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RESUMO

A soja (Glycine max) é a principal cultura produtora de graos entre as leguminosas,
sendo uma commodity de grande importancia na economia mundial, pois fornece
matéria prima a diversas industrias, principalmente, para alimentacdo animal e
humana. Dentre os principais fatores que afetam os rendimentos da cultura destacam-
se as doencgas causadas por diferentes fitopatégenos, sendo que o uso de produtos
quimicos, além de estarem perdendo sua eficiéncia, possuem um apelo ambiental
para a reducdo do uso. Em face dessa realidade, torna-se necessaria a adesao por
alternativas de manejo mais sustentaveis, como o uso de agentes de biocontrole. Para
tal, € importante o estudo de microrganismos promissores como as rizobactérias
Pseudomonas fluorescens e Azospirillum brasilense que atuam beneficamente em
associagao com as plantas, promovendo seu crescimento e solubilizando nutrientes
presentes nos solos, além de apresentar potencial antagonista sobre fungos de solo.
Nesse sentido, foram desenvolvidos dois experimentos, sendo o primeiro com o
objetivo de avaliar o potencial da rizobactéria Pseudomonas fluorescens no controle
in vitro dos fitopatégenos de solo Fusarium tucumaniae, Macrophomina phaseolina,
Sclerotinia sclerotiorum, Phomopsis longicolla e Rhizoctonia solani que acometem a
cultura da soja. No segundo experimento, buscou-se avaliar a eficiéncia de
Pseudomonas fluorescens em associagdo com Azospirillum brasilense na promogao
de crescimento de plantas de soja. O experimento in vitro, foi realizado no laboratério
de bioquimica da Universidade Tecnoldgica Federal do Parana-Campus Dois
Vizinhos, seguindo o método de confronto direto por pareamento. Composto por dez
tratamentos, sendo eles T1; T2; T3; T4 e T5 (Testemunhas com os patégenos) e T6=
Pseudomonas fluorescens + Fusarium tucumaniae; T7= Pseudomonas fluorescens +
Macrophomina phaseolina; T8= Pseudomonas fluorescens + Sclerotinia sclerotiorum;
T9= Pseudomonas fluorescens + Phomopsis longicolla e T10= Pseudomonas
fluorescens + Rhizoctonia solani. O delineamento experimental adotado foi o
inteiramente casualizado (DIC), com quatro repeticdes. Avaliou-se o crescimento
micelial dos fungos e a formagao de halos de inibicdo a cada 24h, com duragao de
192 horas. No segundo experimento, para avaliar a atuagéo das rizobactérias como
promotoras de crescimento, realizou-se a inoculagédo das sementes, e essas
semeadas em tubos de PCV de 200mm x 70cm, contendo substrato. O experimento
foi composto por quatro tratamentos sendo eles T1= Testemunha; T2= Azospirillum
brasilense; T3= Pseudomonas fluorescens e T4= Azospirillum brasilense +
Pseudomonas fluorescens. Seguindo DIC como delineamento experimental, com
quatro repeticdes. Onde avaliou-se o comprimento parte aérea, comprimento sistema
radicular e massa verde da parte aérea e do sistema radicular. Os resultados foram
submetidos ao teste de normalidade de Lilliefors, posteriormente a analise de
variancia (ANOVA) e as médias agrupadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
De maneira geral, nas condigdes do presente trabalho, a bactéria Pseudomonas
fluorescens apresentou redugcdo no crescimento micelial apenas de Fusarium
tucumaniae. E apresentou resultados promissores na promogao de crescimento da
soja quando associada com Azospirillum brasilense.

Palavras chave: Antagonismo. Fitopatdgenos. Rizobactérias. Glycine max



ABSTRACT

Soybean (Glycine max) is the main grain-producing crop among legumes, being a
commodity of great importance in the world economy, as it provides raw material to
various industries, mainly for animal and human feeding. Among the main factors that
affect crop yields are diseases caused by different phytopathogens, and the use of
chemicals, in addition to losing their efficiency, have an environmental appeal to
reduce use. In view of this reality, it is necessary to be adhering to more sustainable
management alternatives, such as the use of biocontrol agents. For this, it is important
to study promising microorganisms such as the rhizobacteria Pseudomonas
fluorescens and Azospirillum brasilense that act beneficially in association with plants,
promoting their growth and solubilizing nutrients present in soils, besides presenting
antagonistic potential on soil fungi. In this sense, two experiments were developed, the
first with the objective of evaluating the potential of the rhizobacterium Pseudomonas
fluorescens in the in vitro control of soil phytopathogens Fusarium tucumaniae,
Macrophomina phaseolina, Sclerotinia sclerotiorum, Phomopsis longicolla and
Rhizoctonia solani that affect soybean culture. In the second experiment, we sought to
evaluate the efficiency of Pseudomonas fluorescens in association with Azospirillum
brasilense in promoting soybean plant growth. The in vitro experiment was carried out
in the biochemistry laboratory of the Federal Technological University of Parana-
Campus Dois Vizinhos, following the method of direct confrontation by pairing.
Composed of ten treatments, being T1; T2; T3; T4 and T5 (Witnesses with pathogens)
and T6= Pseudomonas fluorescens + Fusarium tucumaniae; T7= Pseudomonas
fluorescens + Macrophomine phaseoline; T8= Pseudomonas fluorescens + Sclerotinia
sclerotiorum; T9= Pseudomonas fluorescens + Phomopsis longicolla and T10=
Pseudomonas fluorescens + Rhizoctonia solani. The experimental design adopted
was completely randomized (IHD), with four replications. The mycelial growth of fungi
and the formation of inhibition halos every 24 h, lasting 192 hours, were evaluated. In
the second experiment, to evaluate the performance of rhizobacteria as growth
promoters, seeds were inoculated, and they were sowed in PCV tubes of 200mm x
70cm, containing substrate. The experiment consisted of four treatments, t1= control;
T2= Azospirillum brasilense; T3= Pseudomonas fluorescens and T4= Azospirillum
brasilense + Pseudomonas fluorescens. Following IHD as an experimental design,
with four replications. The aerial length, root system length and green mass of the
shoot and root system were evaluated. The results were submitted to Lilliefors
normality test, after variance analysis (ANOVA) and the means grouped by Tukey test
at 5% probability. In general, under the conditions of the present study, the bacterium
Pseudomonas fluorescens showed a reduction in mycelial growth only of Fusarium
tucumaniae.And it showed promising results in promoting soybean growth when
associated with Azospirillum brasilense.

Keywords: Antagonism. Phytopathogens. Rhizobacteria. Glycine max.
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1 INTRODUCAO

A evolugao do agronegocio proporcionou ao Brasil o posto de primeiro gigante
alimentar tropical do mundo (ARTUZO et al., 2018). Atendendo a demanda nacional
e com destaque no mercado internacional, o Brasil € um dos principais produtores de
alimentos e produtos agroenergéticos (RODRIGUES et al., 2013; BORLACHENCO;
GONCALVES, 2017).

A soja [Glycine max (L.) Merrill] tem destaque como provedora de insumos para
as industrias de alimentagdo (humana e animal), quimica e de bioenergia, sendo o
Oleo e farelo os principais derivados do processamento do grdo, o que acarreta na
influéncia que a commodity detém sobre a taxa de crescimento do PIB (GAZZONI;
DALL'AGNOL, 2018).

De acordo com Rezende et al. (2021), o mercado consumidor tende a procurar
alimentos produzidos de forma sustentavel. Nesta perspectiva, os bioinsumos
destacam-se, pois atuam de formadireta e indireta sobre os cultivos, favorecendo no
incremento da produtividade e no equilibrio do ecossistema.

Para a cultura da soja, as doencas estdao entre os principais fatores que
provocam redugao nos rendimentos. Variados sdo os agentes etioldgicos que podem
acometer a cultura. Estes sdo determinados conforme as condi¢gbes de cada safra, e
tendem a provocar diferentes danos as plantas, bem como quedas de produtividade
(EMBRAPA SOJA, 2011). E assim, estabelecem mudangas ano a ano quanto ao
panorama das doengas da soja, no que diz respeito ao aumento de severidade das
doengas tanto as de parte aérea, quanto as doengas causadas por fungos de solo
(ITO, 2013).

Embora a agricultura tenha evoluido em tecnologias e uso de insumos
variados, € importante salientar que os rendimentos e aumento da produtividade
dos cultivos dependem diretamente da qualidade do solo. O uso de bioprodutos
promove o equilibrio da comunidade biotica do solo além de assegurar a qualidade
do mesmo, propiciando maior sustentabilidade agricola (FERREIRA et al., 2009).

As Plant Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR) em tradugdo livre
Rizobactérias Promotoras de Crescimento em Plantas, representam subgrupo de
bactérias capazes de colonizar as raizes de vegetais e, assim, apresentam grande

aptidao para sua utilizacdo na agricultura (ZAGO et al., 2000). A relagédo antagbnica
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de espécies bacterianas sobre patdgenos, € uma importante estratégia do controle
biolégico, como algumas estirpes de P. fluorescens estando associadas ao estimulo
de crescimento de plantas, bem como no biocontrole de fitopatégenos (ZAGO et al.,
2000; RAMAMOORTHY et al., 2001; MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

Os patogenos de solo apresentam dificil controle, por vezes reduzem a
eficiéncia de praticas como rotagéo de cultura, melhoramento genético de cultivares e
aplicacao de fungicidas no controle de doengas nas raizes. Neste sentido, algumas
cepas de bactérias do género Pseudomonas e Bacillus sdo reconhecidas como
antagonistas, tendo em vista a agc&o sobre varios patdgenos de raiz, principalmente
fungos de solo, num amplo nimero de plantas cultivadas (HAAS; DEFAGO, 2005).

Sendo considerado um dos mais eficientes e conhecidos géneros entre as
RPCPs, o Azospirillum apresenta bactérias com a capacidade de incrementar o
crescimento das plantas através de diferentes mecanismos (BASHAN; De-BASHAN,
2005). Os promotores de crescimento podem colonizar diferentes 6rgaos das plantas,
deste modo promovendo efeitos benéficos, como estimular a germinagdo das
sementes, desenvolvimento de &rgaos reprodutivos bem como promogao do
crescimento, tanto da parte aérea quanto do sistema radicular, influenciando
positivamente no aumento da produtividade das culturas (DEY et al., 2004).

Segundo Vicente (2019), tradicionalmente os agricultores utilizam apenas um
género de bactéria na inoculagdo de sementes ou em sulco de plantio da soja. Quando
utiliza-se o efeito sinérgico de dois microrganismos busca-se melhorar os resultados,
superando os resultados de quando utilizados individualmente. Na co-inoculagédo, com
0 uso de Bradyrhizobium spp. Associado a Azospirillum spp., sdo combinadas cepas
ou espécies atuando em diferentes processos microbianos, de forma que os
beneficios combinados de cada uma resultem em maiores rendimentos (FARIA,
2021).

Deste modo, o presente trabalho tem como objetivo avaliar o potencial
antagonista da rizobactéria Pseudomonas fluorescens sobre os principais fungos de
solo que afetam a cultura da soja. Tal qual, sua eficiéncia como promotora de

crescimento em plantas de soja ou quando associadas ao Azospirillum brasiliense.
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2 JUSTIFICATIVA

A adesao por alternativas de manejo mais sustentaveis dentro dos cultivos é
uma condicdo que vem sendo discutida cada vez mais nos ultimos anos. O
biocontrole é alternativa que promove beneficios ao sistema, tanto na estabilidade
no que se refere ao meio ambiente, como no acréscimo da produtividade, pelo
controle de patdgenos e pragas causadores de doengas e danos em plantas.

Para o cultivo da soja, devido ao variado numero de patdégenos que
acometem a cultura, ainda ha muito a ser estudado sobre o uso do controle biolégico
e suas aplicagdes. Neste sentido, € importante que se pesquise sobre
microrganismos promissores, suas formas de acdo, seus efeitos antagOnicos e
potenciais de aplicagéo, para que possam vir a ser utilizados na cultura.

As rizobactérias atuam beneficamente em associagcédo as plantas destacando-
se por estimular o seu crescimento, favorecendo o desenvolvimento radicular, e com
isso, promovem melhor absor¢édo de agua, nutrientes, vigor e produtividade,
produgcdo de metabdlitos secundarios e podem vir a promover a resisténcia de
plantas a determinados microrganismos. Além de serem promissoras no controle de
outros microrganismos. Deste modo, promovem o melhor desenvolvimento da
cultura, sem a necessidade constante do uso de defensivos quimicos.

Ja existem relatos cientificos do uso de P. fluorescens no biocontrole de
fungos de solo (ALVAREZ et al., 2015). No entanto, no Brasil tal bactéria vem sendo
explorada como promotora de crescimento e solubilizadora de nutrientes, estando
carente de informagdes sobre seu possivel potencial no biocontrole de patégenos
de solo (BETTIOL, 1991; HAAS; DEFAGO, 2005).

Ainda se demonstrar potencial de biocontrole de fungos de solo que
acometem a cultura da soja, sua utilizagdo em associagcao com os inoculantes
Bradyrhizobium japonicum e Azospirillum brasilense pode ser uma alternativa de
sinergismo considerando a fixagdo biolégica de nitrogénio, solubilizagédo de
nutrientes, promogao de crescimento e controle de fitopatégenos. A associagdo
entre agentes bioldgicos promove maiores ganhos e melhores resultados na
eficiéncia destes no cultivo da soja.

O biocontrole por P. fluorescens tem como intuito o antagonismo sobre os

fitopatdgenos de solo que ocorrem na cultura da soja, bem como os demais
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beneficios da rizobactéria, quando associada com A. brasiliense, visando promover

o crescimento de soja e solubilizagdo de nutrientes.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial da bactéria P. fluorescens no controle de fitopatégenos

de solo que acometem a cultura da soja e na promogao de crescimento.
3.2 Objetivos especificos

e Auvaliar o potencial da bactéria P. fluorescens, no biocontrole dos fungos
Fusarium  tucumaniae, @ Macrophomina  phaseolina,  Sclerotinia
sclerotiorum, Phomopsis longicolla e Rhizoctonia solani, em condi¢cdes
in vitro.

e Avaliar o efeito da bactéria P. fluorescens na promocao de crescimento
da cultura da soja.

e Avaliar o efeito da bactéria P. fluorescens em associagcdo com a
bactéria Azospirillum brasilense na promogao de crescimento na cultura

da soja.
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4 REVISAO DA LITERATURA
4.1 Cultura da Soja

A soja [Glycine max (L.) Merril] pertencente a ordem Fabales, familia
Fabaceae, tribo Phaseoleae e género Glycine. A espécie é reconhecida como
principal produtora de grdos entre as leguminosas no que tange a produgédo e
comercializagdo mundial (BARBIERI; STUMPF, 2008). Segundo CHUNG; SINGH
(2008) a soja é originaria e apresenta domesticagdo no Nordeste do continente
asiatico, mais precisamente na China e regides adjacentes, sendo disseminada por
meio das navegacdes do Oriente para o Ocidente.

O primeiro relato da soja no Brasil foi na Bahia em 1882, sem éxito.
Aproximadamente uma década depois, foi cultivada pela primeira vez em Sao Paulo
no Instituto Agrondbmico de Campinas e a partir de 1908, melhores resultados foram
obtidos por pesquisadores japoneses, utilizando cultivares norte-americanas. Em
1914 no Rio Grande do Sul (RS), onde hoje € a Universidade Federal do Rio Grande
do Sul (UFRGS), estabeleceu-se o estudo e cultivo da soja. Entretanto, apenas em
1949 o desenvolvimento da cultura propiciou ao Brasil sua primeira exportagao
(CAMARA, 2012).

As primeiras cultivares de soja implantadas no RS foram estudadas para fins
de avaliar o seu desempenho como forrageira, ao invés de plantas produtoras de
graos para a industria. Até a década de 1960, o Estado do RS era o unico com
potencial produtor da cultura no Brasil, devido as exigéncias e caracteristicas das
variedades que foram introduzidas dos EUA (DALL'AGNOL et al., 2007).

Os graos da commodity sao amplamente utilizados como matéria prima em
diferentes processos do setor industrial, atualmente a soja tem grande influéncia sobre
as demais cadeias produtivas, por ser amplamente utilizada como matéria prima em
diferentes processos do setor industrial. Viabiliza a producdo da industria quimica e
alimenticia de produtos como leite de soja, farinhas, carne de soja, éleo vegetal, e
outros. Além disso, na produgdo de biodiesel que tem o dleo vegetal como principal
insumo. E ainda na utilizagdo do farelo de soja aplicado a nutricdo animal, promovendo
a formulacao de ragdes e abastecendo a cadeia de proteina animal (HIRAKURI et al.,
2014; AGEITEC, 2021).
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A cadeia produtiva da soja tem grande influéncia socioeconémica para o Brasil,
contribuindo para o desenvolvimento regional do pais. Promovendo empregos,
gerando riquezas, fontes de renda e o progresso de organizacdes de variados setores
econbmicos. Os quais, baseiam-se no complexo agroindustrial da oleaginosa, para
desenvolver suas atividades (HIRAKURI; LAZZAROTTO, 2014).

Conforme os dados do décimo levantamento da safra de gréos 2021/22, o
Brasil totalizou aproximadamente 124 milhdes de toneladas colhidas da oleaginosa,
apresentando uma reducdo de 10,2% em relacdo a safra anterior.r Com a
produtividade de 3.029 kg/ha, gerando uma redugéo de 14,1% comparado a ultima
safra. Ja a area de cultivo alcangou a marca de 40,9 milhdes de hectares, com
acréscimo de 4,5% quando comparado a safra 2020/21. A redugao da produgao total
na safra explica-se visto as baixas precipitacbées em influéncia do fendbmeno La Nina
na regido Sul e no estado do Mato Grosso do Sul (CONAB, 2022).

Dentre os principais fatores que contribuem para a ascensdo da producao
sojicola Hirakuri; Lazzarotto, (2014) citam |) a expansao da area de cultivo, que vem
aumentando continuamente. |l) aumento da produtividade, embora esta seja afetada
facilmente por diferentes estresses abiéticos que os campos sao expostos. Ill) suporte
tecnolégico da cadeia produtiva, que por sua vez influencia na criagéo e transferéncia
de informacdes, tecnologias e estratégias de manejo favoraveis a exploragdo de
maiores rendimentos, e por fim IV) a garantia de mercado, sustentada pela alta
liquidez do gréo. Deste modo, torna-se constante a busca por novas tecnologias
visando maiores resultados, levando em consideragdo as praticas que otimizem o
cultivo (NETO; SOUZA; MASCARO, 2018).

4.2 Doencgas de solo que acometem a soja

As doencgas estdo entre os principais fatores que restringem a produgéo e altos
rendimentos da cultura da soja. A expansao da cultura, promove a incidéncia das
doencas, entretanto, os niveis de danos variam conforme as condi¢cdes climaticas de
cada regido e ano de cultivo. Estima-se perdas anuais médias de produgdo em torno
de 15% a 20%. Contudo, se mal manejadas, algumas doengas podem levar a perdas
mais severas, proximas a 100% (EMBRAPA, 2011).

Existem diferentes patdgenos divididos em fungos, bactérias, virus e

nematoides, causadores de doengas na soja. No entanto, para que uma doenga
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ocorra no cultivo é necessario a inter-relagéo de patdgeno, hospedeiro e ambiente
(GRIGOLLI, 2014).

A cultura da soja pode ser afetada por diversos patégenos que habitam no solo,
dentre estes destacam-se entdo os fitopatdégenos do complexo Fusarium tucumaniae,
Macrophomina phaseolina, Sclerotinia sclerotiorum, Phomopsis longicolla e

Rhizoctonia solani.

4.2.1 Fusarium tucumaniae

A podriddo vermelha da raiz (PVR), também conhecida como sindrome de
morte subita, esta entre as doencas fungicas que acometem o cultivo da soja (AOKI;
O’DONNELL; SCANDIANI, 2005). Inicialmente o agente etiolégico causador da
doenca havia sido identificado como Fusarium solani (Mart.) Sacc. Um fungo
mitosporico Hifomiceto (ROY et al., 1989; RUPE, 1989). Posteriormente, sua

classificagcao foi modificada para Fusarium solani f. sp. glycines (ROY, 1997).

Contudo, estudo realizado posteriormente por AOKI; O’'DONNELL; SCANDIANI
(2005) mostraram diferengas pertinentes para a separagéo dos agentes causais em
quatro espécies de fungos que pertencem ao género Fusarium spp., sendo estes:
Fusarium brasiliense, Fusarium cuneirostrum, Fusarium tucumaniae e Fusarium
virguliforme. Todavia, no Brasil destaca-se a espécie F. tucumaniae (AOKI;
O’DONNELL; SCANDIANI, 2005; ARRUDA et al., 2005).

No Brasil a PVR foi verificada inicialmente no Estado de Minas Gerais na
safra 1981/82, no qual teve sua expansao para outras regides produtoras como sul
e regides altas do cerrado (ALMEIDA et al., 1997).

Os sintomas iniciais encontram-se na raiz principal, em uma regido localizada
logo abaixo do nivel do solo. Esta apresenta manchas de coloragao avermelhadas,
evoluindo para arroxeado e por fim negra, que envolvem toda a raiz. Essa necrose
manifesta-se no cortex, enquanto que o lenho apresenta coloragao castanho claro.
Quando exposto a alta umidade, ocorre a formagéo de anel vermelho na base da
haste, coberta por conidios de coloragdo bege. Esse acometimento da raiz pela
doenca acaba deteriorando rapidamente as raizes secundarias e ocasionando a

formacéo de folhas “carij” em plantas (ALMEIDA et al., 1997).
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4.2.2 Macrophomina phaseolina

A podriddao do carvao ou também chamada de podridao preta das raizes tem
como agente etiologico o fungo Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid. Esta
doenca se manifesta principalmente em altas temperaturas, entre 28°C e 35°C e,
em solos mal manejados (compactados), que dificultam a penetragdo das raizes,
tornando-as suscetiveis as condigdes de estresse hidrico (ALMEIDA et al., 1997;
ITO, 2013; ALMEIDA et al., 2014).

O primeiro relato de danos significativos da doencga na soja foi realizado por
FERREIRA et al. (1979), onde a falta de chuvas por mais de vinte dias nas principais
areas de producao do Norte e Oeste do Parana, provocou perdas de produtividade
superiores a 50%, principalmente em cultivares tardias.

O acometimento das raizes pode ocorrer desde o inicio da germinagéo e os
sintomas variam conforme a idade da planta. Quando as infecgbes ocorrem na
emergéncia, apresentam coloragdo marrom-avermelhada na regido do colo da
planta, sendo mais severas com condi¢gbes de umidade baixa e alta temperatura.
As plantas ja desenvolvidas infectadas mostram-se aleatorias na lavoura em forma
de reboleiras. As plantas que sobreviveram ao ataque inicial, denotam
amarelecimento no estadio de formagao das vagens, levando a murcha das folhas
que permanecem aderidas, porém caidas ao longo das hastes. Por fim, estas secam
e exibem coloragdo marrom escura. As raizes dessas plantas apresentam epiderme
deteriorada, com cor negra o que remete aos microesclerodios (ALMEIDA et al.,
2014).

4.2.3 Sclerotinia sclerotiorum

O promotor da doenca conhecida como mofo-branco é a Sclerotinia
sclerotiorum (Lib.) De Bary, caracteriza-se como um fungo de solo, ascomycota, e
patdégeno de varias culturas economicamente importantes, incluindo leguminosas
como soja, ervilha, feijdo e sementes de oleaginosas como a canola e girassol, entre
outras (HEGEDUS; RIMMER, 2005; SILVA, et.al., 2015). Tendo em vista o grande
numero de hospedeiros, o controle deste fitopatdgeno é bastante complexo, pois
este apresenta também estruturas de resisténcia no solo que dificultam seu controle
e manejo (KIM et al., 2011).
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Entre as estacdes, a S. sclerotiorum repousa no solo como esclerédios, uma
alternativa de sobrevivéncia as condigdes ambientais desfavoraveis. Os esclerddios
quando enterrados no solo e expostos as condicdes que atendam suas exigéncias
comegam a germinar e a produzir ascosporos responsaveis pela disseminagéo do
patégeno no campo (ATALLAH; YASSIN, 2020).

Para a cultura da soja, o periodo vulneravel ao patdégeno vai do estadio da
floracao plena aoinicio da formagaodas vagens, com o mofo-branco ocorrendo com
maior intensidade em temperatura amena 15°C a 21°C. A transmissdo deste
patégeno pode ocorrer por sementes, por meio de duas formas, por micélio
dormente ou por esclerédios misturados as sementes (HENNING et al., 2014).

As plantas infectadas por mofo branco, podem apresentar os sintomas tanto
nas folhas, vagens, ramos laterais e hastes. Entretanto, os sintomas s&o mais
presentes nas hastes, onde apresentam manchas aquosas de coloragdo castanho -
claro, que promovem a formacdo de micélio branco e denso. A medida que as
lesdes envelhecem, os micélios transformam-se em esclerddios negros, nos quais
podem ser formados tanto na parte interna do tecido infectado, como na superficie
dos orgaos vegetais durante condigdes de alta umidade. A disseminagao da doencga
ocorre rapidamente, uma vez que a doenca entra em contato com o hospedeiro, a
infeccdo pode propagar de uma planta para outra (BOLTON et al., 2006; HENNING
et al., 2014).

4.2.4 Phomopsis longicolla

O complexo Diaporthe/Phomopsis esta associado a doencas conhecidas na
cultura da soja, nos quais pode-se citar a seca da haste e da vagem, o cancro da
haste e a podriddo da semente (MORGAN-JONES, 1992). Neste contexto, a
decomposicao da semente por Phomopsis (PSD) na soja € causada principalmente
pelo fungo Phomopsis longicolla TW Hobbs (sin. Diaporthe longicolla) (HOBBS;
SCHMITTHENNER; KUTER, 1985)

Esta doenga (PSD) causa perda na qualidade germinativa das sementes e
no rendimento dos cultivos de soja, ocasionando ou direcionando a grandes perdas
de producdo. As sementes apresentam aspecto esbranquicado e sintomas como
enrugamento, alongamento e rachaduras (SINCLAIR, 1995). Ainda, ambientes

quentes e umidos, principalmente durante o periodo do enchimento da vagem até a
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colheita, podem favorecer o crescimento do patégeno e o desenvolvimento de
doengas (LI, 2011; BALDUCCHI et al., 1987; WRATHER et al., 2003).

4.2.5 Rhizoctonia solani

O damping-off ou tombamento € ocasionado pelo fungo basidiomiceto
habitante do solo Rhizoctonia solani Kuhn (teleomorfo: Thanatephorus cucumeris)
que causa doengas em muitas plantas de cultivo economicamente importantes em
todo o mundo (GONZALEZ et al.,, 2011). Na soja, essa doenga pode ocorrer em
qualquer estadio da cultura, sendo favorecida por solos compactados e periodos
chuvosos e frios (ITO, 2013).

Os sintomas dessa doencga apresentam-se na fase de plantula, ocorrendo o
estrangulamento do colo, proximo ao nivel do solo, o que acarreta na murcha e no
tombamento. No florescimento, as plantas infectadas apresentam podriddo aquosa
de cor castanha na haste. Ja as raizes tém cor castanho-escuro e cortex solto,
expondo o lenho. Por fim, as plantas morrem em reboleiras espalhadas pelo campo
(HENNING et al., 2014). O fungo é disseminado via semente e tem ocorréncia em

solos contaminados por esclerddios, além dos restos culturais (SARAN, 2013).

4.3 Pseudomonas fluorescens

As rizobactérias internacionalmente conhecidas como PGPR (Plant Growth
Promoting Rhizobacteria) cumprem diversos servigos relevantes ao meio ambiente,
beneficiam as plantas através do préprio organismo e apresentam-se como
alternativa promissora no uso como agente de controle biologico (VIEIRA JUNIOR
et al., 2013).

As PGPR rizobactérias fazem parte de um grupo muito amplo de
microrganismos, onde, incluem-se quaisquer bactérias que vivem na rizosfera e
afetam beneficamente o crescimento de uma ou mais espécies vegetais (SALA;
SILVEIRA; CARDOSO, 2007).

Segundo Ferreira et al., (2009) dentre as bactérias de solo, destacam-se as do
género Pseudomonas. Este género pertence a ordem Pseudomonadales e familia
Pseudomonadaceae (ANZAI et al., 2000), estando presentes na rizosfera, mostrando-
se versateis quanto a adaptacdo em diferentes ambientes e substratos, com
variabilidade no aproveitamento nutricional (FERREIRA et al., 2009).
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De acordo Hernandez (2000), as bactérias do género Pseudomonas se
sobressaem entre os microrganismos presentes na rizosfera, sendo capazes de
colonizar 6rgaos das plantas como tubérculos e raizes. Utilizam de exsudatos
radiculares e produzem ampla variedade de metabdlitos secundarios como
antibidticos, alcaldides, compostos organicos volateis e fitorménios, nos quais séo
toxicos aos microrganismos fitopatogénicos. Além disso, certas espécies, tém
capacidade de produzir compostos sideréforos que complexam o ferro presente em
baixas concentragdes na rizosfera, privando e inibindo o crescimento de outros
microrganismos como os fitopatdgenos (ROMEIRO, 2007; SHOWKAT et al., 2012;
EMBRAPA, 2021).

A rizobactéria P. fluorescens é classificada como gram-negativa, saprofita
com forma de bastonete (bacilo), retos ou razoavelmente curvos. Ainda, apresenta
pigmento fluorescente (fluoresceina), que reage a luz ultravioleta, tornando-se
facilmente visivel. Podem ser encontradas em ambientes aquaticos e no solo. A
temperatura ideal para seu desenvolvimento apresenta variagao entre 25°C a 30°C,
embora possa crescer com temperaturas de 5°C a 42°C. Exige pH neutro e nao
cresce perante condicdes acidas (ALVAREZ et al., 2015).

As P. fluorescens, sao amplamente utilizadas em diferentes culturas como
PGPR, em virtude do potencial em colonizar as raizes, promover o crescimento das
plantas, bem como sua agdo antagonista na insercdo e estabelecimento de
fitopatdgenos. Ainda, beneficiam na absor¢do de agua e nutrientes, promovendo as
plantas maior vigor, produtividade e tolerancia as condi¢gbes climaticas adversas
(Figura 1) (ALVAREZ et al., 2015).

Segundo Werra et al. (2009), a produgao de acido gluconico por P. fluorescens
esta envolvida no metabolismo dessa bactéria, seja na regulagdo da producédo de
compostos antimicrobianos quando associada a rizosfera ou como consequéncia

moderacao na interagdo com patogenos e agao de biocontrole da bactéria.
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Figura 1- Mecanismo de promog¢ao do crescimento das plantas por rizobactérias.
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Para Freitas e Vildoso (2004), a utilizacdo de PGPRs apresenta outras
vantagens, que estdo relacionadas na diminuicdo do uso de insumos quimicos na
agricultura de forma que beneficiam tanto no contexto econébmico quanto no

ecossistémico, levando em conta os problemas promovidos por tais produtos.
4.4 Azospirillum brasilense

Inicialmente classificado como Spirillum, o género passou por reclassificacao
sendo nomeado entdo de Azospirillum, junto a isso, a descricdo de duas espécies
conhecidas a Azospirillum lipoferum e Azospirillum brasilense (TARRAND et al.,
1978). Hoje encontram-se descritas mais de 14 espécies no género (HUNGRIA,
2011).

Abrangendo um grupo de vida livre de PGPR, as bactérias deste género podem
ser endofiticas facultativas, ou seja, apresentam uma fase do seu ciclo de vida
chamado bifasico, alternando entre plantas e ambiente (HARDOIM et al., 2008). E
ainda, podem ser encontradas em todos os lugares da terra (DOBEREINER;
PEDROSA, 1987; HUERGO et al., 2008).

Apresentaram destaque a partir da década de 1970, quando descoberto pela
pesquisadora da EMBRAPA, Dra. Johanna Ddébereiner (1924-2000), a capacidade de
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fixacao biolégica de nitrogénio (FBN), quando associadas com gramineas (HUNGRIA,
2011). Ainda, as bactérias diazotroficas do género Azospirillum além da FBN, s&o
capazes de produzir compostos promotores de crescimento em plantas ou induzir a
planta a produzir estes compostos (RODRIGUES et al., 2012).

Em estudos onde utilizou-se A. brasilense, pode-se evidenciar o efeito acido
positivo destas devido a aptiddo na producao de fitohormdnios como o acido indol-
acético (AlA), giberelinas e citocininas, compostos promotores de crescimento que
resultam no estimulo do crescimento radicular, possibilitando abranger um volume
mais amplo do solo (TIEN et al., 1979; FERLINI, 2006; MASCIARELLI et al., 2013).

Sadeghipour e Abbasi (2012), ao estudarem a inoculagéo de A. brasilense via
sementes de soja, observaram ganhos quando comparado a plantas nao inoculadas,
0 uso de A. brasilense promoveu produtividade de 466,9 g m? na auséncia de
inoculagdo obteve-se produtividade de 247,6 g m? ou seja, superioridade de 88,5%.
Cassan e Diaz-Zorita (2016), também relatam maior rendimento de grdos em soja
quando realizada a inoculagdo com A. brasilense.

Segundo Ferlini (2006), a co-inoculagdo em leguminosas consiste na utilizagao
de bactérias do género Bradyrhizobium e Azospirillum resultando em significativos
incrementos da nodulacdo bem como no crescimento radicular, proporcionando uma
ascensdo na absor¢cdo de agua e nutrientes, de tal modo, gerando ganhos na
produtividade (BRACCINI et al.,, 2016). O uso da co-inoculagdo na cultura da soja
possibilita um aumento no rendimento de até 13,3% quando comparada a nao
inoculada (SCHNEIDER et al., 2017).

A estimulagcdo da nodulagdo posterior a inoculacdo com A. brasilense pode
estar relacionada com o incremento na indugéo da produgdo de genes Nod, que sao
responsaveis pelo incremento de raizes laterais, a densidade de pelos radiculares e
pelas ramificagées dos mesmos (BURDMANN; HAMAQUI; OKON, 2000).

O aumento na produgao ocorre devido aos fatores supracitados bem como, a
maior fixagdo de nitrogénio atmosférico (N2) realizada pelas bactérias, e acao da
enzima nitrogenase produzida pelas mesmas, que reduz a ambnia e esta,
sequencialmente € transformada em compostos nitrogenados exportados para a
planta (FERLINI, 2006; PRANDO et al., 2019). Cabe salientar que nitrogénio (N) € o
nutriente requerido em maior quantidade pela cultura da soja. Exige-se mais de 80 kg
de N para cada tonelada de gréos produzidos (SEIXAS et al., 2020). Sendo entdo a

FBN a principal fonte do nutriente para a cultura.
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5 MATERIAL E METODOS
5.1 Caracterizagao da area experimental

O experimento foi conduzido junto ao laboratério de Bioquimica e ao
laboratério de Fitossanidade, da Universidade Tecnologica Federal do Parana,
Campus Dois Vizinhos (UTFPR-DV), localizada na regido Sudoeste do Estado do
Parana (25°41°35” S; 53°05'37” O).

5.2 Material experimental

A cultivar de soja utilizada no experimento foi a BS 1511 IPRO®, grupo de
maturagao 5.1 que possui habito de crescimento indeterminado, recomendada para
cultivo na regido sul (PR/SC/RS). Da marca de licenciamento de sementes de soja
SoyTech™ (BASF, 2022).

5.2.1 Obtencéo e cultivo dos fitopatdégenos

Os fitopatdgenos F. tucumaniae, M. phaseolina, S. sclerotiorum, P. longicolla e
R. solani foram obtidos da colecdo de microrganismos do laboratério de
Fitossanidade, da Universidade Tecnologica Federal do Parana- Campus Dois
Vizinhos, provenientes da EMBRAPA Soja. Os quais foram repicados, em camara de
fluxo laminar e cultivados em placa de Petri® no meio de cultivo BDA (batata, dextrose,
agar), e sequencialmente conservados em BOD a 25°C, com fotoperiodo de 12 horas

por um periodo de 7 dias (Fotografia 1).
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Fotografia 1- A) Repicagem dos discos de micélio dos microrganismos em camara de fluxo. B)
Discos dos microrganismos postos nas placas de Petri® em meio de cultura BDA. C) Placas
vedadas e acondicionadas em BOD sob fotoperiodo de 12 horas a 25°.

Fonte: Autoria propria (2022)

5.2.2 Obtencéo dos agentes biologicos

A bactéria P. fluorescens, utilizada para o estudo, € oriunda do produto
comercial PhosUp da Microquimica — Tradecorp, estirpe ATCC 13525,
concentragao bacteriana 2x108 UFC/mL.

Ja para a bactéria A. brasilense, utilizou-se o produto comercial AzzoFix® da
Microquimica — Tradecorp, indicado para co-inoculagdo em soja, uso conjunto de
Bradyrhizobium com A. brasilense (Cepas AbV5 e AbV6). Na concentragéo de 2,0
x 108 UFC/ml.

5.3 Delineamento experimental e tratamentos
5.3.1 Controle de patogenos

Para realizagdo do experimento seguiu-se o delineamento experimental
inteiramente casualizado (DIC), considerando para a variavel analisada 1: Controle de
patdégenos o total de 10 tratamentos, e dez repetigdes, cuja unidade experimental
correspondeu a placas de Petri®, utilizadas para avaliagcdo do confronto direto por

pareamento in vitro.

Os tratamentos constituidos por:
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T1= Testemunha Fusarium tucumaniae;

T2= Testemunha Macrophomina phaseolina;

T3= Testemunha Sclerotinia sclerotiorum;

T4= Testemunha Phomopsis longicolla;

T5= Testemunha Rhizoctonia solani;

T6= Pseudomonas fluorescens + Fusarium tucumaniae;

T7= Pseudomonas fluorescens + Macrophomina phaseolina;
T8= Pseudomonas fluorescens + Sclerotinia sclerotiorum;
T9= Pseudomonas fluorescens + Phomopsis longicolla e;

T10= Pseudomonas fluorescens + Rhizoctonia solani.
5.3.2 Promocao de crescimento

Do mesmo modo, para a variavel analisada 2: Promocdo de crescimento,
seguiu-se o DIC, e aplicacdo de 4 tratamentos, com quatro repeticdes, sendo a
unidade experimental um vaso de tubo de PVC, utilizado para avaliagdo de
crescimento de parte aérea e raizes.

Sendo os tratamentos constituidos por:

T1= Testemunha
T2= Azospirillum brasilense
T3= Pseudomonas fluorescens

T4= Azospirillum brasilense + Pseudomonas fluorescens.
5.4 Conducgao do experimento
5.4.1 Experimento - Confronto direto por pareamento

A avaliagao do confronto direto foi realizada em placas de Petri® de 9 cm de
didmetro que compreenderdo cada unidade experimental. Em placa estéril foram
vertidos 20mL do meio de cultura BDA (Batata — Dextrose e Agar) e apds sua
solidificagao, foi disposto a 1,5 cm na extremidade da placa, com auxilio de alga de
platina, um disco de micélio de 7 mm de didmetro dos fitopatégenos correspondentes

a cada tratamento adaptado de Solino et al. (2017). Na outra extremidade foi disposto
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um disco de 7 mm, do meio onde a bactéria P. fluorescens, descrita no item 6.3, estava
sendo cultivada. A testemunha entdo, sendo composta apenas do meio de BDA e o
disco de micélio do fitopatdogeno de cada tratamento, isento da bactéria (Fotografia 1).

As placas foram tampadas e sobre elas, com o auxilio de régua graduada em
milimetros, demarcou-se duas linhas, uma no sentido horizontal e outra no sentido
vertical, para acompanhar o crescimento micelial da colonia (Fotografia 2).
Posteriormente, as placas foram devidamente fechadas e vedadas, com papel filme e
acondicionadas em BOD com temperatura de 25 + 2 °C e fotoperiodo de 12 horas,
por um periodo de 7 dias (BOMFIM et al., 2010).

Fotografia 2- Unidade experimental composta do disco de micélio de testemunha de M.
phaseolina, apresentando os eixos x e y, utilizados para avaliar o crescimento micelial.

Fonte: Autoria prépria (2022).

O crescimento micelial dos fungos foi acompanhado diariamente, a cada 24h,
até que a testemunha circundasse completamente toda a placa. Para tal, foi utilizado
uma régua graduada em milimetros. Em cada placa por meio das duas medidas foi
realizado uma média do crescimento da colonia.

Para calcular o percentual de inibicdo do crescimento micelial (PIC), foi
utilizado a formula de MENTEN et al. (1976) onde:

PIC= (Crescimento da testemunha — Crescimento tratamento) x 100
Crescimento da testemunha

Também foi avaliado a presenca de halo de inibicdo, sendo determinado de
forma visual, considerando-se os niveis de inibicdo, nos quais serdo medidos com
auxilio de paquimetro digital, compreendendo em sem halo (nota 0) halo menor que 2

mm (nota 1) halo de 1 a2 mm (nota 2) e acima de 2 mm (nota 3).
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5.4.2 Promocgao de crescimento em soja

O experimento foi implantado em tubos de PVC (200mm x 70cm),
correspondentes as unidades experimentais, no dia 23 de novembro de 2021.
Inicialmente as sementes de soja foram inoculadas conforme os tratamentos T1=
Testemunha, sem inoculagédo, T2= Inoculagdo de Azospirillum brasilense, com dose
de 2 ml/ kg de semente, T3 = Inoculagdo de Pseudomonas fluorescens com dose de
2 ml/kg de semente e o T4= Inoculagdo de Azospirillum brasilense + Pseudomonas
fluorescens, com doses de 2 ml + 2 ml/kg de semente respectivamente. Foram
utilizados beckers para homogeneizar a mistura dos tratamentos e posterior
inoculacao.

Sequencialmente realizou-se a semeadura manual, cada vaso com capacidade
de 5L, preenchido com substrato comercial, sendo que quatro sementes inoculadas
com o respectivo tratamento foram postas para germinar por vaso, com espagcamento
de aproximadamente 5cm, de forma a promover a separacdo semelhante entre as
plantas. 20 dias apds a germinagdo, quando as plantas se encontravam no estadio
fenologico (V3- V4), foi feito o desbaste deixando-se duas plantas/vaso adaptado de
(Fotografia 3) (MASCARENHAS; TANAKA, 1995). A irrigagao foi feita manualmente,
fornecendo agua para as plantas até a capacidade de campo do solo (CC), a qual
manteve-se diariamente, no periodo da tarde. Entende-se por (CC) o limite superior
de retengao hidrica no solo, sendo a maxima quantidade de agua que 0 mesmo pode

reter sem causar danos ao sistema (MANTOVANI et al., 2009).

Fotografia 3 - A) Semeadura das sementes de soja em vasos realizada de forma manual,
correspondentes a cada tratamento. B) Plantas germinadas no estagio vegetativo V1. C) 20
dias apés a germinagao, plantas em V3-V4, momento de desbaste.

Fonte: Autoria prépria (2022).
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Seguindo a metodologia descrita por Mascarenhas e Tanaka (1995), com
algumas modificagdes, aos 50 dias apds a semeadura avaliou-se comprimento de
parte aérea, do sistema radicular, a massa verde da parte aérea e massa verde das
raizes, quando as plantas se encontravam no estadio fenolégico correspondente a
fase vegetativa (V8-V9) (SEIXAS et al.,, 2020). Para tal avaliagdo, as raizes foram
lavadas em agua corrente para remogédo do substrato aderido e separaram-se o
sistema radicular da parte aérea das plantas conforme (JUNIOR et al., 2021). Por fim,
as medidas foram realizadas sobre uma bancada, com o auxilio de uma régua
graduada em milimetros, obtendo-se as medidas médias correspondentes a cada
tratamento (Fotografia 4), onde na sequéncia avaliou-se a massa verde da parte aérea

e massa verde do sistema radicular.

Fotografia 4 - A) Plantas acondicionadas em bandejas posterior remogao de excesso de solo
aderido no sistema radicular, identificadas e separadas conforme os respectivos tratamentos.
B) Avaliacdo do comprimento do sistema radicular e da parte aérea.

Fonte: Autoria prépria (2022).

5.6 Analises estatisticas

Os resultados foram organizados em planilha e posteriormente submetidos
ao teste de normalidade de Lilliefors, ocorrendo ou ndo suas transformagdes. Em
seguida, os mesmos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), as médias
do crescimento micelial e promogao de crescimento agrupadas pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade, seguido da andlise de regressdo por meio do software
SASM-Agri:Sistema para andlise e separagdo de médias em experimentos
agricolas (CANTERI et al., 2001).
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6 RESULTADOS E DISCUSSOES

6.1 Controle de patégenos - confronto direto

Para o controle de patégenos por meio do confronto direto pode-se observar
que o isolado de Pseudomonas fluorescens nao apresentou potencial antagonista
sobre o crescimento micelial dos patégenos Macrophomina phaseolina, Sclerotinia
sclerotiorum, Phomopsis longicolla e Rhizoctonia solani. Entretanto, quando
confrontado com Fusarium tucumaniae a bactéria P. fluorescens apresentou inibicao
no crescimento micelial.

Pode-se perceber no grafico 1 que em relagéo a testemunha nas 192 horas,
houve reducéo do crescimento micelial de Fusarium tucumaniae de 13,26%, quando
confrontada com Pseudomonas fluorescens. Entretanto, nado apresentou a formacgéao
de halo de inibigdo. Resultados positivos também foram encontrados por Sottero et al.
(2006), quando estudaram a aplicacao de rizobactérias na cultura da alface (Lactuca
sativa) e obtiveram que alguns isolados de bactéria Pseudomonas fluorescens
apresentaram competicao in vitro contra Fusarium sp., de modo ndo determinado.

Grafico 1- Resultado do potencial antagonista de Pseudomonas fluorescens. Através do
confronto direto no controle biolégico in vitro de Fusarium tucumaniae em 192 horas de

avaliacao.
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Fonte: Autoria prépria (2022).
Notou-se em ensaio realizado in vitro a redugao no crescimento micelial entre

Fusarium tucumaniae no quinto dia de avaliagdo apds o inicio do experimento

(Fotografia 5).
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Fotografia 5 - Efeito de P. fluorescens na redugao do crescimento micelial in vitro dos
patoégenos A) Fusarium tucumaniae B) Macrophomina phaseolina C) Sclerotinia sclerotiorum.
D) Phomopsis longicolla e E) Rhizoctonia solani, em 120 horas apds o inicio das avaliagoes.

pe——

Fonte: Autoria prépria (2022).

No grafico 2, pode-se observar que nédo ocorreu a redugdo do crescimento
micelial de Macrophomina phaseolina quando realizado o confronto com

Pseudomonas fluorescens ao longo das 192 horas de avaliagéo.

Grafico 2- Resultado do potencial antagonista de Pseudomonas fluorescens. Através do
confronto direto no controle biolégico in vitro de Macrophomina phaseolina em 192 horas de

avaliagao.
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Fonte: Autoria prépria (2022).

Embora Pseudomonas fluorescens tenha se mostrado promissora para
utilizagdo no controle biolégico, chegando a inibir até 54,2% do crescimento micelial e

desenvolvimento de Macrophomina phaseolina, patdgeno causador da doencga
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podriddo do carvao na soja (SANTOS et al., 2010), no presente trabalho nenhuma
evidéncia torna significativa a eficiéncia da mesma em relagc&o ao desenvolvimento da

testemunha, pode-se observar também no ensaio in vitro (Fotografia 6).

Fotografia 6 - A) Potencial antagonista de P. fluorescens através do confronto direto, no
controle biolégico in vitro de Macrophomina phaseolina B) Potencial antagonista de P.
fluorescens através do confronto direto, no controle biolégico in vitro de Sclerotinia
sclerotiorum.

Fonte: Autoria prépria (2022).

Ao observarmos o grafico 3 pode-se verificar que no decorrer do experimento houve
uma redugao de crescimento micelial de Sclerotinia sclerotiorum, podendo ser
observado a partir das 72 horas apds o inicio do experimento. Contudo, quando
analisamos as 192 horas de avaliagado observa-se que Pseudomonas fluorescens nao
apresenta potencial antagonista sobre o patdgeno Sclerotinia sclerotiorum que nao
teve inibicdo do crescimento e circundou completamente toda a placa (Fotografia 6).
Sem a presenca de halo de inibicdo por parte de P. fluorescens. Entretanto, Aeron et
al. (2011), observaram potencial antifungico da estirpe PS1 de P. fluorescens que
provocou alteragdes morfolégicas nos micélios de S. sclerotiorum. Com potencial para

ser agente bioldgico no controle do patégeno.
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Grafico 3- Resultado do potencial antagonista de Pseudomonas fluorescens. Através do
confronto direto no controle biolégico in vitro de Sclerotinia sclerotiorum em 192 horas de

avaliacao.
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Fonte: Autoria prépria (2022).

O mesmo pode ser observado no (grafico 4) onde nas 96 horas posteriores ao
inicio do experimento, ocorreu uma redugao no crescimento micelial de Phomopsis
longicolla, todavia no oitavo dia de avaliagao, ou seja, nas 192 horas de experimento,
observa se que ndo houve a inibicdo do crescimento micelial do patégeno por parte

de P. fluorescens, bem como também nao apresentando o halo de inibig&o.

Grafico 4- Resultado do potencial antagonista de Pseudomonas fluorescens. Através do
confronto direto no controle bioldgico in vitro de Phomopsis longicolla em 192 horas de

avaliacao.
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Fonte: Autoria prépria (2022).

Nota-se no grafico 5, redugdo do crescimento micelial a partir das 120 horas

de avaliagdes, e quando comparado com a testemunha as 192 horas houve a
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reducao de 4,68% no crescimento de Rhizoctonia solani. Contudo ndo apresentou

potencial antagonista sobre o patogeno.

Grafico 5- Resultado do potencial antagonista de Pseudomonas fluorescens. Através do
confronto direto no controle biolégico in vitro de Rhizoctonia solaniem 192 horas de

avaliacao.
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Fonte: Autoria prépria (2022).

Os dados apresentados no grafico 5 demonstram que a estirpe de
Pseudomonas fluorescens utilizada no presente trabalho ndao apresenta potencial
antagonista ou de controle para o patégeno Rhizoctonia solani. Corroborando com a
pesquisa de Bagnasco et al. (1998), que estudaram a atividade antagbnica de
diferentes isolados de P. fluorescens oriundos da rizosfera de cornichdo (Lotus
corniculatus), contra os patdogenos Pythium ultimum e Rhizoctonia solani, causadores
de doengas em leguminosas. Dos isolados de P. fluorescentes testados, 12%
apresentaram atividade antagobnica in vitro, e destas trés cepas identificadas como
UP61, UP143 e UP148 reduziram a incidéncia das doengas causadas pelos
patégenos em testes in vivo.

Contraposto de Britez, Dominguez e Grabowski (2019), que ao estudarem P.
fluorescens como antagonista no controle biolégico de fungos patogénicos em
sementes de soja através da microbiolizagdo, obtiveram que a bactéria é eficiente e
reduz a intensidade do patdogeno R. solani em até 45,3% e tem suas justificativas
pautadas considerando os compostos antimicrobianos hidrossoluveis produzidos por
P. fluorescens. Ja Nandakumar et al. (2001) ao utilizarem P. fluorescens relataram ter
conseguido a indugdo de resisténcia sistémica a doenga causada por R. solani em

arroz.



38

6.2 Potencial na promogao de crescimento

A andlise de variancia mostrou que houve diferenga significativa entre os
tratamentos para promocgéo de crescimento levando em consideragdo as variaveis
estudadas (Tabela 1). Diante disso, os dados médios foram analisados sendo

apresentados na sequéncia.

Tabela 1- Promocao de crescimento em plantas de soja da cultivar BS1511 IPRO, avaliando as
variaveis: comprimento parte aérea (CPA), comprimento sistema radicular (CSR), massa verde
parte da aérea (MVPA), massa verde do sistema radicular (MVSR), oriundos de sementes
inoculadas com a bactéria Pseudomonas fluorescens e ou associadas com Azospirillum
brasilense. UTFPR, Dois Vizinhos — PR, 2022.

Tratamentos CPA(cm) | CSR(cm) | MVPA(g) | MVSR(g)
Testemunha 46¢ 57c 25¢ 19b
A. brasilense 53b 61b 34b 26a
P. fluorescens 59a 64b 33b 27a
A. brasilense +P. fluorescens 64a 67a 39a 29a
CV% 13,4 12,5 9,7 8,6

*Médias seguidas pela mesma letra e mesma coluna nao possuem diferenga estatistica pelo
teste de Scott Knott, a 5% de probabilidade.
Fonte: Autoria prépria (2022).

Para a variavel comprimento de parte aérea, o tratamento que apresentou
melhor desempenho foi a associacdo de Azospirillum brasilense + Pseudomonas
fluorescens, contudo, nao diferindo estatisticamente do tratamento isolado de P.
fluorescens. Tais tratamentos apresentaram ganhos significativos quando
comparados com a testemunha.

Quando tratamos de comprimento de sistema radicular e massa verde da parte
aérea, a associacao entre Azospirillum brasilense + Pseudomonas fluorescens
apresentou melhores resultados diferenciando dos demais tratamentos.
Proporcionando para soja significativos incrementos nas variaveis CSR e MVPA,
evidenciando bom desempenho quando se realiza a inoculacdo associada destes
microrganismos. Esses dados corroboram com a pesquisa de Pacentchuk et al.
(2020), que avaliou o efeito da co-inoculacao de bactérias promotoras de crescimento
na soja e observou resultados promissores ao estudar a co-inoculagédo com P.

fluorescens.
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Também verificado por Novinscak, Joly e Filion (2019), que a partir da
inoculagado de P. fluorescens via semente, evidenciaram a capacidade da bactéria em
aumentar a biomassa vegetal e o rendimento de déleo de sementes em soja e outras
culturas como a canola (Brassica napus L.). Ja Domingues et al. (2019), em seus
estudos verificaram que a inoculagcédo de Azospirillum brasilense, promove resultados
positivos no crescimento radicular (comprimento radicular e a massa seca da radicula
de soja).

Osresultados apresentados na associacao de P. fluorescens com A. brasilense
corroboram com os obtidos por Guimaraes et al. (2021) que ao associar co-inoculando
sementes de soja com P. fluorescens, Cepa ATCC 13525 e B. japonicum, junto
fertilizante fosfatado, constatou que P. fluorescens mostrou-se, agronomicamente
eficiente promovendo ganhos em crescimento e desenvolvimento da cultura, sendo
eficiente em disponibilizar fésforo para as plantas de soja, mantendo ou elevando a
produtividade. E quando associada, além de contribuir para a cultura, torna a
produgao agricola mais sustentavel.

Ja quando observamos os resultados obtidos para a variavel MVSR, a andlise
de variancia (tabela 1), apresenta que nao houve diferengas significativas entre os
tratamentos T2= A. brasilense T3= P. fluorescens T4= A. brasilense + P. fluorescens
respectivamente, entretanto esses trés tratamentos diferiram do tratamento
testemunha, onde ndo se realizou a inoculagéo.

Chiarini et al. (1997), por sua vez, ao estudarem P. fluorescens em plantas de
sorgo, obtiveram aumentos significativos tanto na massa da matéria fresca da parte
aérea como também da raiz. Ja para Gasoni et al. (2001) quando estudaram P.
fluorescens na cultura da alface alcangaram respostas positivas apenas em relagao a
massa da matéria fresca da parte aérea. E do mesmo modo, Bulegon et al. (2016)
obtiveram resultados promissores com a inoculagdo A. brasilense, na cultura da soja.

De acordo com Saharan e Nehra (2011), bactérias do género Azospirillum nao
detém preferéncias entre plantas cultivadas e esponténeas, diante do exposto essa
associagao pode contribuir beneficamente como promotora de crescimento. Neste
sentido, Hungria (2011), observou o potencial de incremento de raizes e altura das
plantas de milho quando realizada a inoculagdo com Azospirillum. Bem como, Cotrim
et al. (2016) que obteve que plantulas de trigo demonstraram beneficios no
crescimento da raiz, da parte aérea e matéria seca de parte aérea através do

tratamento via semente com acido humico em associagéo do Azospirillum brasilense.
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7 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos no estudo realizado, pode-se concluir que a
bactéria P. fluorescens possui acao na redugao do crescimento micelial de Fusarium
tucumaniae, no entanto quando confrontada com os patdégenos Macrophomina
phaseolina, Sclerotinia sclerotiorum e Phomopsis longicolla nao apresentou potencial
antagonista e reducao do crescimento micelial dos mesmos. Em todos os confrontos
realizados nao ocorreu a formacgao do halo de inibicao.

Houve incrementos positivos relacionados as variaveis estudadas para a
promocao de crescimento com as condigdes adotadas no presente estudo. Mostrando
que a associacao de rizobactérias como P. fluorescens e A. brasilense na cultura da
soja promove ganhos de comprimento de parte aérea e sistema radicular, bem como
incrementos na biomassa das plantas. Sendo essa associagcado positiva no tratamento

de sementes.
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8 CONSIDERAGOES FINAIS

No presente trabalho foi realizado o estudo preliminar em condigdes in vitro
referente ao potencial antagonista da bactéria P. fluorescens sobre patoégenos de solo
que acometem a cultura da soja. Bem como, sua utilizagdo como rizobactéria
promotora de crescimento para a cultura, seja em associagdo ou n&do com outros
agentes biolégicos potenciais.

Todavia, com base na revisdo da literatura notou-se que diferentes estirpes da
bactéria P. fluorescens tem potencial como antagonistas de patdgenos, apresentam
promissores resultados na promocao de crescimento em plantas e potencial de
solubilizagéo de foésforo do solo, fornecendo-o para as plantas. Contudo, condicbes
do ambiente em que estio inseridas podem contribuir moderando a sua agao como
antagonista. Neste sentido, surgem novas oportunidades de estudo que levam em

consideracao a area experimental, tentando assim a eficiéncia da mesma a campo.
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