,4 434408 0,06
(0,06)™ (0,51)™ (0,00)" (0,439)™
Média geral 47,24 65,11 3267,88 164,16
CV (%) 7,8 12,37 7,53 1,91

* e ns, significativo a 5% e ndo significativo respectivamente, pelo teste F; FV: fonte de variagao.
** Dados transformados usando raiz quadrada de Y
***Peciolos com sintoma (PD); peciolos totais (PT); numero total de nos da planta (NTN); niumero de folhas
(NF).
Fonte: Autor (2023)

Uma das doencas que desempenham importante papel na cultura da soja ¢ a antracnose,
tendo como agente causal o fungo Colletotrichum truncatum. Quando presente na lavoura, este
patégeno pode levar a perdas no rendimento de grios de até 90kg/ha’! para cada 1% de
incremento na incidéncia, sendo a cultura da soja suscetivel ao ataque deste patogeno durante
todo o seu ciclo.(DIAS; PINHEIRO; CAFE-FILHO, 2016; GURJAR; BUNKER; SHARMA,
2021). As condi¢des Otimas para o desenvolvimento deste fungo sdo temperaturas de 27,0 a
30,0 °C e elevadas precipitacdes (SILVA et al., 2021). Contudo, a safra 2022/23 foi
caracterizada pelos baixos niveis pluviométricos, o que fez com que houvese menor pressao de

doencas, uma vez que o cenario climatico ndo foi favoravel ao desenvolvimento de patogenos.
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Dessa forma, nas condi¢des edafoclimaticas em que esse experimento foi exposto, a utilizagao
de diferentes formas de manejo utilizando fungicidas quimicos e o biofungicida a base de B.

subtilis ndo apresentaram diferengas estatisticas para as as variaveis testadas (Tabela 9).

Tabela 9- Percentual de incidéncia de antracnose nos peciolos (PD/PT, %), percentual de desfolha (NF/NTN),
produtividade de graos (PG, kg ha-1) e massa de mil graos (MMG, g).

Tratamentost# PD/PT NF/NTN, % PG, kg ha’! MMG*
T1 50,90 69,45 3573,177 165,58
T2 50,58 66,71 3421,848 159,63
T3 47,46 69,41 3166,948 163,53
T4 47,37 61,34 3280,548 165,84
T5 47,20 66,70 3097,765 160,69
T6 46,62 63,20 3178,743 166,06
T7 45,67 64,75 3339,221 172,87
T8 42,19 59,37 3084,827 159,13

*Letras mintsculas distintas na coluna diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott, a 5% de
probabilidade de erro.
**Peciolos com sintoma (PD); peciolos totais (PT); nimero total de nos da planta (NTN); nimero de folhas
(NF). # tratamentos apresentados na tabela 4.
Fonte: Autor (2023)

A utilizagdo de Bacillus spp. na agricultura € justificada devido a grande capacidade que
esse género bacteriano tem de fornecer diferentes cepas que além de atuarem na promogao do
crescimento de plantas, também sdo agentes de controle de pragas e doengas. Sua agdo como
biopesticida estd relacionado tanto a mecanismos diretos, como a produg¢do de compostos
antimicrobianos, bem como de mecanismos indiretos, através da indugdo de respostas de defesa
da planta. O potencial uso de Bacillus subtilis na inibi¢ao do crescimento de fungos patogénicos
se da pela aptiddo que essa bactéria possui de sintetizar lipopeptideos antifingicos, como
iturinas, plipastatinas e surfactinas, que ao interagirem com os fungos, criam canais
trasmembranares que irdo acarretar em perda do contetido celular e posteriormente, na morte
(DUNLAP; BOWMAN; ROONEY, 2019; SANSINENEA, 2019). Além disso, essas proteinas
também atuam na inducgdo de resisténcia sistémica da planta, promovendo a sintese de acido
salicilico, acido jasmonico e etileno, da proteina NPR1, relacionada a defesa da planta, além
de regular a producao de genes de defesa, tais como PR3, PR-4 e PR-12 (ALI et al., 2018).
Ademais, a habilidade que esse género possui de formar estruturas de resisténcia, os
endosporos, associado a combinacdo dos diferentes modos de acdo que Bacillus subtilis possui
no controle de patégenos, sendo eficaz contra uma diversa gama de doengas de soja, faz com

que essa seja uma espécie bastante utilizada pela industria do biocontrole (WANG et al., 2018)
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Experimentos de campo testando a eficacia Bacillus subtilis no controle de doencas foliares
evidenciaram a reducdo na severidade de ferrugem asiatica (Phakopsora pachirhizi), mildio
(Peronospora manshurica), mancha marrom (Septoria glycines), mancha-alvo (Corynespora
cassiicola) e mancha-parda (Septoria glycines) nas folhas e a antracnose (Colletotrichum
truncatum) nas vagens quando esta bactéria foi aplicada isolada ou combinada a fungicidas
sistémicos (SANTOS et al., 2022). O manejo integrado de B. subtilis com fungicidas sistémicos
também resultou em reducdo da severidade de ferrugem asidtica e gerou ganhos em
produtividade na cultura da soja sob condigdes de baixa-média pressao da doencas
(DORIGHELLO et al., 2020). No tremogo, a aplicacdo de B. subtilis cepa CTPXS2 causou
inibi¢do do crescimento de antracnose (C. acutatum) devido a producdo de lipoteptideos que
causaram danos na membrana celular do patégeno, e a indugdo da expressdo de genes de defesa
da planta, relacionados a resisténcia adquirida sistémica (YANEZ-MENDIZABAL;
FALCONI, 2021). Em trigo, o controle da ferrugem amarela (Puccinia striiformis) por B.
subtilis cepa QST-713 foi de cerca de 60% quando houve baixa pressdo da doenca, porém foi
inferior a 30% no ano em que as condigdes edafoclimaticas foram favoraveis ao
desenvolvimento do patogeno (REISS; JORGENSEN, 2017).

O manejo integrado utilizando produtos quimicos e bioldgicos também pode ser uma opgao
a fim de reduzir a possibilidade de resisténcia do patdgeno ao principio ativo utilizado. Estudos
tem demostrado um aumento da tolerancia de P. pachyrhizi aos fungicidas disponiveis no
mercado (GODQY et al., 2016), o que pode acabar selecionando populagdes mais tolerantes,
acarretando em falhas no controle desse patégeno. O emprego de B. subtilis como fungicida
traz a grande vantagem dos diferentes modos de agdo que essa bactéria possui, atuando como
um fungicida mutilissitio, ideal para o manejo da resisténcia (DORIGHELLO et al., 2020).

Nas condi¢des testadas, a utilizagdo de B. subtlis no controle da antracnose e na
manutencdo da produtividade da soja apresentou resultados estatisticamente iguais ao do
tratamento utilizando somente o manejo quimico. Tais dados, permitem considerar a
possibilidade de utilizacao de B. subtilis em programas de manejo integrado de doengas para a
cultura da soja. Contudo, ¢ primordial que se faga um monitoramento constante das lavouras,
bem como o acompanhamento das condi¢des climaticas, afim de realizar o melhor
posicionamento dos biofungicidas.

Para o experimento testando o manejo de doencas utilizando fungicidas quimicos e
bactéria P. fluorescens houveram diferencas significativas para as varidveis percentual de
incidéncia de antracnose nos peciolos (PD/PT, %), e produtividade de grdos (PG, kg ha™).
Enquanto que as varidveis percentual de desfolha (NF/NN) e massa de mil graos (MMG, g) nao
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apresentaram diferengas estatisticas com a variagdo dos manejos utilizados (Tabela 10).

Tabela 10- Resumo da analise de varidncia para as seguintes variaveis: percentual de incidéncia de antracnose
nos peciolos (PD/PT, %), percentual de desfolha (NF/NTN), produtividade de graos (PG, kg ha-1) e massa de
mil graos (MMG, g).

FV GL PD/PT NF/NTN PG MMG

Tratamento 7 461,8 116,03 164066 117,807

(0,00)" (0,35)" (0,00)° (0,35)

Bloco 3 591,4 213,41 98102 129,323

(0,00)° (0,1107 (0,07)" (0,30)™

Média geral 48,56 64,72 2930,68 171,19
CV (%) 9,06 6,85 6,52 5,82

* ¢ ns, significativo a 5% e ndo significativo respectivamente, pelo teste F; FV: fonte de variagéo.
**Peciolos com sintoma (PD); peciolos totais (PT); nimero total de nos da planta (NTN); nimero de folhas
(NF).

Fonte: Autor (2023)

Neste estudo, os tratamentos: T1 (somente aplicagdo de Pfluorescens), T2 (Mistura de
calda), T3 (aplicacdo de fungicida seguida por aplicagdo de Pfluorescens, com intervalo de 3
dias), T4 (somente aplicacao de fungicida), T6 (duas primeiras aplicagdes de Pfluorescens e
duas ultimas de fungicida) e T8 (aplicagdes intercaladas de Pfluorescens e fungicida)
apresentaram menores médias para a variavel percentual de incidéncia de antracnose nos
peciolos. Sendo que neste caso as menores médias correspondem a uma menor presenga de
sintomas de C. Truncatum, como pode ser observado na Tabela 11. Os tratamentos T1 e T4, que
correspondem ao manejo bioldgico e manejo quimico apresentaram uma reducdo de
respectivamente 8,63 e 10,99% na incidéncia de antracnose de em relacdo a média geral dessa
variavel. J& para a produtividade de graos as maiores médias foram encontradas nos tratamentos
T1 (somente aplicagdo de P. fluorescens), T3 (aplicacdo de fungicida seguida por aplicagdo de
Pfluorescens, com intervalo de 3 dias), T4 (somente aplicacdo de fungicida), T7 (trés primeiras
aplicacdes de Pfluorescens e a quarta de fungicida) e T8 (aplicagdes intercaladas de
Pfluorescens e fungicida). Percebe-se entdo, que o uso isolado de P fluorescens (T1) e o uso de
somente aplicagdes de fungicidas quimicos (T4) apresentaram efeitos positivos na
produtividade. O tratamento 1, que corresponde ao manejo bioldgico apresentou um incremento
de produtividade de 4,96% em relacdo média do experimento para essa variavel, sendo este
valor correspondente a 2,42 sacas/hectare. Do contrério, a utilizacdo de mistura entre quimico
e biologico ndo surtiu efeito nessa importante varidvel. Além disso, as aplicagdes sequenciais
de bactéria e fungicida expressas pelos tratamentos T3, T7 e T8 apesar de terem sido

significativas para a produtividade de graos, ndo diferiram estatisticamente do uso isolado de
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P. fluorescens ou de fungicidas. Dessa forma ¢ possivel inferir que nas condigdes testadas, o
manejo bioldgico de soja no controle de doencas utilizando utilizacdo P. fluorescens foi

eficiente, garantindo produtividade final estatisticamente igual ao manejo quimico de doengas.

Tabela 11- - Percentual de incidéncia de antracnose nos peciolos (PD/PT, %), percentual de desfolha (NF/NTN),
produtividade de graos (PG, kg ha-1) e massa de mil graos (MMG, g).

PD/PT NF/NTN PG MMG
Tl 44,70 ¢ 60,81 3076,28 a 167,03
T2 45,07 ¢ 64,51 2745,87b 174,05
T3 47,38 ¢ 66,58 310991 a 162,97
T4 43,75 ¢ 66,40 2932,87 a 172,42
T5 56,66 a 65,12 2563,16 b 165,24
T6 46,03 ¢ 61,53 2849,95 b 178,29
T7 50,54 b 65,75 3158,61 a 174,60
T8 54,40 a 67,11 3008,75 a 174,96

*Letras mintsculas distintas na coluna diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott, a 5% de
probabilidade de erro
**Peciolos com sintoma (PD); peciolos totais (PT); nimero total de nos da planta (NTN); nimero de folhas
(NF). # tratamentos apresentados na tabela 4
Fonte: Autor (2023)

Dentre as atividades microbianas exercidas por Pseudomonas spp. que fazem essa bactéria
ser classificada como um agente de biocontrole estdo a presenca de genes que irdo codificar a
producdo de metabolitos secunddrios com atividade antibacteriana, tais como 2.4-
diacetilfloroglucinol, pioverdinas, fenazinas, cianeto de hidrogénio e compostos organico
volateis (DUTTA et al., 2019; ZHANG et al., 2021). Um exemplo disso ¢ a bactéria P,
fluorescens cepa PF-5 que acredita-se que tenha de 5,7% do seu genoma voltado para a sintese
de metabolitos secundarios (PAULSEN et al., 2005). Outro importante mecanismo de a¢ao na
supressao de doengas ¢ a sintese de enzimas, tais como as quitinases, glucanases e proteases,
que atuam na parede celular dos fungos, liberando compostos essenciais para a sobrevivéncia
destes (DIMKIC et al., 2022). Além disso, P. fluorescens realiza a secregdo de sideréforos que
sdao quelantes de ferro, importantes no biocontrole uma vez que sequestram esse mineral do
ambiente, impedindo a sua utilizag@o pelo patdogeno. Na cultura do amendoim a producdo do
sider6foro do tipo hidroximato pela bactéria resultou em elevada eficiéncia no controle da
podriddo do carvao causada pelo fungo Macrophomina phaseolina (GUPTA; DUBEY;
MAHESHWARI, 2002). Outros estudos também ja evidenciaram a acao de Pseudomonas spp.
no controle de fungos de solo, uma vez que essa bactéria apresenta uma colonizacao agressiva
do sistema radicular, sendo eficiente no controle bioldgico de patdgenos causadores de doengas

de solo, como de Rhizoctonia solani na batata (FATHI; SABERI-RISEH; KHODAY GAN,
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2021). Contudo, ainda s3o poucas as informagdes a respeito da utilizacdo foliar de P.fluorescens
no controle de doengas, apesar de que ja se comprovou o potencial antimicrobiano desse género.
Sendo este possivelmente relacionado a produgao do metabdlito bacteriano fenazina, que possui
solida atividade antifungica, chegando a inibir em até 50% o crescimento miceliar de C.
truncatum, fungo causador da antracnose em soja (CASTALDI et al., 2021). Kakembo & Lee,
(2019) demostraram a eficacia de P. parafulva JBCS1880 na supressdao de pustula bacteriana
em folhas de soja, chegando a uma eficécia de controle de 88,9%. A antracnose ¢ uma das
doencgas de maior importancia para a cultura da soja, sendo causada pelo fungo Colletotrichum
trucatum. Seu aparecimento se d4 mais comumente no final do ciclo da cultura e sob condi¢des
favoraveis de elevada temperatura ¢ umidade pode acarretar em perdas substanciais na
produtividade ao afetar o desenvolvimento das vagens, causando queda e/ou apodrecimento das
mesmas (DIAS et al., 2019). A utilizagdo de P. fluorescens em programas de manejo de doengas
em soja € uma opcao que pode ser considerada para o controle dessa doenca. Uma vez que a
aplicagdo foliar dessa bactéria resultou em reducao na incidéncia de antracnose (Colletotrichum
truncatum), bem como conseguiu assegurar produtividade semelhante aquela encontrada no

tratamento onde somente foi utilizado o controle quimico.

7 CONCLUSOES

Nas condig¢des de intenso estresse hidrico e térmico enfrentadas durante as duas safras,
a utilizacdo de microrganismos em sulco de semeadura ndo promoveu incrementos na
produtividade de grdos de soja. Contudo, para a primeira safra (2021/22) o emprego de
microrganismos, com exce¢ao para o tratamento 4 (Ab+ Bj+Ta+Pf), resultou em maiores
médias para a variavel comprimento radicular em relacdo a testemunha nao inoculada. A
mistura dos quatro microrganismos, expressa pelo T4, também gerou menores médias para a
variavel volume radicular, sendo estas 32% inferiores a média geral para esta varidvel.

A sobrevivénvida das bactérias Pseudomonas fluorescens e Bacillus subtilis foi variavel
conforme os produtos formulados a partir dos ingredientes ativos utilizados. Sendo que para P.
fluorescens houve reducdo na sobrevivéncia da bactéria mediante contato com todos os
fungicidas testados. Para B. subtilis Bacillus subtilis houve redugdo na sobrevivéncia para os
principios ativos mancozebe, difenoconazol, picoxistrobina + benzovindiflupir e impirfluxam
+ tebuconazol. Contudo, na mistura com o produto formulado a partir do ingrediente ativo

carbendazim, houve um aumento de 105% no numero de coldnias de B. subtilis em relacao a
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testemunha.

Perante as condi¢des edafoclimaticas a qual o experimento foi submetido, a utilizagdo do
manejo bioldgico representado pelas bactérias P. fluorescens € B. subtilis foi estatisticamente
igual ao manejo quimico no que diz respeito ao controle da antracnose € a manutengao da
produtividade da soja. Sendo que essas bactérias podem vir a ser consideradas uma opg¢ao no

manejo de doengas foliares em soja.
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