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1 RESUMO

A ferrugem asiatica da soja, causada por Phakopsora
packyrhiz, se transformou na principal doenga da cultura apos a sua introdugdo no
Brasil, em 2001. O controle ¢ realizado, principalmente, com fungicidas quimicos. Com
relatos de populagdes do patdgeno resistentes a estas moléculas, bem como de impactos
negativos ao ambiente e a saide publica, é necessario que novos métodos de controle
sejam desenvolvidos. Entre esses, a utilizagdo de agentes de biocontrole e produtos de
origem vegetal surgem como potenciais ferramentas para o manejo da doenca. O
presente trabalho objetivou avaliar a eficiéncia de Bacillus subtilis — QST 713
(Serenade®), Bacillus pumilus — QST 2808 (Sonata®); Bacillus subtilis e Bacillus
licheniformis (Nemix®), bem como cada isolado desse produto individualmente;
isolados AP-3 e AP-51de Bacillus subtilis; 6leo de café obtidos de grios torrados (CT) e
crus (CC), nas concentragdes de 1% e 2% e nas concentragdes de 0,5% e 1% em mistura
com metade da concentragdo do fungicida a base de pyraclostrobin e epoxiconazol
(Opera®); além da testemunha (agua) e do fungicida, na concentra¢io recomendada e
metade dessa concentragdo, sobre a germinag¢do de ureddsporos do patdégeno e no
controle da ferrugem asiatica em folhas destacadas e plantas cultivadas em condi¢3es de
casa-de-vegetacdo e campo. Todos os ensaios foram conduzidos duas vezes, exceto nas
condigdes de campo, com a cultivar BRS316RR. Os isolados de B. subtilis QST 713 e
AP-3 e B. pumilus reduziram significativamente a germinagdo dos ureddsporos, assim
como os Oleos de café torrado e cru. Nos ensaios com folhas destacadas e em casa de

vegetacdo a inoculagcdo do patdogeno foi feita de forma artificial. Os isolados de B.



subtilis (QST 713, AP-3 ¢ AP-51) e o isolado de B. pumilus (QST 2808), assim como o
oleo de café reduziram a severidade da doenca no teste de folhas destacadas. Os
resultados dos ensaios em casa de vegetagdo apresentaram a mesma tendéncia dos de
folhas destacadas. No entanto, os tratamentos associados ao fungicida se destacaram na
reducdo da severidade da doencga e da desfolha. Em condi¢cdes de campo, a doenga
ocorreu de forma natural e as avaliagdes foram a cada 20 dias apds os primeiros
sintomas. Todos os tratamentos reduziram a severidade da doenga, exceto o isolado de
B. pumilus e B. subtilis (AP-3). No entanto, apenas os tratamentos com o6leo de café
torrado a 1% e 0,5% em mistura com o fungicida se aproximaram dos resultados

alcangados pelo fungicida na concentragdo recomendada.

Palavras-chave: Controle biologico, controle alternativo, produtos naturais, Glycine

max.
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2 SUMMARY

The Asian soybean rust, caused by Phakopsora packyrhiz, became the main disease of
the crop after its introduction in Brazil, in 2001. The control is performed mainly with
chemical fungicides. However, reports of the pathogen population resistant to these
molecules, as well as the negative impacts on the environment and public health require
the development of new control methods. The use of biocontrol agents and natural
products emerge as potential tools for the management of this disease. This study aimed
to evaluate the efficacy of Bacillus subtilis— QST 713 (Serenede®), Bacillus pumilus —
QST 2808 (Sonata®), Bacillus subtilis and Bacillus licheniformis (Nemix®), as well as
each isolated individual; Bacillus subtilis isolates AP-3 and AP-51; coffee oils obtained
from roasted (TC) and raw coffee beans (CC) at concentrations of 1% and 2%, and also
at concentrations of 0.5% and 1% in mixture with half of the fungicide pyraclostrobin e
epoxiconazol (Opera®) commercial dose; the control (water); and the fungicide, on
commercial dose and half of the dose, on the pathogen uredospores germination and
Asian soybean rust control in detached leaves, and plants grown under greenhouse and
field conditions. All tests were carried out twice with cultivar BRS316RR, excepted at
field conditions. The strains of B. subtilis QST 713 and AP-3, B. pumilus, and the coffee
oil significantly reduced the uredospore germination. The pathogen inoculation was
artificial in tests with detached leaves and greenhouse. The strains of B. subtilis (QST
713, AP-3 and AP-51) and of B. pumilus (QST 2808), and coffee oils reduced the
disease severity in detached leaf tests. The results of greenhouse tests showed the same

tendency of detached leaves. However, the treatments associated with fungicide



performed better reducing disease severity and defoliation. Under field conditions, the
disease occurred naturally and evaluations were carried out 20 days after the first
symptoms. All treatments reduced the disease severity, except the isolated of B. pumilus
and B. subtilis AP-3. However, only roasted coffee oil at 1% and 0.5% in mixture with

fungicide obtained results near to the fungicide commercial dose results.

Keywords: Biological control, alternative control, natural products, Glycine max.



3 INTRODUCAO

A soja (Glycine max (L.) Merrill) ¢ originaria da regido leste da
China e sua expansdo ocorreu devido a importancia desta leguminosa na alimentagio
humana e animal (BOREM, 1999). No Brasil, a soja foi introduzida por intermédio do
Professor Gustavo Dutra que iniciou seus estudos no ano de 1882 com variedades
importadas dos EUA (BONATO e BONATO, 1987). No entanto, foi apenas a partir da
década de 70, devido a demanda no mercado internacional e do interesse pelas
industrias de oleo vegetal, que o seu cultivo aumentou significativamente ano apos ano.
Atualmente, o Brasil destaca-se como um dos principais produtores mundiais de soja
gragas as altas produtividades.

Dentre as limitagdes do cultivo da soja, os problemas
fitossanitarios sdo relevantes, pois comprometem parte da atual producdo nacional.
Dentre as doencas incidentes na cultura, a ferrugem asiatica, causada pelo fungo
Phakopsora packyrhizi Sdy. & P. Syd., é considerada chave e merece destaque.
Relatada em 2001, a doenga trouxe prejuizos sem precedentes a produgdo nacional,
chegando a US$ 1,29 bilhdes na safra 2002/2003 (YORINORI ¢ LAZZAROTTO,
2004). A principal medida de controle utilizada € o uso de fungicidas (GODOY e
CANTERI, 2004). No entanto, o uso continuo destes produtos tem selecionado
populagdes menos sensiveis aos mesmos, tornando ainda mais problematico o manejo
da doenga. Com isso, existe uma demanda por outros métodos de controle da doenga.
Dentre estes, métodos alternativos mediante o uso de microrganismos e substincias
naturais, que possuem potencial para serem empregados em conjunto ou em

substituicdo aos fungicidas quimicos, estdo sendo desenvolvidos



Este estudo teve como objetivo avaliar o potencial de bactérias
do género Bacillus na germinag¢do de uredosporos e no controle da ferrugem asiatica da
soja, bem como avaliar a eficiéncia de produtos a base de déleo de café¢ e a sua
associagdo a um fungicida comercial na germinac¢do de uredésporos e no controle da

doenga.



4 REVISAO DE LITERATURA
4.1 A cultura da soja e o cultivo no Brasil

A soja é uma das culturas mais frequentemente cultivada em
todo o mundo. De ciclo anual, porte ereto e autdgama, a soja pertencente ao reino
Plantae, divisio Magnoliophyta, classe Magnoliopsida, ordem Fabales, familia
Fabaceae (Leguminosae), subfamilia Faboideaec (Papilionoideae) e género Glycine,
sendo Glycine max (L.) Merrill a espécie cultivada (SEDIYAMA, 2009).

O centro de origem da soja é o nordeste da Asia (China e regides
adjacentes) e a sua disseminagdo do Oriente para o Ocidente ocorreu por meio de
navegacdes (CHUNG e SINGH, 2008). No Brasil, o primeiro relato sobre a introduc¢io
da soja data de 1882, no Estado da Bahia, importada dos EUA pelo Prof. Gustavo Dutra
(BLACK, 2000). A partir de entdo, dentro do territorio nacional, a soja foi levada para
outras regides. No Estado de Sao Paulo, o Instituto Agronémico de Campinas
promoveu, em 1900, a primeira distribui¢do de sementes a agricultores da regido
(BONATO e BONATO, 1987). Em 1914, a soja foi introduzida no Estado do Rio
Grande do Sul, local onde melhor se adaptou, pois encontrou condigdes edafoclimaticas
mais proximas as dos EUA (BONETTI, 1981). No entanto, a produ¢do comercial no
Rio Grande do Sul iniciou por volta de 1935, cuja finalidade inicial foi a alimentagdo
suina (SEDIYAMA, 2009). A partir da década de 1960, a produgio de soja tornou-se
economicamente importante e foi responsavel pela ampliagdo da fronteira agricola em
todo o pais. Com baixo preco das terras e subsidios oferecidos pelo governo, a soja,

juntamente a outras culturas, foi introduzida a regido do cerrado (ALVES et al., 2003)



No Brasil, a soja ¢ considera uma fonte de proteina e 6leo de
boa qualidade e baixo custo e esta entre as culturas mais importantes em fungdo de seu
alto valor socio-econdmico e pelas aplicagdes de seus produtos e subprodutos e
consequente expressdo no mercado interno e internacional (ALMEIDA et al., 2005). A
produgdo brasileira é destaque no mercado internacional e alcangou, na safra
2011/2012, 66,38 milhdes de toneladas (CONAB, 2012). Diversos fatores séo
responsaveis pelo aumento constante da produgdo nacional, dentre os mais importantes,
o melhoramento genético, com desenvolvimento de cultivares adaptados as diferentes
condigdes edafoclimaticas (BONETTI, 1981; YORINORI, 2002). Estima-se que até
2020, o Brasil passe a ser o maior produtor mundial, ultrapassando a marca de 100
milhdes de toneladas (VENCATO et al., 2010). Este aumento pode ser atribuido ao
aumento da demanda internacional € ao consumo interno dos produtos e subprodutos da
soja, tecnologias empregadas no cultivo e aumento da area cultivada (LAZZAROTTO e
HIRAKURI, 2010). O principal estado produtor ¢ o Mato Grosso, seguido do Parana e
Rio Grande do Sul (CONAB, 2012).

O desenvolvimento fenoldgico da cultura pode ser dividido em
duas fases: Vegetativa (V) e Reprodutiva (R). As subdivisdes ou estadios da fase
vegetativa sdo designados numericamente como V1, V2, até Vn, salvo os dois primeiros
estadios, conhecidos como Ve (emergéncia) ¢ Ve (estadio de cotilédone). O ultimo
estadio vegetativo é conhecido como Vn, onde “n” representa o numero de nds
vegetativos. Este valor (n) varia em funcfo das diferengas entre as variedades e as
condi¢bes ambientais. Todos os nos acima dos unifoliolados sdo alternados, ocupam
diferentes posi¢cdes no caule e possuem (ou possuiam) folhas trifolioladas. As folhas
jovens possuem foliolos que, no inicio de seu desenvolvimento, se assemelham a
cilindros. Ao se desenvolverem, os foliolos se desenrolam e os bordos se separam até a
abertura completa dos mesmos. Uma folha é considerada completamente desenvolvida
quando esta totalmente aberta ¢ os bordos dos foliolos da folha do n6 imediatamente
acima ndo mais se tocam. A fase reprodutiva conta de oito subdivisdes e suas
representagdes também sio numéricas, subdivididas em quatro partes que descrevem o
florescimento (R1 e R2), o desenvolvimento da vagem (R3 e R4), o desenvolvimento da

semente (R5 e R6) e a maturagéo da planta (R7 e R8) (FEHR ¢ CAVINESS, 1977).



4.2 Ferrugem asiatica da soja

Constatada no Paraguai e no Estado do Parana, no ano de 2001,
a ferrugem asiatica da soja encontra-se disseminada por todo o pais, passando a ser,
desde entdo, o principal problema fitossanitirio que incide na cultura da soja
(YORINONI ¢ LAZZAROTTO, 2004).

A ferrugem asiatica da soja € causada pelo fungo Phakopsora
pachyrhizi que pertence ao filo Basidiomycota, classe Pucciniomycetes, ordem
Pucciniales e familia Phakopsoraceac (INDEX FUNGORUM, 2013). Os fungos da
Ordem Pucciniales s3o conhecidos como ferrugens, devido aos esporos
vermelhos/alaranjados que produzem durante a reproducdo assexual. As ferrugens
ocorrem em muitas espécies de plantas parasitando-as, também sendo comum
parasitarem apenas um unico hospedeiro (VOEGELE e MENDEGEN, 2003). Como
todos os agentes causais das ferrugens, o fungo P. pachyrhiz ¢ um parasita obrigatdrio
e sua manutencdo no ambiente depende de hospedeiros vivos. Na falta da soja no
campo, sua sobrevivéncia ¢ dependente de hospedeiros alternativos como feijdo e
plantas voluntarias (JACCOUD-FILHO et al., 2006).

A dispersdo do patégeno ocorre, principalmente, pelo vento,
podendo atingir grandes distancias. Os ureddsporos, produzidos na fase uredinial,
constituem o indculo responsavel pelas epidemias, pois sdo facilmente removidos das
urédias quando as folhas estdo secas, geralmente, durante o dia e carregados pelo vento
(REIS et al., 2006). Os uredosporos de P. pachyrhizi medem 15-24 x 18-34 um, sdo
ovoides a elipsdides com paredes de 1 um de espessura, densamente equinulados e
variando de incolor a castanho opaco (SINCLAIR e HARTMAN, 1999). Phakopsora
pachyrhizi possui teliosporos organizados em duas a sete camadas, com coloracdo
marrom amarelado, espessura em torno de 1 pm ou levemente mais grossa na regido
superior ¢ com até 3 um de espessuras nas células das camadas apicais, sendo esta a
principal caracteristica, além da técnica de PCR (SOUSA et al., 2007; FREDERICK et
al., 2002), para diferenciar a ferrugem asiatica (P. pachyrhiz) da ferrugem americana
(Phakopsora meibomiae), sendo a tultima considerada menos agressiva, limitada a
regides de temperaturas mais amena ¢ de menor importincia (ONO et al., 1992;

CARVALHO JUNIOR e FIGUEREDO, 2000).
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Apobs a deposicdo do esporo nas folhas sadias, ocorre a sua
germinacdo e penetragdo pelos estomatos, onde sdo formados os apressorios (DEISING
et al., 2000). A formagdo do apressorio ocorre de 4 a 6 horas apds a inoculacdo
(ZAMBENEDETTI et al., 2007). Além da penetragdo por estomatos, ¢ observada
também penetragdo direta pelas células da epiderme (GOELLNER et al., 2010). Esta
penetracdo ocorre nas jungdes destas células e a formagio do apressorio nem sempre €
observada (ZAMBENEDETTI et al., 2007).

A ferrugem asiatica da soja ¢é classificada como uma doenga
policiclica, pois este patdégeno apresenta varios monociclos durante o cultivo no campo
(AGRIOS, 2005). Estudos epidemiologicos demonstraram ser necessario, em condi¢des
controladas, no minimo seis horas de molhamento foliar continuo para que ocorra a
infecgdo sob temperatura entre 18 °C a 22 °C (ALVES et al., 2006). Melching et al.
(1979) mostraram que a doenga é favorecida em temperatura variando de 15 °C a 28 °C
e alta umidade relativa. Temperaturas acima da faixa favoravel a infeccdo afetam
negativamente a germinagcdo dos esporos e, por consequéncia, a taxa de
desenvolvimento da doenga (KOCHMAN, 1979; MESQUINI et al., 2011b). De
maneira geral, as condigdes adequadas para o desenvolvimento da cultura também séo
favoraveis para o desenvolvimento da doenca (ALVES et al., 2006).

Além dos fatores inerentes ao ambiente, Godoy et al. (2003)
mostraram, ao acompanhar o progresso da doenga em 18 cultivares, que a época de
semeadura influencia no progresso da doenga. Concluiram que nas cultivares semeadas
em novembro a doenc¢a iniciou no estadio R5 (formagdo de sementes) ¢ nas mesmas
cultivares semeadas em dezembro a doenca iniciou em R3 (formacdo de vagens),
observando assim maior severidade, atribuida a maior concentragdo de indculo inicial
no campo.

O progresso da doenca esta intimamente relacionado ao periodo
de laténcia. O periodo de laténcia compreende o momento da deposi¢do do esporo até
ao aparecimento dos sinais, no caso da ferrugem asiatica da soja, a esporula¢do. Estudos
mostraram um periodo de laténcia de 30, 10 e 12 dias, respectivamente, para as
temperaturas de 10, 20 e 28 °C (ALVES et al., 2006). Segundo os mesmos autores, 0
periodo de laténcia tende a aumentar conforme a temperatura se distancia do ponto

ideal.
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Fatores proprios do hospedeiro também influem na doenga.
Melching et al. (1988) verificaram variagdo na infec¢do em funcio da idade das folhas.
As folhas mais novas foram mais suscetiveis quando comparadas as mais velhas. Folhas
em plantas mais novas, na mesma posi¢do em plantas mais velhas, mostraram-se mais
suscetiveis. Estes dados diferem dos apresentados por Furtado et al. (2009), porém a
diferenca pode estar atribuida as diferentes cultivares utilizadas. A maior suscetibilidade
das folhas mais velhas pode ser atribuida aos maiores periodos de molhamento
proporcionados pelo microclima e menor irradiagdo incidente nas folhas baixeiras das
plantas de soja, uma vez que a radiacdo pode comprometer a germinagdo dos
uredésporos (ISARD et al., 2006). Estas condigoes podem explicar o desenvolvimento
da doenga no sentido base-apice das plantas de soja, em condigdes de campo.

Apesar desta conhecida ascensdo da doenga, os sintomas da
ferrugem asiatica da soja podem aparecer em qualquer momento do ciclo fenoldgico da
cultura e atingir diferentes partes da planta, como cotilédones e hastes, sendo as lesdes
foliares as mais conhecidas (ALMEIDA et al., 2005; AZEVEDO et al., 2007). Com a
manifestacdo inicial da doenca, ¢ possivel observar, no tecido das folhas, areas
cloroticas, geralmente encontradas em folhas do baixeiro quando as plantas estfo
proximas ou apés o florescimento (REIS et al., 2006). Com a evolugdo da doenca, as
urédias adquirem uma coloragdo que varia de castanha a marrom-enegrecida, as quais
rompem a epiderme para liberagdo dos ureddsporos (SINCLAIR e HARTMAN, 1999).

A coloragio das lesdes varia com a idade e a interagdo com o
hospedeiro, por isso sdo classificadas como do tipo castanho clara com muitos soros
urediniais ¢ abundante esporulagdo (TAN) ou castanho avermelhada com poucos soros
urediniais € com pouca ou nenhuma esporulacdo (RB - Reddish Brown), sendo a ultima
comum em materiais com genes de resisténcia (BONDE et al., 2006).

A ferrugem asiatica da soja reduz a atividade fotossintética pela
destruicdo dos tecidos foliares, causando desfolha prematura e reducdo do ciclo da
planta, impedindo a plena formagdo dos grdos. De acordo com Yang et al. (1991),
quanto mais cedo a doenca atingir a cultura e causar desfolha, menor serfio os grios e
maiores as perdas na producdo. Essas perdas variam de 10% a 90%, dependendo das
condig¢des climaticas ¢ do manejo da cultura (YORINORI et al., 2005). No Brasil, desde
0 seu surgimento, a ferrugem asiatica da soja tem causado danos sem precedentes a

producdo, com perdas estimadas de até 80% (YORINORI et al., 2004).
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Para o manejo da doenga recomenda-se: utilizagdo de cultivares
precoces; semeaduras no inicio da época recomendada para cada regido; evitar o
prolongamento do periodo de semeadura; eliminacdo de plantas voluntarias e respeito
ao vazio sanitario para diminuir o indculo na safra seguinte; uso de variedades de
resistentes, além da aplicagdo preventiva de fungicidas, uma vez que a resisténcia pode

ser quebrada devido a variabilidade natural do patdgeno (HENNING et al., 2010).

4.3 Controle alternativo de ferrugens

Dentre as doengas que afetam as plantas cultivadas, as doengas
conhecidas como ferrugens assumem grande importdncia. As ferrugens sdo assim
denominadas em razdo das lesdes amareladas e de aspecto ferruginoso que aparecem
nos hospedeiros atacados. Estas lesdes, também referidas como pustulas, sdo
constituidas, na maior parte, por estruturas reprodutivas do fungo, que emergem do
tecido vegetal doente através do rompimento da epiderme dos hospedeiros. Os
patdgenos responsaveis pelas ferrugens pertencem ao grupo dos Basidiomicetos, ordem
Uredinales, que atuam como parasitas obrigatorios e ndo apresentam fase saprofitica em
seu ciclo de vital (CUMMINS e HIRATSUKA, 2003; KIMATI et al., 2005).

As ferrugens sdo causadas por mais de 5.000 espécies de fungos,
distribuidos em cerca de 130 géneros. Alguns destes, sdo reconhecidos desde a
antiguidade e podem ter efeitos devastadores na cultura incidente. Estas doengas causam
danos a diversas gramineas de importancia como trigo, cevada, milho e cana-de-agucar,
além de danos em café, soja, feijdo, plantas ornamentais, frutiferas e horticolas. As
plantas doentes tem seu processo fotossintético afetado tanto pela retirada de nutrientes
promovida pelo fungo como pela destrui¢do da area foliar, decorrente da formacio de
pustulas e da desfolha precoce (KIMATI et al., 2005).

Devido a dificuldade de obten¢do de variedades resistentes a
estes patdgenos, os fungicidas se constituem na principal ferramenta no manejo das
ferrugens incidentes em algumas culturas como café, feijao e soja (ZAMBOLIM et al.,
1997; MODESTO et al., 2005; GODOY et al., 2007). No entanto, o uso indiscriminado
dos fungicidas tem selecionado populagdes com resisténcia a estas moléculas, como
demonstrado por Valencio (2012), que verificou aumento da DLsy para algumas
populagcdes de P. pachyrhiz. Por pressionar a sele¢cdo de patdgenos resistentes, o uso

frequente de fungicidas pode agravar os problemas com outras doengas e pragas, por
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causar desiquilibrio na microbiota e prejudicar o controle biologico natural (GUZZO et
al., 2001). Além disso, aos agrotoxicos sdo atribuidos problemas de ordem ambiental,
como contaminagdo dos alimentos, do solo, da 4gua e dos animais e a intoxicacdo dos
agricultores (MORANDI e BETTIOL, 2009).

Para a cultura do café, Maffia et al. (2009) discutiram sobre o
controle biologico da ferrugem (Hemileia vastatrix) ocorrendo através de diferentes
mecanismos: hiperparasitismo por Lecanicillium lecani; antibiose por Beauveria
bassana, Lecanicillium lecani, espécies de Bacillus, principalmente B. thuringiensis e
B. aubtilis; e inducdo de resisténcia pela aplicagdo de suspensdo de ureddsporos
inativados de H. vastatrix, suspensdo de Saccharomyces cerevisiae, B. thuringiensis,
Pseudomonas spp., além da induc¢fio de resisténcia por rizobactérias e fungos
micorrizicos. Neste patossistema, os resultados alcangados no controle da doenga, com
agentes de controle bioldgico, foram semelhantes ao uso de fungicidas, também em
condi¢des de campo (HADDAD et al., 2009). No entanto, os resultados obtidos com o
controle alternativo da ferrugem do cafeeiro, mediante utilizacdo de produtos vegetais,
como extrato aquoso de casca de café, nim e extrato alcodlico de tomilho, sfo
inconsistentes e, apesar dos resultados positivos alcancados em condigdes controladas,
ha falta de dados sobre a eficiéncia a campo e a padronizacdo de metodologias para
formulagdo de produtos de origem vegetal (COSTA et al., 2007; CARVALHO et al.,
2012).

A ferrugem do feijao causada por Uromyces appendiculatus
pode causar danos na ordem de 45% (JESUS-JUNIOR et al., 2001). Como controle,
além dos bons resultados obtidos pelos fungicidas (MODESTO et al.,, 2005), ha
resultados animadores que envolvem os principais mecanismos de a¢do dos agentes de
controle biologico: antibiose por B. subtilis, Bacillus sp., Streptomyces sp. e
Trichoderma harzZianum (BETTIOL et al, 1992; WAGACHA et al., 2007;
BURMEISTER e HAU, 2008) ¢ indugédo de resisténcia por Pseudomonas fluorescens e
Pseudomonas putida (ABEYSINGHE, 2009), além do efeito direto dos metabolitos e
das células de B. subtilis sobre os ureddsporos deste patdgeno (MIZUBUTI et al.,
1995). Estes resultados demonstram a viabilidade da utilizagdo do controle alternativo
neste patossistema.

Na cultura da soja, a falta de variedades resistentes a P.

pachyrhiz faz com que o uso de fungicidas seja a principal ferramenta no manejo desta
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doenga (GODOY e CANTERI, 2004; GODOY et al, 2007). Apesar do controle
alternativo ndo ter sido estudado em detalhes neste patossistema (GOELLNER et al.,
2010), alguns estudos foram realizados e indicam o potencial de agentes de controle
bioldgico e produtos de origem vegetal para o controle desta doenga.

Simplicillium lanosoniveum ¢ um hiperparasita e pode ser
encontrado em lavouras de soja, onde ndo sdo utilizados fungicidas, colonizando urédias
de P. pachyrhizi (WARD, 2011). Em estudo mais detalhado, Ward et al. (2012)
observaram os efeitos de inocula¢des de S. lanosoniveum sobre a ferrugem asiatica da
soja. Os autores observaram que, em condi¢cdes controladas, este agente de controle
biolégico reduziu em até quatro vezes o nimero de urédias nas folhas, com um aumento
das lesdes do tipo “RB”, ou seja, de menor esporulagdo, além de diminuir a germinacio
de esporos. Em condi¢des de campo, apesar da flutuagdo populacional do agente de
controle biologico, demonstrando dependéncia das condigdes climaticas, a severidade e
a presenca de P. pachyrhiz foram reduzidas com inoculagdes de S. lanosoniveum
Outros trabalhos envolvendo fungos hiperparasitas apontam Verticillium psalliotae
(SAKSIRIRAT e HOPPE, 1991); Verticillium lecani (SAKSIRIRAT et al., 1996) ¢
Trichothecium roseum (SANGIT e JHA, 2002) como potenciais agentes de controle
bioldgico da ferrugem asidtica da soja.

Jahagirdar et al. (2012) demonstraram que os extratos de
Adathoda vasica, Prosopis juliflora, 6leo de Pongamia pinnata ¢ éleo de nim em
mistura com a urina de vaca proporcionam um rendimento monetario liquido superior
ao da testemunha. Apesar da maior eficiéncia do fungicida quimico, os produtos
alternativos podem compor um programa de manejo desta doenga e auxiliar na reducgfo
da dependéncia dos fungicidas. Ndo se pode esperar que inicialmente o controle
alternativo substitua o controle quimico da ferrugem asiatica da soja de forma
significativa (GOELLNER et al., 2010). No entanto, novos métodos integrados ou nao

ao controle quimico sdo necessarios ao manejo desta doenga.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Origem e manutenc&o do in6culo

Sementes da variedade de soja BRS 316, suscetivel ao patdégeno,
foram semeadas em vasos plasticos de 2,5 litros contendo mistura de substrato (casca de
pinus + carvio) e terra oriunda de uma area de cultivo (1:1). Os vasos foram mantidos
em casa de vegetacdo, onde foi instalado um sistema de aspersdo que garantia um
molhamento foliar superior a 8 horas no periodo noturno. O indculo inicial foi cedido
pela Embrapa Soja. Folhas de soja infectadas por P. pachyrhizi foram friccionadas nas
folhas de soja dos vasos da casa de vegetacdo e, em seguida, o sistema de aspersdo foi
ativado para aumentar as chances de infeccdo (ALVES et al, 2006). Apds
desenvolvimento da doenca, novas plantas de soja em diferentes estadios fenologicos,
foram expostas ao ambiente com o patdogeno, garantindo assim uma grande quantidade

de indculo que podiam ser recolhidos de plantas com lesdes recentes.
5.2 Produtos alternativos avaliados
Os produtos alternativos avaliados foram os originarios de

agentes de biocontrole e 6leos de café, além da testemunha e do fungicida comercial

(Tabela 1).
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Tabela 1. Codigo atribuido, ingrediente ativo, nome comercial, empresa e concentragdo

utilizada dos produtos avaliados.

Codigo Ingrediente ativo Ic\i)(;rr:::r:cial Empresa Co:;ﬁgzgao

SE Bacillus subtilis (QST 713) Serenade  Agraquest 10°

SO Bacillus pumilus (QST 2808) Sonata Agraquest 10°

Bacillus subtilis + Bacillus

BS+BL licheniformis Nemix Chr. Hansen's 10°

BS Bacillus subtilis Chr. Hansen's 10°

BL Bacillus licheniformis Chr. Hansen's 10°
Embrapa Meio

AP-3 Bacillus subtilis Ambiente 10°
Embrapa Meio

AP-51 Bacillus subtilis Ambiente 10°
Embrapa Meio

CT 1% Oleo de café torrado Ambiente 1%
Embrapa Meio

CT 2% Oleo de café torrado Ambiente 2%
Embrapa Meio

CC 1% Oleo de café cru Ambiente 1%
Embrapa Meio

CC 2% Oleo de café cru Ambiente 2%

1F Piraclostrobina + epoxiconazol Opera Basf 0,66 + 0,25 g/L

0,33+ 0,125

0.5F Piraclostrobina + epoxiconazol Opera Basf g/L

CT 1% + Oleo de café torrado + 1% + 0,33 +

0.5F Piraclostrobina + epoxiconazol 0,125 g/L

CT 0.5% + Oleo de café torrado + 0,5% + 0,33 +

0.5F Piraclostrobina + epoxiconazol 0,125 g/L

CC 1% + Oleo de café cru + piraclostrobina 1%+ 0,33 +

0.5F + epoxiconazol 0,125 g/L

CC 0.5% Oleo de café cru + piraclostrobina 0,5% + 0,33 +

+0.5F + epoxiconazol 0,125 g/L
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O O6leo de café foi obtido pela compressdo dos grios de café
torrados ou crus em uma prensa extrusora a frio (cold press expeller). O dleo foi
separado da massa de gréos e filtrado em filtro prensa e embalado. Estes procedimentos
foram realizados pela empresa Linax de Aragatuba, SP. Estes 6leos foram formulados e
0 processo encontra-se em fase de patente.

Os isolados AP-3 e AP-51 de B. subtilis foram repicados de
tubos de ensaio para 10 placas de Petri contendo BDA (Batata, dextrose e agar) pelo
método das estrias. Apds cinco dias, a cada placa foram adicionados 10 mL de 4gua
destilada esterilizada e com auxilio de uma al¢a de Drigalski as colonias de células de
Bacillus foram raspadas. O contetido formado das 10 placas de Petri foi homogeneizado
e 10 mL transferidos para Erlenmeyer de 500 mL contendo 250 mL do meio GPL
(glucose — 10 g; peptona — 10 g; extrato de levedura — 5 g; NaCl — 3g; KH,POs— 1 g;
Mg SO4.7H,0 - 0,5 g; agua destilada — 1000 mL, pH — 6,0). Os frascos foram mantidos
em mesa agitadora em temperatura ambiente por 10 dias. A concentragdo obtida de
unidades formadoras de colonia (UFC) foi de 1,1 x 10° UFC. A determinagdo da UFC
foi realizada através de dilui¢do seriada e plaqueamento, conforme Bettiol et al.

(2012b).

5.3 Germinacao de ureddsporos

Os estudos para avaliar o efeito dos produtos alternativos sobre
a germinagdo de uredosporos de P. pachyrhiz foram realizados em condi¢des
controladas. Folhas de soja com lesdes recentes foram coletadas e, com auxilio de um
pincel e uma cartolina, os uredésporos foram recolhidos. Uma aliquota de 10 pL de uma
suspensdo contendo 1 x 10° uredésporos/mL foi depositada em uma lamina de vidro,
juntamente a uma aliquota de 10 pL contendo o dobro da concentracéio de cada produto
apresentado anteriormente, para assim ser obtido uma gota de 20 pL com as doses
exatas dos produtos estudados. As laminas foram colocadas no escuro por 4 horas a uma
temperatura de 22 + 2 °C e o processo de germinagdo foi interrompido com a adi¢do de
10 pL de lactofenol. O nimero de ureddsporos germinados foi avaliado em 100
uredosporos por repeticdo (SOARES et al., 2008). Os ureddsporos foram considerados

germinados quanto o tubo germinativo foi maior que o diametro do ureddsporos. O
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delineamento experimental foi inteiramente casualizado com trés repeti¢des, sendo cada

repeti¢do constituida por uma ldmina de vidro com dois campos de analise.

5.4 Avaliacdo da eficiéncia em folhas destacadas

A metodologia utilizada foi adaptada da proposta pelo Comité
de Acdo a Resisténcia a Fungicida (Fungicide Resistance Action Committee — FRAC)
(SCHERB ¢ MEHL, 2006). Dez sementes da cultivar BRS 316 RR foram semeadas em
vasos plasticos de 2,5 L contendo substrato (casca de pinus + carvo) e terra oriunda de
uma area de cultivo (1:1). Os vasos foram mantidos em casa de vegetacdo e, apos a
emergéncia, foram mantidas as trés plantulas mais vigorosas. Apos o desenvolvimento
completo do primeiro trifolio, os unifdlios foram destacados junto com os peciolos,
lavados e a base do peciolo foi envolta em algoddo umedecido. Em seguida, os unifélios
foram colocados em placas de Petri, contendo dois papéis de filtro saturados com agua
destilada, com a face abaxial voltada para cima (Figura 1). Os unifolios foram
pulverizados com os produtos alternativos com auxilio de um pulverizador manual, até
o ponto de escorrimento. Apos 24 horas, as placas foram abertas e os unifélios
inoculados, até o ponto de escorrimento, com uma suspensdo contento 10’ uredosporos
+ 0,1 % de Tween 20. Os uredosporos utilizados foram coletados de folhas com lesdes
jovens e com abundante esporulagdo, conforme descrito anteriormente. Apos a
inoculagdo os unifdlios foram mantidos em cdmara de crescimento com fotoperiodo de
12 horas e temperatura de 22 + 2 °C, por 14 dias, quando foi realizada a avaliagdo da
severidade da doenga em cada unifdlio com auxilio da escala diagramatica proposta por
Godoy et al. (2006). Esta escala apresenta os niveis de severidade de 0,6; 2; 7; 18; 42 ¢
78,5%. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com quatro

repeticdes, sendo cada repeticdo composta de trés unifolios.
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Figura 1. Unifélios de plantas de soja dispostos na placa de Petri com papel filtro

saturado de agua.

5.5 Avaliacdo de eficiéncia em condicOes de casa de vegetagdo

Os ensaios foram instalados em casa de vegetacdo na Embrapa
Meio Ambiente em Jaguariuna-SP. Dez sementes da cultivar BRS 316 RR foram
semeadas em vasos plasticos de 2,5 L contendo substrato (casca de pinus + carvao) e
terra oriunda de uma area de cultivo (1:1). Os vasos foram mantidos em casa de
vegetacdo livre de doengas e, apos a emergéncia foram mantidas as trés plantulas mais
vigorosas. As plantas foram pulverizadas com os produtos alternativos com auxilio de
uma bomba costal manual, quando atingiram o estadio fenologico V6, ou seja, proximo
ao florescimento. Apds 24 horas da pulverizacdo, as plantas foram transferidas para
outra vegetacdo contendo vasos com plantas de soja infectadas pela ferrugem asiatica
(SOARES et al., 2008) e dispostos de maneira homogénea (Figura 2a). O ensaio foi
mantido sob um sistema de aspersdo programado (Figura 2b e Figura 2c) que garantia
um molhamento foliar noturno superior a 8 horas. Os produtos alternativos foram
reaplicados semanalmente, totalizando quatro aplicagdes. As avaliagdes da severidade
iniciaram com o aparecimento dos primeiros sintomas e, a partir desta, realizada
semanalmente, totalizando quatro avaliagdes, com auxilio da escala diagramatica
proposta por Godoy et al. (2006) em trés pontos da planta: ter¢o inferior, ter¢o médio e
terco superior. A média das trés notas foi considerada como a severidade incidente na

planta toda no momento da avaliagdo (REUNIAO, 2010) e calculada a area abaixo da
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curva do progresso da doenca (AACPD). Para avaliacdo da desfolha, uma nota foi dada
para o conjunto de trés plantas contidas em cada vaso, com auxilio da escala proposta
por Hirano et al. (2010), juntamente com a ultima avaliacio da severidade. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com quatro repeti¢des, sendo

cada repeticdo composta de um vaso com trés plantas.

Figura 2. Plantas infestadas com ferrugem asiatica da soja (a); sistema de aspersdo

controlado (b) e (c); e vista do ensaio, plantas infestadas e tratadas (d).

5.6 Avaliacdo da eficiéncia em condi¢Bes de campo

O ensaio foi instalado no campo experimental da Embrapa Soja
em Londrina-PR (Figura 3), em um campo da cultivar BRS 316 RR conduzido de forma
comercial. Neste ensaio, por limitagdes no espago, os tratamentos foram reduzidos para:
SO; SE; AP-3; CT 1%; CT 2%; CT 1% + 0,5 F; CT 0,5% + 0,5 F; 0,5F; 1F e Test. As
parcelas dispunham de seis linhas de seis metros com espagamento de 0,5 metro. Os
produtos foram aplicados conforme recomendagdes do fabricante, de maneira
preventiva, com intervalos de 20 dias a partir do estadio fenoldgico de Reprodugio
(R1). A aplicagdo dos produtos foi realizada utilizando um pulverizador costal
pressurizado com CO; com volume de aplica¢do de 200 L ha™, totalizando 3 aplicacdes.

O delineamento experimental foi de blocos casualizados com quatro repetigdes.



21

Para a avaliagdo foram consideradas cinco plantas em cada uma
das duas linhas centrais de cada parcela, estimando-se a severidade da doenga, com
auxilio da escala diagramatica proposta por Godoy et al. (2006), no tergo inferior, médio
e superior das plantas, considerando a média das trés notas como a nota de severidade
da planta. Com esses dados foram calculadas as AACPD. A desfolha foi estimada com
auxilio da escala proposta por Hirano et al. (2010), no momento em que a testemunha
atingiu 85% de desfolha, atribuindo uma nota para cada uma das duas linhas centrais da

parcela. (REUNIAO, 2010).

Figura 3. Campo da cultivar BRS 316 RR com parcelas demarcadas

5.7 Analise estatistica

Todos os ensaios, exceto em condigdes de campo, foram
repetidos duas vezes. Para a analise dos resultados, foi utilizado o pacote estatistico
SAS e o software SigmaPlot. As varidveis de germinagdo e da severidade foram
analisadas por analise de varidncia (ANOVA) e os tratamentos comparados pelo teste de

Tukey a 5% de probabilidade.
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6 RESULTADOS

6.1 Germinagdo de ureddsporos

Os isolados de B. subtilis QST 713 e B. pumilus inibiram
totalmente a germinagdo dos uredosporos de P. pachyrhiz, assim como a fungicida
utilizado (1F). Por outro lado, o isolado AP-3 de B. subtilis inibiu a germinagdo em
11,5%. O isolado AP-51 de B. subtilis, assim como os isolados de B. subtilis (BS) ¢ B.
licheniformis e a mistura destes (Nemix®) ndo diferiram significativamente da
testemunha (Figura 4).

Os Oleos de café, torrado ou cru, isoladamente nas
concentragdes de 1% e 2% ou em associagdo com metade da concentragdo do fungicida,
nas concentragdes de 1% e 0,5%, bem como a meia dose ¢ a dose comercial, inibiram

totalmente a germinagdo dos uredosporos de P. pachyrhiz (Figura 5).

6.2 Avaliacdo da eficiéncia em folhas destacadas

Os isolados de B. subtilis (QST 713, AP-3 e AP-51) e¢ B.
pumilus, assim como o fungicida, reduziram a severidade da doen¢a. No entanto, apenas
os isolados de B. subtilis QST 713 e B. pumilus apresentaram resultados com menores
varia¢Oes, assim como o fungicida. Os isolados de B. subtilis (BS), B. licheniformise a
mistura destes (Nemix®) ndo reduziram a severidade da doenga (Figura 6). Os dleos de

café, cru ou torrado, isolados nas concentra¢des de 1% e 2% e em mistura com a meia



23

dose do fungicida, nas concentra¢des de 0,5% e 1%, reduziram a severidade da doenga,

assim como a utilizagdo da dose comercial do fungicida (Figura 7).
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Figura 4. Efeito dos isolados de Bacillus na inibigdo da
germinagdo dos uredésporos de Phakopsora pachyrhiz

(*Valores seguidos pela mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de
Tukey a 5% de probabilidade).
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Figura 5. Efeito dos o6leos de cafg, torrado e cru, na inibigdo da

germinagdo dos ureddsporos de Phakopsora pachyrhiz.
(*Valores seguidos pela mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de
Tukey a 5% de probabilidade).
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SO SE BS BL BS+BL AP-3 AP-51 1F TEST
Tratamento
Figura 6. Efeito dos isolados de Bacillus na severidade de
Phakopsora pachyrhizi em folhas destacadas de soja.
(*Valores seguidos pela mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de
Tukey a 5% de probabilidade).
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Figura 7. Efeito dos dleos de café, cru e torrado, isolados e
em mistura com fungicida na severidade de Phakopsora

pachyrhizi em folhas destacadas de soja.
(*Valores seguidos pela mesma letra no diferem entre si (Tukey a
5% de probabilidade).
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6.3 Avaliacéo da eficiéncia em condigOes de casa de vegetacio

Os primeiros sintomas da ferrugem asiatica da soja foram
observados, no primeiro ensaio, no 9° dia apds exposicdo das plantas, ¢ no 11° dia no
segundo ensaio, nas testemunhas e em todas as plantas que nfo foram tratadas com
fungicida. Todos os isolados de Bacillus, com excecdo do isolado AP-51, reduziram a
area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD). No entanto, o fungicida foi
mais eficiente (Figura 8).

Para a porcentagem de desfolha, apenas o isolado de QST 713
de B. subtilis e o fungicida diferiram da testemunha e reduziram a desfolha (Figura 9).
Entretanto, a desfolha apresentada pelo tratamento com B. subtilis QST 713 foi na

ordem de 53%, quando comparada com 3,5% das plantas tratadas com fungicida.

600 -
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300 4

AACPD

200 A

100 A

SO SE BS BL BS+BL AP-3 AP-51 1F TEST

Tratamento

Figura 8. Efeito dos isolados de Bacillus sobre a area abaixo da
curva de progresso da ferrugem asiatica da soja (AACPD) em

condigdes de casa de vegetacio.
(*Valores seguidos pela mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de
Tukey a 5% de probabilidade).
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SO SE BS BL BS+BL AP-3 AP-51 1F TEST

Tratamento

Figura 9. Efeito dos isolados de Bacillus na desfolha da soja
causada por Phakopsora pachyrhizi em condi¢bes de casa de

vegetacao.
(*Valores seguidos pela mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey
a 5% de probabilidade).

Os o6leos de café nas concentragdes de 1% e 2% reduziram a
area abaixo da curva de progresso da doenga. No entanto, os 6leos de café, cru ou
torrado, nas concentragdes de 0,5% e 1% em mistura com a meia dose do fungicida
foram mais eficientes, assim como a meia dose e a dose comercial do fungicida (Figura

10). Ambos os o6leos, na concentragdo de 2%, causaram leves sintomas de

fitotoxicidade.
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Figura 10. Efeito dos 6leos de café, cru e torrado, isolados e em
mistura com o fungicida, na area abaixo da curva de progresso da
ferrugem asiatica da soja (AACPD) em casa de vegetagao.

(*Valores seguidos pela mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de
Tukey a 5% de probabilidade).

O 6leo de café cru, isolado, nas concentragdes de 1% ¢ 2%, ndo
reduziu a desfolha causada por P. pachyrhiz em casa de vegetacdo, ao contrario do dleo
de café torrado, isolado e nas mesmas concentragdes (Figura 11). No entanto, os
tratamentos com Oleos de café, nas concentragdes de 0,5% e 1% em mistura com a meia
dose do fungicida, apresentaram as menores porcentagens de desfolha, assim como

aquela com meia dose ou dose comercial do fungicida.
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% Desfolha

Tratamento

Figura 11. Efeito dos o6leos de café, cru e torrado, isolados e
em mistura com o fungicida na desfolha da soja causada por

Phakopsora pachyrhizi em casa de vegetacéo.
(*Valores seguidos pela mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de
Tukey a 5% de probabilidade).

6.4 Avaliacéo da eficiéncia em condi¢des de campo

O isolado de B. subtilis QST 713 e oleo de café torrado nas
concentragdes de 1% e 2% diferiram da testemunha e diminuiram a area abaixo da
curva de progresso da doenca. No entanto, os tratamentos com 6leo de café torrado nas
concentragdes de 0,5% e 1%, em mistura com a meia dose do fungicida, apresentaram
as menores AACPD. A menor AACPD foi obtida com o fungicida na concentragio

recomendada, mas sem diferir estatisticamente da metade da concentracdo (Figura 12).
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AACPD

Tratamento

Figura 12. Efeito dos isolados de Bacillus e do dleo de café
torrado na area abaixo da curva de progresso da ferrugem

asiatica da soja (AACPD) em condig¢des de campo.
(*Valores seguidos pela mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de
Tukey a 5% de probabilidade).

A porcentagem de desfolha foi reduzida significativamente nos
tratamentos com as duas concentrag¢des de fungicidas e para as misturas de 6leo de café
torrado nas concentragdes de 0,5% e 1%, em associagdo com a meia dose do fungicida.
A utilizacdo de 1% do dleo de café torrado com a meia dose do fungicida reduziu a
desfolha da mesma forma que a utilizagdo da dose comercial deste fungicida (Figura

13). O 6leo de café torrado ndo causou fitotoxicidade em campo.
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Figura 13. Efeito dos isolados de Bacillus e do 6leo de café
torrado na desfolha da soja causada por Phakopsora pachyrhiz

em condi¢des de campo.
(*Valores seguidos pela mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de

Tukey a 5% de probabilidade).
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7 DISCUSSAO

Os resultados obtidos indicam que existe a possibilidade de
produtos Serenade®, Sonata® e a base de oléos de café serem desenvolvidos para o
controle da ferrugem asidtica da soja. Entretanto, ha necessidade de integracdo com
outras alternativas, pois, aparentemente, o seu uso isolado teve uma eficiéncia limitada
nas condigdes ecoldgicas estudadas. Os dados indicam que um adequado caminho seria
a integracdo desses produtos com fungicidas sintéticos, ou em subdoses ou em
aplicacdes alternadas e para determinar esse potencial existe a necessidade de realizacdo
de estudos em condigdes de campo.

A principal diferenca entre os tratamentos biologicos utilizados
nos ensaios, além dos isolados de Bacillus ¢é a formula¢do de cada produto. Bacillus
pumilus e Bacillus subtilis QST 713 sdo comercializados na forma de caldo fermentado,
ou seja, além das células do microrganismo, o produto contém seus metabodlitos. O
isolado QST-713 de B. aubtilis do produto Serenade®, produz iturina,
agrastatina/plipastatina e surfactina, entre outros, que inibem a germinag@o dos esporos
e crescimento do tubo germinativo de patdégenos, como por exemplo, Botrytis cinerea,
Monilinia fructicola e Alternaria brassicicola. Por outro lado, o isolado QST-2808 de
B. pumilus, do produto Sonata®, produz agucares aminados com agdo antifungica e ¢
indicado para controle de diversos patdgenos, como Alternaria solani e Phytophthora
infestans, além de mildios e oidios incidentes em diversas culturas (BETTIOL et al.,
2012a). Assim, os resultados obtidos estdo de acordo com Wszelaki e Miller (2005),

utilizando estes produtos para o controle da pinta preta (A. solani) e da mancha de
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septoria (Septoria lycopersi) no tomate; e com Serrano et al. (2013) para o controle da
sigatoka-negra (Mycosphaerella fijiensis) em banana.

Dentre os metabolitos produzidos por Bacillus, os lipopeptideos,
como surfactina, fengicina e iturina A, apresentam propriedades de inibir a germinagio
e o crescimento de diversos fitopatogenos como H. vastratix (HADDAD, 2008),
Colletotrichum acutatum (KUPPER et al., 2009), além de controlar Pseudomonas
syringae em plantas de Arabidopsis, Rhizoctonia solani em tomate ¢ Podosphaera fusca
em meldo (ONGENA e JACQUES, 2008).

A inibi¢do da germinagdo de esporos de fitopatdgenos pelos
isolados de B. subtilis QST 713 e B. pumilus sdo reconhecidos na literatura
(MARRONE, 2002; WSZELAKI e MILLER, 2005; LAHLALI et al., 2011). Assim, os
resultados observados no presente trabalho, quanto a germinagao dos ureddsporos de P.
pachyrhizi, por esses organismos (Figura 5) estdo relacionados a agdo imediata dos
metabolitos presentes na formulagdo. Também o efeito desses produtos no teste de
folhas destacadas (Figura 6) possivelmente esteja relacionado a ag¢do prolongada destes
metabdlitos, que podem ter acdo sistémica e persistirem na planta por mais de uma
semana (BOTTONE e PELUSO, 2003; WAGACHA et al., 2007).

Os tratamentos aplicados a base dos isolados AP-3 e AP-51.de
B. subtilis foram obtidos a partir de multiplicagdo em meio liquido e apesar da
concentra¢do de células ser a mesma dos produtos a base de B. subtilis QST 713 e B.
pumilus, as caracteristicas de cada meio podem influenciar nos metabolitos produzidos
e, principalmente, nas concentragcdes obtidas desses metabolitos (PHAE e SODHA,
1991). Esse fato, aliado a capacidade de produzir determinados metabdlitos, pode ser
responsavel pela menor atividade desses isolados sobre a germinagdo dos ureddsporos,
assim como sobre o controle da doenga em folhas destacadas e nas plantas em casa de
vegetacdo. Ja os produtos a base de B. subtilis (BS), B. licheniformis (BL) e a mistura
de ambos sdo constituidos de enddsporos desses isolados, sem a presenca de
metabolitos, dificultando, desta forma, a a¢do imediata desses sobre o patdégeno. Touré
et al. (2004) observaram que importantes metabolitos sdo produzidos em diferentes
fases de desenvolvimento de isolados de B. subtilis; a surfactina para alguns isolados é
produzida apenas durante a fase de log e a produg¢o de iturinas e fengicinas ocorre na
fase estacionaria. Portanto, antes desse agente de biocontrole agir por antibiose, ¢

necessario que se estabeleca e encontre condigdes de desenvolvimento.
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Os resultados obtidos no teste de folhas destacadas reforgam o
potencial de algumas bactérias do género Bacillus reduzirem o indculo primario,
exercendo um efeito protetor na cultura. A capacidade de bactérias do género Bacillus
em causar a lise de esporos, além de produzirem compostos volateis toxicos a
fitopatégenos, pode contribuir para a redu¢do da severidade da doenga
(LEELASUPHAKUL et al., 2008).

Os o6leos de café torrado e cru foram eficientes em inibir a
germinagdo dos uredosporos de P. pachyrhiz nas concentragdes testadas, bem como em
reduzir a severidade da doenga em folhas destacadas e em plantas em casa de vegetagio
e campo (Figuras 5, 7, 10 e 12), demonstrando o seu potencial para controlar a doenga.
O 6leo de café, quando aplicado em mistura com o fungicida padrdo, também controlou
a doenca, mas nessas misturas o efeito da sub dose do fungicida foi mais destacado do
que o efeito isolado desses dleos. Assim, ha necessidade de se realizar novos estudos
para comprovar a eficiéncia do 6leo de café aplicado isoladamente. Possivelmente,
nesses estudos devam ser consideradas as concentragdes e a frequéncia de aplicacdo. De
forma semelhante ao 6leo de café, diversos produtos de origem vegetal, como o extrato
bruto de Eucalyptus citriodora, biomassa citrica (Ecolife®) e o extrato de grios de kefir
reduziram a germinagdo de ureddsporos de P. pachyrhiz (Mesquini et al., 2007). Os
produtos de origem vegetal sdo conhecidos por possuirem substincias antimicrobianas
com potencial de uso na agricultura, demonstrando eficiéncia no controle de doengas,
tanto por inibir o crescimento micelial, como a germinagdo de esporos (ALMADA et
al., 1998). Medice (2011), trabalhando com os dleos de café na forma bruta, ou seja,
sem terem passado pelo processo de formulagido, demonstrou que estes produtos foram
eficientes no controle do oidio da soja nas concentragdes de 0,5%; 1% e 2%. No
entanto, este ¢ o primeiro relato envolvendo o 6leo de café no controle de P. pachyrhiz.
Como os 6leos foram formulados para o desenvolvimento desse estudo, novos testes
precisam ser realizados para verificar o efeito dos ativos (6leos de café) separado dos
demais componentes da formulago sobre a germinagdo do patogeno.

Os unifolios destacados e pulverizados com os O6leos
isoladamente, independente da concentracio, apresentaram leve fitotoxicidade. Todas as
concentra¢des de Oleos de café foram eficientes na reducdo da severidade no teste de
folhas destacadas (Figura 7). Apesar de ndo constar na literatura a utilizagdo dos o6leos

de café no controle de fitopatdgenos, alguns trabalhos utilizando diferentes produtos
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vegetais para este fim sdo citados devido ao seu potencial de uso na agricultura,
principalmente em areas de cultivo orginico. Medice et al. (2007) observaram que os
Oleos essenciais de eucalipto (Corymbia citriodora), tomilho (Thymus vulgaris), nim
(Azadirachta indica) e citronela (Cymbopogon nardus) inibiram completamente da
germinagdo de ureddsporos de P. pachyrhizi e reduziram a severidade da ferrugem
asiatica da soja em casa de vegetacdo. Pereira et al. (2012) demostraram que os dleos
essenciais de canela, citronela, capim-limdo, cravo-da-india, arvore-de-cha, tomilho,
nim e eucalipto inibiram a germinag¢do de uredosporos de H. vastatrix, com destaque
aos Oleos de cravo-da-india, citronela e tomilho que causaram desorganizagdo
citoplasmatica e vacuolizag¢@o celular dos esporos, controlando a doenga em condigdes
de casa de vegetacio.

Em casa de vegetagdo, os oOleos isoladamente reduzirem a
AACPD (Figura 10) e o 6leo de café torrado, nas concentragdes de 1% e 2% reduzirem
a desfolha (Figura 11), os melhores resultados foram proporcionados pelas misturas de
oleos e fungicidas. Entretanto, o efeito principal deve ter sido do fungicida, pois na
metade da dose o efeito foi semelhante a concentragdo recomendada.

Os efeitos dos produtos a base de Bacillus, que foram mais
evidentes em inibir a germinagdo dos ureddsporos e controlar a doenga em folhas
destacadas, ndo ficaram evidentes nos ensaios de casa de vegetagdo e campo. Apesar da
sequencia logica para testar agentes de controle bioldgico ser de in vitro para in vivo
controlado e deste para in vivo ndo controlado (BETTIOL, 1991), a correlagdo entre os
resultados nem sempre ¢ observada (GHINI e NAKAMURA, 2001). Mesmo buscando
estabelecer nos testes in Vvitro que as variaveis como temperatura e umidade se
aproximassem das condi¢cdes de campo, o ambiente abidtico da parte area das plantas,
que estdo em casa de vegetacdo € no campo, estd sujeito a maiores variagdes
ambientais; a temperatura ¢ umidade variam mais amplamente e rapidamente e os
microrganismos estdo expostos a radiacdo ultravioleta e sujeitos a serem carregados
pela dgua das chuvas (BAKER e COOK, 1974). Além disso, os produtos aplicados em
condi¢des de campo ndo atingem de maneira homogénea toda a planta. De maneira
geral, a deposi¢do no terco médio e inferior do dossel ficam comprometidas (CUNHA et
al., 2006). Desta forma, podem ser também atribuidos a esses fatores os resultados
menos consistentes deste estudo, principalmente, dos produtos bioldgicos, em casa de

vegetagdo ¢ campo. No entanto, Mantecon (2008), ao utilizar os isolados de B. subtilis
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QST 713 e B. pumilus QST 2808 para controlar a mancha-parda (Septoria glycines) na
cultura da soja, em condi¢des de campo, constatou que o controle da doenga so foi
possivel aumentando a concentracdo de células da calda de aplicagdo de 6,7 x 10° para
2,7 x 107 UFC/mL. Baker et al. (1985), em trabalho utilizando em condi¢des de campo
os isolados de B. subtilis promissores em testes controlados para o controle da ferrugem
do feijao (Uromyces phaseoli), demonstraram que o controle da doenga foi igual ao
proporcionado pelo fungicida Mancozeb quando as aplicagdes do isolado PPL-3 de B.
subtilis passaram de uma para trés vezes por semana. Assim, novos estudos devem ser
conduzidos no patosistema P. pachyrhizi x soja, para elucidar se um ajuste na
concentragdo de células ou no numero de aplicagdes seria suficiente para obter um
controle satisfatorio da doenga.

Apesar da desfolha antecipada ser o principal dano causado por
P. pachyrhiz nas plantas e causar perdas de produtividade e desordens fisiologicas que
origina menor numero de vagens, sementes por vagem e peso do grio (RIBEIRO e
COSTA, 2000), ndo foi possivel avaliar os componentes de producdo e,
consequentemente, relacionar os tratamentos com perdas ou ganhos de produtividade.
Sabe-se, no entanto, que valores de produtividade podem ser iguais apesar dos
diferentes niveis da doenga observados em cada tratamento no campo (MESQUINI et
al., 2011a). Essa informagdo necessita ser obtida nos préximos estudos.

A alta press@o de inoculo na casa de vegetacdo e o severo ataque
de P. pachyrhizi em condi¢des de campo colocaram a prova os produtos alternativos
empregados da mesma forma que o fungicida em manejo comercial. No entanto, o
controle alternativo, diferente do quimico, ndo apresenta efeito imediato e espetacular
(BETTIOL, 1991). Os resultados positivos envolvendo os produtos testados devem ser
observados com atengfo, melhorados e, possivelmente, empregados no manejo da

ferrugem asiatica da soja.
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8 CONCLUSAO

Os oleos de café, cru ou torrado, inibiram a germinagdo dos
uredosporos de P. pachyrhiz e reduziram a ferrugem asiatica da soja.
Bacillus subtilis QST 713 inibiu a germinag¢do de ureddsporos e

reduziu a ferrugem asiatica da soja.

Bacillus pumilus e o isolado AP-3 de B. subtilis foram eficientes

na reducdo da doenga em condigdes controladas.
O fungicida piraclostrobina + epoxiconazol foi eficiente em

controlar a ferrugem em todas as condi¢des estudadas.
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