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EFEITO DE PRODUTOS ALTERNATIVOS NO CONTROLE DE OIDIO E Bacillus spp.
COMO PROMOTORES DE CRESCIMENTO DA SOJA. Botucatu, 2012. 90f.

Tese (Doutorado em Agronomia/Protecdo de Plantas) — Faculdade de Ciéncias Agrondmicas,
Universidade Estadual Paulista

Autor: REGIANE MEDICE

Orientador: Wagner Bettiol

1.RESUMO

O presente trabalho teve por objetivos avaliar o produto comercial Kalegreen®, & base de
bicarbonato de potéssio, e Oleos fixos de café para o controle do oidio da soja; e Bacillus
subtilis e Bacillus licheniformes, em tratamento de sementes, como promotores de crescimento
de plantas, associado ou ndo a Bradyrhizobium elkanii. Para avaliar a eficiéncia de
bicarbonato de potassio (Kaligreen®) no controle do oidio da soja cultivar MGBR-46
(Conquista), as pulverizagdes do bicarbonato, nas concentragdes de 0; 0,25%, 0,5%, 0,75% e
1,0%, e do fungicida (piraclostrobina e epoxiconazole) e as avalia¢cdes foram semanais. Folhas
foram coletadas para anélise ultraestrutural através da microscopia eletrnica de varredura. O
bicarbonato de potéssio controlou a doenca em todas as concentra¢cdes, mas causou
fitotoxicidade a partir de 0,5%. O produto apresentou acdo direta sobre o patdgeno
ocasionando murchamento e reducdo na germinacdo dos conidios. O produto apresenta
potencial para controlar a doenga, porém deve ser adequada a concentragdo a ser recomenda,
bem como a frequéncia de aplicacdo para evitar os problemas de fitotoxicidade. Nos estudos
com Oleos extraidos de grdos de café torrado e cru no controle do oidio da soja, as
metodologias e os materiais foram semelhantes, sendo que os Oleos foram pulverizados
semanalmente nas concentracdes de 0%, 0,5%, 1% e 2%. Os 6leos controlaram a doenca na
faixa de 84,8% a 99,8%, sendo superior ao fungicida padrdo. Nas observacdes em MEV,

constatou-se a presenca de uma camada protetora na superficie das folhas, impedindo a acao



do patdégeno. Com isso, pode-se inferir que os produtos utilizados neste trabalho apresentam
potencial para protecdo de plantas de soja contra oidio. Os experimentos para avaliar o efeito
de Bacillus subtilis e Bacillus licheniformis, quando co-inoculados com Bradyrhizobium
elkanii, no desenvolvimento da planta e no estimulo & nodulagdo, foram conduzidos em
laboratorio, casa de vegetacdo e campo experimental na Embrapa Meio Ambiente utilizando
soja CD 230. A maioria dos produtos bioldgicos, quando associados com a co-inoculacdo de
B. elkanii, apresentou acdo como promotores de crescimento em soja avaliados pelo numero
de nddulos, a area foliar e peso seco da parte aérea das plantas, destacando a mistura Bacillus

subtilis +Bacillus licheniformis com maior potencial na promoc¢éo de crescimento.

Palavras-chaves: Glycine max, Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, oidio, bicarbonato de
potéssio, 6leo de cafe.



EFFECT OF ALTERNATIVE PRODUCTS FOR THE CONTROL OF POWDERY
MILDEW AND SOYBEAN GROWTH PROMOTION WITH Bacillus spp. Botucatu, 2012.
90f.

Tese (Doutorado em Agronomia/Protecdo de Plantas) — Faculdade de Ciéncias Agrondmicas,
Universidade Estadual Paulista

Author: REGIANE MEDICE

Adviser: Wagner Bettiol

2 SUMMARY

This study aimed to evaluate the commercial product Kalegreen ®, based on potassium
bicarbonate, and fixed oils of coffee for the control of powdery mildew of soybeans, and
Bacillus subtilis and Bacillus licheniformes in seed treatment, as growth promoters in plants,
with or without Bradyrhizobium elkanii. To evaluate the efficiency of potassium bicarbonate
to control powdery mildew of soybean cultivar MGBR-46 (Conquest), the bicarbonate sprays,
at concentrations of 0, 0.25%, 0.5%, 0.75% and 1.0%, and the fungicide (pyraclostrobin and
epoxiconazole) and ratings were weekly. Leaves were collected for ultrastructural analysis by
scanning electron microscopy. The potassium bicarbonate controlled the disease in all
concentrations, but caused phytotoxicity from 0.5%. The product has a direct effect on the
pathogen causing wilting and reduction in spore germination. The product has the potential to
control the disease, but should be adequate concentration to be recommended, and the
frequency of application to avoid phytotoxicity problems. With the same methodology we
evaluate the potential of coffee oils to control soybean powdery mildew. The oils were weekly
sprayed at concentrations of 0%, 0.5%, 1% and 2%. For four weeks we evaluated the severity
of the disease in a pair of clover in the middle third of the plants, using diagrammatic scale of
notes. Oils controlled the disease in the range of 84.8% to 99.8%, higher than the standard

fungicide. In MEV observations, it was found the presence of a protective layer on the surface



of the leaves, preventing the action of the pathogen. We conclude that the products used in this
study have potential for protection of soybean plants against powdery mildew. The bioassays
to evaluate the effect of Bacillus subtilis and Bacillus licheniformis, when co-inoculated with
Bradyrhizobium elkanii in plant development and to stimulate nodulation, were conducted in
laboratory, greenhouse and field trials on the Embrapa Environment using soybean cultivar
CD 230. Most biological products, when combined with the co-inoculation with B. elkanii
presented action as growth promoters in soybean evaluated by the number of nodes, leaf area
and shoot dry weight of plants, highlighting the mixture B. subtilis + B. licheniformis with

greater potential in promoting growth.

Keywords: Glycine max, Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, powdery mildew, potassium

bicarbonate, coffee oil.



3 INTRODUCAO

A soja é uma leguminosa domesticada pelos chineses ha cerca de cinco
mil anos. Seu ancestral mais antigo, a soja selvagem (Glycine soja), crescia principalmente nas
terras baixas e Umidas, junto aos juncos, nas proximidades dos lagos e rios da China Central.
Ha trés mil anos a soja se espalhou pela Asia, onde comecou a ser utilizada como alimento.
Foi no inicio do século XX que passou a ser cultivada comercialmente nos Estados Unidos. A
partir de entdo, houve um rapido crescimento na produgdo, com o desenvolvimento das
primeiras cultivares comerciais (EMBRAPA, 2001).

A expansdo da cultura aconteceu no Brasil apenas nos anos 70, em
decorréncia da sucessdo do plantio do trigo, no Rio Grande do Sul, com o interesse crescente
da inddstria de Oleo e a demanda do mercado internacional pelo produto. Seu cultivo se
expandiu mundialmente, sendo hoje uma das principais plantas cultivadas pelo Brasil.

A estimativa da producdo mundial de soja para a safra 2010/2011, feita
pelo USDA (Departamento de Agricultura dos Estados Unidos), foi de 253,69 milhdes de
toneladas. Os Estados Unidos ocupam a primeira posicdo entre 0s paises produtores,
respondendo por 83,17 milhdes de toneladas na safra 2010/2011 (NOTICIAS AGRICOLAS,
2011), enquanto o Brasil continua como o segundo maior produtor. Segundo a CONAB
(2011), houve um crescimento de 2,6%, ou 611,0 mil hectares superiores a da safra 2009/10,

quando foram cultivados 23,47 milhGes de hectares, constituindo-se na maior area cultivada



com a oleaginosa. Esses valores superam o recorde da safra 2004/05, com 23,3 milhdes de
hectares. A producdo nacional em 2011 alcangou o patamar de 72,3 milhdes de toneladas de
gréos.

Dentre os fatores que interferem no rendimento, lucratividade, sucesso
da producdo e que limitam a exploracdo méaxima do potencial de produtividade da soja, as
doencgas apresentam-se como um dos componentes mais importantes, sendo conhecidas mais
de 100 delas em todo 0 mundo (Hartman et al., 1999). Algumas passam despercebidas, mas
outras atingem niveis de danos econdmicos. Destas, aproximadamente 40 causadas por
fungos, bactérias, nematoides ou virus ja foram identificadas no Brasil e esse nimero continua
aumentando com a expansdo da soja para novas areas e como consequéncia da monocultura
(Yorinori, 2002).

A importancia econdmica de cada doenca varia de acordo com o ano e
a regido, dependendo da condicdo climética de cada safra. No Brasil, o valor das perdas anuais
por doencas € relativamente alto, e tende a aumentar pelo microclima favoravel proporcionado
pelo sistema plantio direto (menor temperatura e aumento do teor de umidade no solo),
facilitando a disseminacdo dos patdégenos (BOKERT et al., 1994). Diante deste fator o
produtor sente a necessidade de fazer uso de fungicidas, e muitas vezes de maneira
equivocada, favorecendo o aparecimento de patégenos com resisténcia aos produtos..

Uma das alternativas pesquisadas para reduzir a aplicacdo dos
fungicidas envolve o uso de produtos alternativos, tais como 0Oleos essenciais e extratos
vegetais, buscando explorar suas propriedades fungitoxicas. A literatura tem registrado a
eficiéncia de extratos obtidos de diversas espécies botanicas em promover a inibicdo do
desenvolvimento de varios fitopatdgenos de natureza fungica (WILSON et al., 1997; KURITA
etal., 1981).

Trabalhos desenvolvidos com extrato bruto ou 6leo essencial, obtidos
de plantas e sais inorganicos, tém indicado o potencial dos mesmos no controle de
fitopatdgenos, tanto por sua agdo fungitoxica direta, inibindo o crescimento micelial e a
germinacdo de esporos, quanto a protecdo das mesmas por meio de barreiras protetoras
formadas pela deposicdo destes produtos sobre as partes das plantas impedindo a penetracéo

do patdgeno.



Além disso, nos ultimos anos, algumas estratégias como o controle
biolégico vém se tornando uma importante alternativa no combate a diversos fitopatégenos
associados a culturas de importancia econémica (MENEZES, 2006), como por exemplo, 0 uso
de bactérias associadas a rizosfera e as colonizadoras de raizes de plantas, que podem
promover efeitos benéficos as plantas, impedindo assim que a planta se torne susceptivel ao
ataque de fitopatdgenos. Portanto, torna-se necessario a realizacdo de estudos para o
desenvolvimento de novas estratégias de manejo de doencas. Uma dessas alternativas seria a
utilizacdo de Oleos essenciais e agentes biopromotores de crescimento de plantas que tem
mostrado resultados promissores no controle de doengas e protecdo de plantas.

Para tanto, o presente trabalho teve por objetivos avaliar o produto
comercial Kalegreen®, a base de bicarbonato de potassio, e 6leos fixos para o controle do
oidio da soja; e Bacillus subtilis e Bacillus licheniformes, em tratamento de sementes, como
promotores de crescimento de plantas, associado ou ndo a Bradyr hizobium elkanii.

Essa tese foi redigida na forma de trés capitulos independentes, sendo
1 - Efeito de bicarbonato de potassio sobre a severidade de Erysiphe diffusa em plantas de
soja; 2 - Efeito de 0Oleos de gréos de café torrado e cru na reducdo do oidio (Erysiphe diffusa)
da soja em casa de vegetacgdo; 3 - Interagdo de bactérias promotoras de crescimento de plantas
X rizébios x soja; redigidos segundo as normas da Tropical Plant Pathology. Entretanto, todos

sdo focados na cultura da soja e em técnicas para reduzir o uso de agrotoxicos.
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4. REVISAO DE LITERATURA

4.1. Oidio da soja

Inicialmente, o oidio da soja foi atribuido ao fungo Erysiphe polygoni
Dc. ex. Merat, a Microsphaera diffusa Cook e Peck, porém, atualmente Erysiphe diffusa é
considerado como principal causador do oidio nesta cultura (TAKAMATSU et al., 2002).
Almeida et al. (2008), através de estudos da filogenia molecular e a microscopia eletronica de
varredura, propuseram combinar os géneros Erysiphe, Microsphaera e Uncinula em um Unico
género.

Entre as doencas da soja de maior importancia destaca-se o oidio,
doenca causada por um fungo altamente evoluido considerado um patdgeno obrigatério. Este
tipo de fungo se situa entre os principais fitopatdgenos, ocorrendo em todas as regides do
globo das espécies vegetais cultivadas. Embora raramente causem a morte da planta, eles
exaurem as suas reservas nutricionais, que poderiam ser utilizadas para fins produtivos, além
de diminuirem drasticamente o potencial de reproducéo das plantas, eles também podem afetar
a qualidade do produto colhido (STADNIK et al., 2001).

A doenca desenvolve-se em toda a parte aérea da soja, incluindo haste,
peciolo e vagem (raramente observada), porém, € mais visivel em folhas e hastes
(YORINONI, 1986; YORINONI et al., 1993). Na parte aérea da planta, € caracterizado pela



presenca de uma fina camada de micélio e esporos (conidios) pulverulentos do fungo, que
podem evoluir de pequenos pontos brancos para a cobertura total das partes infectadas,
impedindo a fotossintese e provocando queda prematura das folhas, nas quais, a coloracdo
branca do fungo pode se alterar para castanho-acinzentada e, nas hastes, podendo ocorrer
rachaduras e cicatrizes superficiais.

Embora, considerado de pouca importancia ha alguns anos
(YORINONI, 1997), ultimamente vem aumentando em prevaléncia. A partir de 1996/1997,
desde a regido Sul até as regides Sudeste e Centro Oeste do Brasil, foram relatados diversos
surtos epidémicos desta doenca (REIS et al., 1997; SAWADA e AZEVEDO, 1997; MICHEL
et al., 1998). Algumas vezes, nos casos de elevada colonizagdo dos tecidos superficiais da
planta por oidio, é possivel ocorrer uma reducdo no rendimento da soja devido a reducdo da
area fotossinteticamente ativa, conforme demonstrado por Blum et al. (2002).

A infeccdo pode ocorrer em qualquer estadio de desenvolvimento da
planta, porém, é mais visivel por ocasido do inicio da floracdo. Quanto mais cedo iniciar a
infeccdo, maior serd o efeito da doenga sobre o rendimento. A infec¢do pode ocorrer entre as
temperaturas de 18 °C a 30 °C, todavia, o desenvolvimento micelial é mais rapido a
temperatura de 18 °C do que a de 24 °C ou 30 °C, conforme descreve Mignucci et al. (1977).
Cada ciclo desta doenca, sob condicGes favoraveis, dura cerca de sete a dez dias (PICININI e
FERNANDES, 1998).

Seu primeiro relato foi nos Estados Unidos em 1947 (LEHMAN,
1947), desde entdo, neste pais, perdas de até 35% de produtividade foram relatadas nos
plantios com cultivares suscetiveis (PHILLIPS, 1984).

No Brasil, até a safra de 1995/96, o oidio era considerado doenca de
pequena expressdo, observada com maior frequéncia em final de ciclo (abril-maio) de
cultivares tardios de soja na Regido Sul, em regides altas do Cerrado ou em cultivos de
inverno sob irrigagdo com pivd central para multiplicagdo de sementes na entressafra. No
entanto, na safra 1996/97 ocorreu severa incidéncia da doenca em varias cultivares, atingindo
todas as regides produtoras, desde os Cerrados até o Rio Grande do Sul, com perdas entre 30 a
40% da producdo (GAZZONI e YORINORI, 1995). Por sua ocorréncia repentina, atingiu, de

forma epidémica, todas as lavouras de cultivares suscetiveis nas principais regides produtoras
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de soja do Brasil, sendo constatados danos na ordem de 40%, equivalentes a 1,4 milhdes de
toneladas de graos, segundo Sartorato e Yorinori (2001).

No Brasil, os fungicidas utilizados para o controle de oidios
representam uma parcela consideravel no mercado, por outro lado, a importancia de métodos
alternativos para o controle dessa doenca tem aumentado significativamente frente as pressoes
para a utilizacdo de produtos com menores riscos de contaminacdo do ambiente. Porém, a
aplicacdo de fungicidas ainda consiste num dos principais métodos de controle de oidios, e
nem sempre associado a outras medidas (STADNIK, et al., 2001).

Apesar de métodos alternativos serem utilizados ha muito tempo,
pesquisas nessa area sdo extremamente importantes e necessarias a medida que cresce a
restricdo ao controle quimico devido aos potenciais problemas a satde publica. Além disso, no
caso de oidios, fungos que facilmente sdo selecionados isolados resistentes a fungicidas, os
métodos alternativos podem ser utilizados visando minimizar esse problema (STADNIK, et
al., 2001).

Em fungdo destes fatores, a procura por produtos alternativos que
sirvam como defensivos, e que ocasionem menos danos ao ambiente, sejam estes quimicos,
bioldgicos, organicos ou naturais, vem crescendo devido as seguintes caracteristicas: baixa ou
nenhuma agressividade ao homem e a natureza, eficiéncia no combate aos insetos e aos
microrganismos nocivos, ndo favorecendo a ocorréncia de formas de resisténcia em pragas e
patdgenos, custo reduzido para aquisicdo e emprego, simplicidade gquanto ao manejo e

aplicacdo e a alta disponibilidade para aquisicao.

4.2. Sais inorganicos no controle de fitopatégenos

O aumento da contaminacdo do ambiente pelos pesticidas utilizados na
agricultura causa problemas, como reducdo da biodiversidade, alteragdes na ciclagem de
matéria organica e dos nutrientes, no controle bioldgico natural de doencas e de pragas, nas
atividades microbianas no solo, na selecdo de organismos resistentes aos pesticidas e

alteracdes das populacbes de organismos do solo e &gua, entre outros. Assim, € necessaria a
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busca por métodos alternativos para a protecéo de plantas sem o uso de pesticidas (BETTIOL
etal., 1997; BETTIOL et al., 2005).

Segundo Venzon & Pallini (2005), o uso do controle direto de
patdgenos pela ac¢do de produtos de origem natural, de baixo impacto ambiental e in6cuos ao
homem e animais, estda aumentando, principalmente em hortalicas e frutiferas. Produtos
alimentares e aditivos de alimentos tais como, lecitina de soja, glutamatos, bicarbonato de
sodio, &cido tartérico, acido fumaérico, acido sorbico, polifosfato de sodio, éster de aglcar e
leite entre outros, vém sendo pesquisados como alternativa viavel para o controle de doengas
de plantas, com resultados eficazes (MEDEIRQOS, 2006; SANTOS & BETTIOL, 2008; BIZl,
2006; CARNEIRO, 2003; BETTIOL & ASTIARRAGA, 1998).

Bettiol (2006) relata que o bicarbonato, por ser um produto utilizado
na inddstria alimenticia, ndo apresenta problemas de contaminacdo. Além de apresentar baixo
custo, pode ser utilizado sem restricdes, por apresentar um amplo espectro de atividade
antifangica (MIYASAKI et al., 1986).

Alguns autores (HORST et al., 1992; ZIV & ZITTER, 1992; ZIV &
HAGILADI, 1993; PEREIRA et al., 1995; REUVENI et al., 1996 ), utilizando bicarbonato de
sodio, em doses de 0,15 a 2% (p/v), verificaram a eficiéncia no controle de oidios em algumas
culturas. Krugner e Auer (2005) observaram que a solucdo de bicarbonato de sodio pode ser
empregada como produto alternativo para controlar oidio em eucalipto.

Em estudos realizados por Kimura et al. (1997) foram verificados altos
indices de controle do oidio (Erysiphe cichoracearum) em pimentdo (Capsicum annum L.)
com 0 uso deste produto mais espalhante. J& Blat et al. (2005), demonstraram que fosfato
monopotassico, quando aplicado em ambiente protegido, foi eficiente no controle do oidio da
pimenta. Bettiol et al. (1999) relatam que pulverizagdes de leite de vaca cru controlou
eficientemente o oidio da abobrinha e do pepino. Oliveira et al. (2002) concluiram em seus
ensaios que o leite de vaca in natura e o bicarbonato de sodio sdo substancias com potencial
para o controle de oidio em moranga-hibrida.

O bicarbonato pode inibir a germinacao de conidios, reduzir o nimero
de conidios formados nos conidiéforos, causar ruptura da parede celular dos conidios e

anomalias morfologicas nos mesmos, inibir a formagdo de conidioforos, e controlar a
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elongacdo das hifas de Sphaerotheca fuliginea (Schlecht ex. Fr.) Poll, quando aplicado a 2.000
ppm. Agindo por esses diferentes mecanismos, vem sendo demonstrado que o bicarbonato é
efetivo no controle do oidio do pepino e da abobrinha (BETTIOL, GHINI e MORANDI,
2005).

4.3. Produtos naturais no controle de fitopatdgenos

A partir da ultima deécada, a conscientizagdo sobre 0 uso
indiscriminado e incorreto de defensivos agricolas no ambiente rural e urbano, causando
prejuizos aos ecossistemas e ao homem, tem motivado o desenvolvimento de métodos e
produtos alternativos no controle de doencas de plantas (FERNANDES, 2000).

Alguns trabalhos demonstram que extratos e dleos extraidos de plantas
tém apresentado resultados significativos na reducao da severidade de doencas. Alguns autores
corroboram que os Gleos essenciais, por apresentarem uma grande aplicacdo bioldgica como
agentes antimicrobianos, acabam defendendo as plantas de bactérias e fungos fitopatogénicos.
Assim, muitos destes utilizam diversos destes produtos no controle alternativo de doencas em
plantas (SCHWAN-ESTRADA, STANGARLIN e CRUZ, 2000; SILVA et al., 2005).
Resultados promissores com o uso de 6leos essenciais no controle da ferrugem da soja foram
obtidos por Medice (2007), a qual verificou a inibicdo da germinacdo e murchamento de
esporos de Phakopsora pachyrhizi quando submetidos aos tratamentos com éleos essenciais
de citronela, tomilho, melaleuca, nim e eucalipto citriodora.

Resultados obtidos por Zambonelli et al. (1996), ao testarem o efeito
de 6leo essencial de tomilho, também demonstraram degeneracdo de hifas e o extravasamento
celular de Colletotrichum lindemuthianum e Pythium ultimum. De forma analoga, Medice et
al. (2005), ao utilizarem a MEV no estudo dos dleos essenciais aplicados a foliolos de soja
infectados por P. pachyrhiz, também evidenciaram a murcha de urediniésporos. Pereira et al.
(2008), ao estudarem o efeito da aplicacdo de 6leo essencial de tomilho e extrato de casca de
café sobre Cercospora coffeicola em folhas de cafeeiro, observaram redugdo na germinacgéo de

conidios, 48 horas apds a inoculacdo. Pierre et al. (2008) comprovaram que o extrato de cravo
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a 10% apresentou efeito fungicida inibindo em 100% o crescimento micelial de C.
gloeosporioides isolado de frutos de goiaba.

O potencial do 6leo essencial de pimenta-de-macaco (Piper aduncum)
no tratamento de sementes de feijao caupi (Vigna unguiculata), pela técnica da imersao por
cinco minutos, foi estudado por Lobato et al. (2007) os quais verificaram reducdo da
incidéncia de Aspergillus flavus, Penicillium spp., Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia
solani e Fusarium spp. N&o houve interferéncia na germinacdo das sementes, mesmo na maior
concentracédo (1,0%).

De acordo com Celoto et al. (2008), a diversidade dessas substancias
poderia possibilitar a utilizacao direta pelo produtor, por meio do cultivo da planta possuidora
dos compostos secundarios, preparo e aplicacdo direta do extrato nas culturas comerciais.
Dessa forma, os extratos e 6leos essenciais extraido de plantas demonstram alto potencial no

controle de patdgenos.

4.4. Rizobactérias promotoras de crescimento de plantas

As rizobactérias promotoras do crescimento de plantas (RPCPs)
habitam o solo e com frequéncia sdo isoladas da rizosfera de diversas plantas cultivadas,
podendo ser consideradas como agentes potenciais para controle biolégico de fitopatdgenos
(KLOEPPER, 1999). Segundo Silveira (2008), as bactérias que beneficiam as plantas sdo de
dois tipos: as que estabelecem uma relagdo simbiotica com a planta hospedeira e as que vivem
livremente no solo, mas que frequentemente sdo encontradas perto ou até mesmo dentro das
raizes das plantas. Os simbiontes, especialmente rizdbios, tém sido extensivamente estudados
e desenvolvidos como alternativa para aumentar a producéo das lavouras.

As bactérias benéficas de vida livre no solo sdo geralmente chamadas
de rizobactérias promotoras do crescimento de plantas (plant growth promoting rhizobacteria
ou PGPR), ou, como definido por um grupo de pesquisadores da China, bactérias que
aumentam a producdo (yield increasing bacteria ou YIB) (PIAO et al., 1992). Porém, para

Gray e Smith (2005), PGPRs também incluem os rizébios, devido a bem caracterizada
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simbiose legumerizobio. Independentemente dos mecanismos de promog¢do do crescimento
vegetal, as PGPRs tém que colonizar a rizosfera em volta das raizes, o rizoplano ou a raiz.

As pesquisas RPCPs inicialmente focaram Bacillus e Anthrobacter
spp. (BROWN, 1974). Aplicacbes destas associagbes foram investigadas em milho, trigo,
aveia, cevada, ervilha, canola, soja, batata, tomate, lentilha, radite e pepino (GRAY e SMITH,
2005). Entre os Bacillus mais estudados como RPCPs estdo Bacillus cereus (HANDELSMAN
etal., 1990; RYDER et al., 1999), Bacillus firmus, Bacillus licheniformis (CHEN et al., 1996),
Bacillus subtilis (TURNER e BLACKMAN, 1991; ZHANG e SMITH, 1996) e Bacillus
thuringiensis (BAl et al., 2002a,b).

A promocéo de crescimento de plantas pela diminuicdo da incidéncia
de doencas pode ocorrer pela inibicdo direta do crescimento do patégeno (OWEN e ZDOR,
2001) e pela inducéo de resisténcia sisttmica (FRIDLENDER et al., 1993; NANDAKUMAR
et al., 2001), entre outras maneiras. Entre os melhores exemplos de utilizacdo de rizobactérias
utilizadas para biocontrole estdo Agrobacterium radiobacter, para o controle da galha causada
por Agrobacterium tumefacicus, Bacillus subtilis para o controle de tombamento de plantulas
e Pseudomonas fluorescens para o controle de Gaeumannomyces graminis var. tritici, Pythium
e Rhizoctonia solani. Segundo Anter et al. (1995), os dois Ultimos antagonistas também
promovem o crescimento e a produtividade das plantas por produzirem hormdonios de
crescimento vegetal.

A associacdo de plantas com rizobactérias benéficas vem adquirindo
importancia crescente por ter efeitos na promocao de crescimento e no biocontrole de doencas
radiculares e foliares, reduzindo custos de producdo e diminuindo o impacto dos agrotdxicos
no ambiente (ROMEIRO & BATISTA, 2002). Em sistemas sustentaveis, o uso de
rizobactérias promotoras de crescimento pode ser uma das alternativas tecnoldgicas viaveis
para aumentar a producdo, sendo implementada pela microbiolizagdo de sementes com
microrganismos. Portanto, a utilizacdo de rizobactérias promotoras de crescimento de plantas
traz beneficios diretos para a producdo agricola e, a0 mesmo tempo, uma alternativa de cultivo
com menor uso de insumos agricolas (SCHROTH et al., 1982; LAVIE e STOTZKY, 1986).

Os beneficios das RPCPs podem ser observados nas mais variadas
espécies vegetais como grdo de bico e berinjela (KUMAR, 1998), alfafa (OLSEN e
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MISAGHI, 1981), beterraba (THRANE et al., 2000), rabanete (LEEMAN et al., 1995), sorgo
(CHIARINI et al., 1998), batata e alface (BAKKER et al., 1986; GASONI et al., 2001;
FREITAS et al.,, 2003); tomate (FREITAS e PIZZINATTO, 1991; HOFFAMANN-
HERGARTEN, 1998) e varias plantas ornamentais (YUEN e SCHROTH, 1986).

Em relacdo ao mecanismo de promocdo de crescimento vegetal por
bactérias pode-se considerar que é um processo complexo que pode ser influenciado por
diversos fatores abidticos (temperatura, pH, radiacdo, umidade, ions e elementos minerais e
organicos do solo) e bioticos (caracteristicas do hospedeiro, presenca de patégenos e outros
microrganismos associados a planta) (SILVEIRA, 2001; BLOEMBERG & LUGTENBERG,
2001; ARAUJO et al., 2002). Segundo Aradjo et al. (2005), um dos mecanismo fundamentais
de acdo das rizobactérias no controle de fitopatdgenos ocorre pela producdo de compostos
antibidticos, que atuam na supressao desses parasitas na rizosfera.

Como exemplos dos efeitos de BPCPs na producéo podem ser citados:
aumentos de até 48% na producdo de cenoura e de até 37% na producdo e nodulacdo do
amendoim com a inoculagdo de Bacillus subtilis (MERRIMAM et al., 1974; TURNER,
BACKMAN, 1991). Li e Alexander (1988) conseguiram incrementar a colonizacdo e a
nodulacdo de soja, através da co-inoculacdo de Bradyrhizobium japonicum com bactérias do
género Bacillus, produtoras de antibidticos. Outros relatos demonstram efeitos positivos na
nodulacao pela co-inoculacdo de rizébio com outras espécies de bactérias (STAMFORD et al.,
2003; SILVA et al., 2006, 2007; FIGUEIREDO et al., 2007).

Segundo Van Loon et al. (1998), alguns microrganismos podem atuar
indiretamente sobre patdgenos, ou seja, ativando mecanismos latentes de defesa em plantas. O
tratamento de plantas com componentes ou produtos microbianos pode atuar, na inducédo
desses mecanismos latentes de resisténcia de plantas. Em contrapartida Kuc (2001), descreve
que o controle propriamente dito, ndo é devido a acdo direta de fatores antimicrobianos, mas
sim, na capacidade do indutor em sensibilizar a planta, e esta ser capaz de ativar mecanismos
de defesa estruturais e bioquimicos latentes em resposta ao ataque de um patégeno potencial.

Diante dos pontos positivos apresentados, a utilizacdo de BPCPs em
cultivos agricolas pode trazer ganhos adicionais ao desenvolvimento das plantas. Entretanto, a

utilizacdo desses microrganismos nem sempre apresenta bons resultados, sendo que um dos
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obstaculos para sua utilizagdo comercial é que os isolados tém dificuldades de se
estabelecerem e sobreviverem em condi¢des de campo (ATKINSON; WATSON, 2000).
Foram encontrados alguns casos de inconsisténcia nos resultados. Por exemplo: o isolado Ps
91, do grupo fluorescente do género Pseudomonas, foi utilizado em experimentos com plantas
de alface (FREITAS et al., 2003). No experimento em areia esterilizada, mostrou-se
patogénico, matando todas as plantas. Entretanto, em outro experimento em solo com adi¢do
de esterco, 0 mesmo isolado comportou-se como promotor de crescimento (SOTTERO, 2003).
Essa inconsisténcia é a principal limitacdo para o emprego comercial dessas bactérias. Um
fator que poderia explicar esses resultados seria a baixa colonizacdo das raizes pelas bactérias,
talvez pela liberacdo diferenciada de exsudatos radiculares, que varia com a espécie da planta,

com os fatores ambientais ou até mesmo pela competicdo com algum outro microrganismo.

4.5. Caracteristicas do género Bacillus

H& mais de 191 espécies e quatro subespécies descritas no género
Bacillus das quais muitas possuem caracteristicas semelhantes ao Bacillus anthracis (MELO,
1998). Entretanto, a maioria das espécies ndo é patogénica a seres humanos e plantas. A
maioria das espécies do género Bacillus é saprdfita, estando amplamente distribuidas no ar,
solo e agua (BOER; DIDERICHSEN, 1991). As caracteristicas principais do género Bacillus
sdo: gram positivos, células com a forma de bastonetes retos, aos pares ou cadeias com
extremidades arredondadas ou em angulo reto; s&o mdveis por meio de flagelos peritriquios,
formam enddsporos ovais ou, algumas vezes, redondos ou cilindricos, sendo muito resistentes
as condicBes adversas, tais como calor e baixos niveis de umidade; sdo aer6bios ou aerdbios
facultativos e a maioria das espécies encontradas é saprofita (MELO, 1998).

A maioria dos trabalhos desenvolvidos com a utilizacdo de B. subtilis
esta relacionada ao controle bioldgico de fitopatdgenos na rizosfera o qual tem sido atribuido,
com frequéncia, a producdo de antibidtico (GUERREIRO, 2008). Contudo, esta espécie
bacteriana, também classificada como rizobactéria promotora de crescimento de plantas, pode
suprimir as doencas por outros modos de agdo como: competicdo por espago, nutrientes e

inducdo de resisténcia sisttmica em plantas (KLOEPPER, 1999). As perspectivas do uso de
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espécies do género Bacillus como promotoras de crescimento da rizosfera, trabalhos com
inoculacdo de sementes de diversas culturas, vem ganhando uma maior importancia (LIU &
SINCLAIR, 1990; TURNER & BACKMAN, 1991).

Dentro desta linha, alguns estudos visam identificar qual é o
mecanismo de acdo, ao nivel da rizosfera que proporciona um melhor desenvolvimento das
plantas. Alguns trabalhos buscam, dentro deste contexto, identificar como B. subtilis ou seus
metabolitos interagem com a flora ou sistema radicular em nivel de solo (CHANWAY &
NELSON, 1990; MAHAFFEE & BACKMAN, 1993).
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CAPITULO |

EFEITO DE BICARBONATO DE POTASSIO SOBRE A SEVERIDADE DE

Erysiphe diffusa EM PLANTAS DE SOJA
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RESUMO

O oidio da soja, causado por Erysiphe diffusa, é considerado uma doenca esporadica podendo
ocasionar perdas quando atinge proporcdes epidémicas. O trabalho teve por objetivo avaliar a
eficiéncia de bicarbonato de potassio (Kaligreen®) no controle do oidio da soja. As
pulverizacdes do bicarbonato de potassio nas concentracdes de 0; 0,25%, 0,5%, 0,75% e 1,0%
e do fungicida (piraclostrobina e epoxiconazole) e as avaliages foram semanais. Folhas foram
coletadas para analise ultraestrutural através da microscopia eletrdnica de varredura. O
bicarbonato de potéssio controlou a doenca em todas as concentra¢cdes, mas causou
fitotoxicidade a partir de 0,5%. Na analise ultraestrutural pode-se observar que o produto
apresentou acao direta sobre o patdgeno ocasionando murchamento e reducdo na germinagédo
dos conidios. O produto apresenta potencial para controlar a doencga, porem deve ser adequada
a concentracdo a ser recomenda, bem como a frequéncia de aplicagéo para evitar os problemas

de fitotoxicidade.

Palavras-chave: bicarbonato, produtos biocompativeis, doencas da soja, oidio.
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ABSTRACT

Efect of potassium bicarbonate on the control of powdery mildew in soybean

The soybean powdery mildew, caused by Erysiphe diffusa, is considered a sporadic disease
can cause losses when it reaches epidemic proportions. The study aimed to evaluate the
efficiency of potassium bicarbonate (Kaligreen ®) to control of soybean powdery mildew.
Sprays of potassium bicarbonate at concentrations of 0, 0.25%, 0.5%, 0.75% and 1.0% and the
fungicide (pyraclostrobin and epoxiconazole) and assessments were weekly. Leaves were
collected for ultrastructural analysis by scanning electron microscopy. The potassium
bicarbonate controlled the disease in all concentrations, but caused phytotoxicity from 0.5%.
In ultrastructural analysis can be observed that the product has a direct effect on the pathogen
causing wilting and reduction in spore germination. The product has the potential to control
the disease, but should be adequate concentration to be recommended, and the frequency of
application to avoid phytotoxicity problems.

Key words: bicarbonate, biocompatible products, soybean disease, powdery mildew,

Erysiphe diffusa.
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INTRODUCAO

Na cultura da soja, aproximadamente, 50 doencas causadas por fungos, bactérias,
nematoides e virus foram identificadas no Brasil (Yorinori, 2002) e mais de 100 doencas
foram listadas mundialmente (Sinclair & Backman, 1989). Dentre as doencas, o oidio, causado
por Erysiphe diffusa, requer, em algumas condicdes, a utilizacdo de fungicidas para garantir a
producdo, caso contrario as perdas podem atingir até 40% (Embrapa, 2003).

Dentre os principais produtos alternativos testados, alguns sdo compostos de um ou
varios sais de potassio, fosfato, sodio, silicio, calcio, argila e materiais anti-transpirantes (Ziv
& Zitter, 1992; Reuveni et al., 1995; Garibaldi et al., 1994; Marco et al., 1994), biofertilizantes
(Bettiol, 1996; Bettiol et al., 1998; Ishida et al., 2001), extratos de planta (Pasini et al., 1997,
Stadnik et al.; 2003), 6leos vegetais e sintéticos (Pasini et al., 1997) e leite e soro de leite
(Bettiol et al., 1999; Bettiol et al., 2008). A combinacdo de mais de um método alternativo
pode ter efeito aditivo ou sinergistico como foi observado por Ziv & Zitter (1992). Um dos
produtos biocompativeis para o controle de alguns oidios € o uso de alguns tipos de
bicarbonato. O bicarbonato de sédio foi eficiente no controle de oidios (Homma et al., 1981,
Horst et al., 1992; Ziv & Zitter, 1992; Ziv & Hagiladi, 1993; Pereira et al., 1995; Reuveni et
al., 1996). Também o bicarbonato de potéssio é recomendado para o controle de oidio, tendo
um produto registrado em diversas partes do mundo, inclusive no Brasil, denominado de
Kaligreen®.

Alternativas de controle e manejo da doenca com produtos menos agressivos ao
ambiente ou indcuos ao homem tornam-se relevantes, havendo a necessidade de buscar

alternativas de baixo custo e que sejam eficientes no controle da doenca. Assim, esse trabalho
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teve como objetivo avaliar a eficiéncia do bicarbonato de potassio, principio ativo do produto

Kaligreen®, para o controle do oidio da soja.

MATERIAL E METODOS

O ensaio foi conduzido em casa de vegetacdo do campo experimental da Embrapa
Meio Ambiente, localizado em Jaguariuna-SP, no periodo de agosto a dezembro de 2008. No
experimento foi utilizada a cultivar MGBR-46, denominada Conquista, por ser susceptivel ao
oidio. Em vasos plasticos de 5 litros de volume, contendo uma mistura de latossolo vermelho e
substrato de casca de pinus (80%:20%, respectivamente), foram semeadas quatro sementes
deixando-se desenvolver duas plantas por vaso. O delineamento experimental constou com
seis tratamentos e cinco repeticdes, totalizando 30 vasos. Estes foram dispostos em blocos
casualizados. As plantas foram mantidas em casa de vegetacédo e no 30° dia, quando as plantas
apresentavam-se no estadio V4, foi realizada a primeira aplicacao dos produtos.

Os tratamentos analisados consistiram das concentragdes de 0; 0,25; 0,50; 0,75 e 1%
(p/v) de bicarbonato de potassio, principio ativo do produto Kaligreen®, e um fungicida
(piraclostrobina e epoxiconazole) na dosagem recomendada. Os produtos foram devidamente
pesados e diluidos em &gua, conforme a recomendacdo técnica do fabricante, e, em seguida,
pulverizados. As pulverizagdes ocorreram semanalmente com o auxilio de uma pistola de
pintura acoplada a um compressor de ar, a uma pressdo de 10 Ib pol™ (Toagosei Chemical
Industry Co. Ltd. Japdo), sendo realizadas ao final da tarde, quando a temperatura se

encontrava em torno de 25 °C. Durante o periodo de conducéo do experimento foi observada a
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incidéncia de mosca branca e tripes e uma pequena incidéncia de ferrugem asiatica, mas que
ndo comprometeram o desenvolvimento do estudo.

A inoculagdo do patdgeno foi realizada transferindo plantas de soja infectadas com
oidio para a casa de vegetagcdo onde 0 ensaio estava sendo conduzido, para que ocorresse a
inoculagdo por meio da dispersdo natural das plantas infectadas para as sadias. As avaliagdes
da severidade da doenca foram realizadas semanalmente, antes das pulverizagdes, sempre no
periodo da manha, utilizando uma escala diagramética proposta por Stadnik et al. (2001). Para
tanto, foram avaliadas as folhas centrais do terco médio das plantas.

Alem da avaliacdo da severidade foi realizado estudo em microscopio eletronico de
varredura (MEV) para verificar os possiveis mecanismos de acdo do bicarbonato de potéssio.
Foram coletadas cinco folhas de cada amostra, retirados fragmentos com 0,5 X 0,5 cm que
foram imersos em soluc¢do fixadora (Karnovisk's modificado), pH 7,2 e armazenado em freezer
a-10 °C até ser levado para a realizacdo da observacao das amostras em microscopio eletrénico
de varredura no Laboratorio de Microscopia Eletronica e Analise Ultra-estrutural (LME) do
Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras (UFLA), Lavras - MG.
Ap0s o periodo de fixacdo o material foi imerso em solucéo de cacodilato por trés vezes por um
tempo de 10 minutos em cada imersdo, e apos este processo foram transferidas para uma
solucdo de tetroxido de 6smio 1% em agua por 1 hora e subsequentemente desidratadas em
uma série de acetona (25, 50, 75, 90 e 100% por trés vezes) e depois levadas para o aparelho de
ponto critico. Os espécimes obtidos foram montados em suportes de aluminio (“stubs”) com a
ajuda de uma fita de carbono dupla face colocada sobre uma pelicula de papel aluminio,

cobertos com ouro e observados em microscépio eletrdnico de varredura LEO EVO 40X VP.
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A andlise estatistica do experimento foi realizada com base nas médias dadas em cada
tratamento por avaliagdo. Com a média das cinco avaliacBes foi calculada a area abaixo da
curva de progresso da doenga (AACPD). Esses dados foram submetidos ao teste de Scott-
Knott, realizado no programa Sisvar ® (Ferreira, 2000), para a comparacdo de efetividade entre

0s tratamentos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O bicarbonato de potéssio, principio ativo do produto Kaligreen®, foi eficiente em
todas as concentracOes, destacando-se as de 0,75 e 1,0% do principio ativo no controle do
oidio da soja em casa de vegetacdo (Tabela 1, Figuras 1 e 2). Ao longo do ciclo da cultura foi
observado que a intensidade da doenca diminuiu gradativamente (Tabela 1). Entretanto, as
plantas que receberam 0,5; 0,75 e 1% do produto apresentaram fitotoxidez (Figura 2).

Tamm et al. (2006), utilizando 0,5% (v/v) de bicarbonato de potassio no controle da
sarna da macieira, observaram gque houve reducdo da doenca. Entretanto, quando utilizaram a
dosagem de 1% (v/v) do produto também verificaram a ocorréncia de fitotoxidez. Todavia em
trabalhos envolvendo outros patossistemas, o bicarbonato ndo causou fitotoxicidade,
mostrando-se eficaz na reducdo de doencas em plantas. Oliveira et al. (2002) concluiram que a
aplicacdo de leite de vaca in natura na concentracdo de 5.000 mL/hL e 10.000 mL/hL e 0
bicarbonato de sodio na concentragdo de 400 g/hL foram eficientes no controle do oidio em
moranga, sendo que a severidade da doenca permaneceu baixa durante o ciclo da cultura.

Santos (2009) verificou que as concentracgdes de 0,1; 0,2; 0,4; 0,8; 1,5 e 3,0% (p/v) do

produto Kaligreen® reduziram o oidio causado por Podosphaera fusca em abobrinha. As
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melhores concentragcdes foram de 1,5 e 0,8%, que controlaram a doenca em 87,4% e 85,1%,
respectivamente, quando comparado a testemunha, sendo tdo eficientes quanto o fungicida
padrdo utilizado, que apresentou 81% de controle da doenca. Entretanto, quando se empregou
a concentracdo de 3% (v/v), as plantas de abobrinha apresentaram fitotoxidez. O mesmo autor,
utilizando sal puro de bicarbonato de potéssio (KHCO3), nas concentragdes de 1% e 2%,
relatou que o sal apresentou controle da doenca de 42,8% e 30,5%, respectivamente.
Entretanto, quando se empregou a concentracdo de 0,5% do sal, ndo houve controle da doenca.
Esses resultados estdo de acordo com os obtidos no presente estudo. Lahoz et al. (2001)
também verificaram reducgéo da severidade de oidio (Erysiphe orontii) em tabaco com 0 uso
de bicarbonato de sddio na dosagem de 1000 g/100 L, mas ndo com 500 g/100 L. Silicato de
potéssio liquido pulverizado sobre plantas de morango controlou o oidio. Essa informagéo é
importante, pois demonstra que esse sal combinado com outra substancia pode apresentar um
resultado satisfatorio como o observado por Kanto et al. (2006).

Os resultados obtidos com os bicarbonatos indicam que apresentam potencial para
controlar oidios. Entretanto, mesmo utilizando dosagens reduzidas, pode ocorrer problemas de
fitotoxicidade. Mesmo diante do problema da fitoxicidade, os carbonatos e bicarbonatos tem
se mostrado eficazes contra varias doengas, como por exemplo, os observados por Anon
(1999) que verificou que os carbonatos foram eficazes no controle do mofo cinzento da
videira, reduzindo a germinacdo dos esporos de Botrytis cinerea, enquanto que, o bicarbonato
de sodio e bicarbonato de amdnio foram mais eficazes que o bicarbonato de potassio na
reducdo da doenca. Assim, é importante realizar estudos determinando as concentracfes

adequadas e a frequéncia de aplicacdo desses produtos que controlem a doenca sem causar
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problemas de fitotoxicidade. Deve-se também considerar que os estudos foram realizados em
cultivo protegido, sendo que nessas condic¢des os problemas de fitotoxicidade sdo assentuados.
Assim, os estudos devem ser repetidos em condi¢be de campo.

Nas observacOes realizadas em microscopia eletronica de varredura, verificou-se que
nas folhas provenientes das plantas testemunhas (Figura 3A e 3B) os conidios germinaram
normalmente, enquanto que o bicarbonato de potassio, nas diversas concentracdes, apresentou
efeito direto sobre o patégeno, ocasionando murchamento dos conidios (Figuras 3C, 3D e 3E).
Todavia, verificou-se que na concentragdo a 1% de bicarbonato de potassio (Figura 3F) houve
reducdo na formagdo de conidios, observando, nas folhas dessas plantas, diminuigdo na
esporulacdo e auséncia de germinacdo quando comparados a testemunha (Figura 3A e 3B).
Esses resultados indicam que o possivel modo de acdo do bicarbonato seja na inibicdo direta
do patdgeno.

Diante dos resultados deste trabalho, o que se conclui é que o bicarbonato de potéssio €
eficiente no controle de oidio em soja. Entretanto, futuras pesquisas deverdo ser realizadas no
intuito de adequar dosagens e frequéncia de aplicacdo para que ndo causem fitotoxicidade e

controlem adequadamente a doenca.
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237 TABELA 1: Efeito do bicarbonato de potassio (Kaligreen®) sobre a porcentagem de érea

238  foliar afetada por Erysiphe diffusa em plantas de soja mantidas em casa de vegetacao.

12 avaliagdo 2%avaliacdo 32avaliacdo 4%avaliacdo 5%avaliacdo

Tratamento 30° diaapdés 38°diaapds 44°diaapds 51°diaapds 58° dia apds

0 20,85aD 31,50aC 41,67aB 86,25a A 84,17aA
0,25% 9,08bB 11,30b B 23,25b A 28,08b A 31,33b A
0,50% 343bA 4,65b A 10,75c A 743CcA 10,55c A
0,75% 422b A 523bA 250CcA 2,75CcA 0,60dA
1,00% 2,98Db A 4,13b A 6,33CcA 0,62cA 0,10d A

Fungicida 0,98b A 095bA 221cA 2,63CcA 1,63dA

239  Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna e pela mesma letra maiuscula na linha néo
240  diferem estatisticamente (p>0,05) — Teste de Scott Knott. A primeira avaliagdo foi realizada no 30° dia
241  apobs a emergéncia e as demais no 38°, 44°, 51° e 58° dia ap6s a emergéncia.

242
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243

244
245  FIGURA 1 - Efeito do bicarbonato de potéssio (Kaligreen®) nas concentracdes de 0,25% (A),

246 0,5% (B), 0,75% (C) e 1% (D) no controle de Erysiphe diffusa na cultivar MG/BR 46
247  (Conquista) de soja.

248
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FIGURA 2 - Efeito do Kaligreen® sobre a area abaixo da curva de progresso da doenca

(AACPD) causada pelo oidio (Erysiphe diffusa) em soja. Médias seguidas de mesma letra ndo
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255

256
257

258 FIGURA 3 - Eletromicrografias de varredura de folhas de soja infectadas com Erysiphe
259  diffusa, mantidas em casa de vegetacdo, e tratadas com &gua (A e B) e com bicarbonato de
260  potéssio (Kaligreen ®) nas concentragdes de 0,25 (C); 0,50 (D); 0,75 (E) e 1% (F) (V/v).

261
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Efeito de 0leos de gréaos de café torrado e cru na reducao do oidio

(Erysiphe diffusa) da soja em casa de vegetacao

Regiane Medice! & Wagner Bettiol?

'Departamento de Producdo Vegetal, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho”, CP 237, Botucatu, SP. 2Embrapa Meio Ambiente CP 69, 13820-000 Jaguaritna SP. E-

mail: regiane76br@yahoo.com.br

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial de 6leos extraido de gréos de café torrado e
cru no controle do oidio da soja, causado por Erysiphe diffusa. O experimento foi conduzido
com a cultivar MGBR-46 (Conquista). Os o¢leos foram pulverizados semanalmente nas
concentragdes de 0%, 0,5%, 1% e 2%. Como tratamento padréo foi utilizado fungicida a base
de piraclostrobina e epoxiconazole. Durante quatro semanas foi avaliada a severidade da
doenca num par de trifdlios do terco médio das plantas, utilizando escala diagramética de
notas. Durante a conducdo do ensaio, foram coletadas amostras das folhas para a andlise
ultraestrutural em microscopia eletrénica de varredura, cujo objetivo foi o de acompanhar 0s
efeitos dos 6leos sobre as estruturas do fungo na planta. Os 6leos controlaram a doenca na
faixa de 84,8% a 99,8%, sendo superior ao fungicida padrdo. Nas observacGes em MEV,

constatou-se a presenca de uma camada protetora na superficie das folhas, impedindo a agéo
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do patdégeno. Com isso, pode-se inferir que os produtos utilizados neste trabalho apresentam
potencial para protecdo de plantas de soja contra oidio.

Palavras-chave: 6leo fixo, 6leos essenciais, produtos biocompativeis, Erysiphe diffusa

ABSTRACT

Control of soybean powdery mildew with coffee oils in greenhouse

The objective of this study was to evaluate the potential of oils extracted from roasted coffee
beans and raw to control soybean powdery mildew, caused by Erysiphe diffusa. The
experiment was conducted with the cultivar MGBR-46 (Conquista). The oils were weekly
sprayed at concentrations of 0%, 0.5%, 1% and 2%. For four weeks we evaluated the severity
of the disease in a pair of clover in the middle third of the plants, using diagrammatic scale of
notes. Samples were collected from leaves for ultrastructural analysis by scanning electron
microscopy, whose goal was to monitor the effects of oils on the structures of the fungus in the
plant. Oils controlled the disease in the range of 84.8% to 99.8%, higher than the standard
fungicide. In MEV observations, it was found the presence of a protective layer on the surface
of the leaves, preventing the action of the pathogen. We conclude that the products used in this

study have potential for protection of soybean plants against powdery mildew.

Key words: essential oil, fixe oil, biocompatible product, Erysiphe diffusa
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INTRODUCAO

A sociedade esta preocupada com o uso intensivo e indiscriminado de agrotoxicos que
causam diversos problemas ao ambiente. Segundo o Sindicato Nacional para Produtos de
Defesa Agricola (Sindag), o Brasil foi o pais, pelo segundo ano consecutivo, campedo mundial
em consumo de agrotoxicos. No ano de 2010, foram mais de 1 bilh&o de litros de agrotoxicos
legalmente comercializados no pais, 0 que representaria, ao longo do ano, o consumo de mais
de 5,2 litros por habitante (Mpabrasiles, 2011). Estudos da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitéria (Anvisa, 2011), em 26 estados do pais, identificaram cerca de 20 culturas com alto
indice de residuos de agrotoxicos, como 0 pimentdo, uva, morango, pepino, couve, alface,
abacaxi e mamao.

A cultura da soja é atualmente a mais importante para 0 agronegocio brasileiro e
responde por 51% do volume de agrotoxicos comercializados (Mpabrasiles, 2011). Entre os
fatores que limitam o rendimento da soja, as doengas s@o 0s mais importantes por serem de
dificil controle (Embrapa, 2004). A importancia econdmica de cada doenca varia de acordo
com 0 ano e a regido, dependendo da condigdo climatica de cada safra. Antes da entrada da
ferrugem asiatica da soja, o oidio, causado por Erysiphe diffusa, estava entre as doencgas mais
importantes.

Associado ao grande consumo de agrotoxicos no Brasil, tem se verificado o interesse
de pesquisas sugerindo a utilizagdo de produtos naturais, como substancias de origem vegetal
gue apresentem efeito inibitorio sobre os fitopatdgenos e a0 mesmo tempo ndo causem danos
aos ecossistemas (Sousa et al., 1991). Oleos essenciais, 6leos fixos e extratos de plantas tém

apresentado resultados no controle de doengas em plantas. Stangarlin et al. (1999) e Fiori et al.
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(2000) afirmam que isso é possivel devido a atividade antimicrobiana direta e indireta que
esses produtos extraidos das plantas podem apresentar. Como exemplo, desses defensivos
naturais no controle de fitopatdgenos tem-se o controle do oidio (Oidium lycopersici) do
tomateiro, com 0leo emulsionédvel de Azadirachia indica (Carneiro, 2003).

Diante do exposto, o presente trabalho foi conduzido com o objetivo de avaliar a
atividade antimicrobiana de 6leos fixo de grdos de café torrado e café cru sobre o oidio da

soja.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado, no segundo semestre de 2008, em casa de vegetacdo da
Embrapa Meio Ambiente, Jaguaritna, SP. Para a realizacdo deste trabalho utilizou-se a
cultivar MGBR-46 (conhecida como Conquista), por ser susceptivel ao oidio. Em vasos de 5 L
contendo substrato obtido de uma mistura de latossolo vermelho e casca de pinus (80%:20%,
respectivamente), foram semeadas quatro sementes e apds a germinagdo das sementes foi
realizado desbaste deixando apenas duas plantas por vaso. As plantas foram mantidas em casa
de vegetacdo e no 30° dia, quando as plantas apresentavam-se no estadio V4, foi realizada a
primeira aplicagdo dos produtos a serem testados, bem como a primeira avaliacao.

Os oleos fixos utilizados foram extraidos de graos de café torrado e gréos de café cru,
fornecidos pelo Dr. Nilson Maia, do IAC. As concentragdes utilizadas neste estudo foram de
0%, 0,5%; 1% e 2% (v/v), além de um fungicida a base de piraclostrobina e epoxiconazole, na
dosagem recomendada pelo fabricante. A suspensdo dos 6leos foi preparada em Erlenmeyer

com capacidade de 500 mL, sendo inicialmente colocadas trés gotas de detergente neutro, o
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volume de 6leo para atingir as concentracdes desejadas e o volume completado com agua
destilada, sendo todo o conteddo homogeneizado com um bastdo de vidro. Apds este
procedimento foram realizadas as pulverizagbes com o auxilio de uma pistola de pintura
acoplada a um compressor de ar, a uma pressao de 10 Ib pol™ (Toagosei Chemical Industry
Co. Ltd. Japdo) sendo realizadas ao final da tarde, quando a temperatura ambiente se
encontrava em torno de 25 °C. As aplicacdes foram semanais. Apds a primeira pulverizacdo
dos produtos, foram acomodados, entre as fileiras dos vasos com plantas sadias, vasos
contendo plantas de soja infectadas com oidio (Erysiphe diffusa) para que ocorresse a

inoculacdo natural.

As avaliacOes da severidade da doenga foram realizadas semanalmente sempre no
periodo da manhd. A caracteristica avaliada foi a porcentagem de area foliar lesionada. Para
isso foi adotada a escala diagramatica apresentada por Stadnik et al. (2001), analisando as
folhas centrais do terco médio de cada foliolo das plantas.

O preparo das amostras para avaliacdo em microscopia eletronica de varredura foi feito
no Laboratério de Microbiologia Ambiental da Embrapa Meio Ambiente. Foram coletadas
cinco folhas de cada tratamento. Depois de coletadas, pedagos de 0,5 X 0,5 cm foram imersos
em solucdo fixadora (Karnovisk's modificado), pH 7,2 e armazenado em freezer a -10 °C até
ser levado para a realizacdo da observacdo em microscéopio eletrobnico de varredura no
Laboratdrio de Microscopia Eletronica e Andlise Ultra-estrutural (LME) do Departamento de
Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras (UFLA). Apos o periodo de fixacdo o material
foi imerso em solucdo de cacodilato por trés vezes por um tempo de 10 minutos em cada

imersdo e apos este processo foram transferidas para uma solucéo de tetroxido de 6smio 1% em
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agua por 1 hora e subsequentemente desidratadas em uma série de acetona (25, 50, 75, 90 e
100% por trés vezes) e depois levadas para o aparelho de ponto critico. Os espécimes obtidos
foram montados em suportes de aluminio stubs, com a ajuda de uma fita de carbono dupla face
colocada sobre uma pelicula de papel aluminio, cobertos com ouro e observados em

microscépio eletrénico de varredura LEO EVO 40XVP.

Analise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com cinco repeticdes. Os
dados foram analisados com base nas médias de cada tratamento por avaliacdo. Com a média
das cinco avaliagGes realizadas, foi possivel determinar a area abaixo da curva de progresso da
doenca (AACPD). Esses dados foram submetidos ao teste de Scott-Knott, realizado no

programa Sisvar © (Ferreira, 2000), para a comparagao de efetividade entre os tratamentos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os Oleos de café torrado e cru nas concentragdes de 0,5%; 1% e 2% controlaram
efetivamente o oidio da soja em todas as avaliagdes realizadas (Tabelas 1 e 2, Figuras 1 e 2).
Além disso, observa-se que nas concentracdes estudadas os Oleos apresentaram 0 mesmo
controle do fungicida padrdo utilizado (Tabelas 1 e 2). Na Tabela 2, observa-se que 0s 6leos
na maior concentracdo reduziram a doenga mais efetivamente do que o fungicida padrao,
demonstrando a eficiéncia desses 6leos no controle do oidio.

Pereira (2006) relata que os subprodutos do café tais como 0Oleos, polpas e casca dos

frutos possuem, em sua fracdo sollvel carboidratos, proteinas, taninos e varios compostos
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fendlicos. Segundo Molina et al. (1974), 42% do peso dos frutos de café cereja correspondem
a polpa, considerada residuo do beneficiamento do fruto seco. Em sua composi¢do constam,
principalmente, compostos fenolicos (acido clorogénico e flavonoides). Compostos fendlicos
nas células vegetais, quando presentes em alta concentragdo, ou oxidados de fenois simples a
quinonas podem constituir-se em componentes de defesa do vegetal contra fatores externos
(Nicholson & Hammerschmidt, 1992; Pascholati & Leite, 1994). Porém, neste trabalho, o que
se observou por meio da microscopia eletronica de varredura, € que se forma uma camada
protetora na folha, e com isso ha dificuldade de penetracdo do patdégeno (Figuras 3 e 4). Nao
se observou acdo direta dos 6leos sobre o patdégeno. Entretanto, estudos mais aprofundados
sobre o efeito tdxico dos 6leos sobre o fungo nao foram realizados.

Em ensaios realizados por Resende et al. (2004), foi observada a reducdo na
percentagem da mancha-de-phoma de 20% e 38%, quando foram utilizados extratos de casca
de café e de folhas de café infectadas por ferrugem. Isso pode indicar que componentes dos
orgéos de cafe apresentam potencial em controlar fitopatdgenos, como observado no presente
trabalho. Amaral (2005) e Santos et al. (2007) obtiveram reducdes de até 40% na AACPI em
mudas de cafeeiro, em casa de vegetacdo, e 34% em lavoura organica no campo,
respectivamente, utilizando os extratos de casca de café. Barguil et al. (2005) observaram que
0 extrato afetou negativamente o tamanho e o nimero de lesbes de Phoma costaricensis.
Pereira et al. (2008), utilizando extrato de casca de café e 6leo essencial de tomilho contra a
cercosporiose em plantas de café mantidas em casa de vegetagdo, observaram que houve
reducdo da doenga com ambos tratamentos em 35% e 16,1% respectivamente, quando

comparado a testemunha. Segundo os autores, o controle obtido por meio do extrato,
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possivelmente, ocorreu devido a presenca de compostos fendlicos em sua fracdo sollvel
favorecendo uma possivel indugdo de resisténcia na planta, enquanto que o efeito do dleo de
tomilho foi devido aos compostos presente em sua composi¢cdo como o timol, cravacrol,
fendis, quinonas, saponinas, flavandides e terpenoides (Silva Junior & Vizzoto, 1996).

Estes resultados se assemelham ao obtido por Perina (2011) que também observou
reducdo na severidade de oidio em plantas de soja, mantidas em casa de vegetacdo,
pulverizadas com 6leo essencial de citronela, de capim liméo, de eucalipto, de canela e de
melaleuca e suspensdo de leite em 86,1%, 72,1%, 68,7%, 67,1%, 57,3%, 44,9 e 74,2%,
respectivamente. Tal fato revela que os Oleos extraidos de plantas, grédos e folhas podem
possuir propriedades antifungicas ou protetoras nas plantas.

Medice et al. (2005), empregando tratamento preventivo com Oleos essenciais de
eucalipto citriodora (Corymbia citriodora), tomilho (Thymus wulgaris), citronela
(Cymbopogon nardus) e nim (Azadirachta indica) em plantas de soja mantidas em casa de
vegetacdo, também observaram reducdo na severidade da ferrugem da soja, causada por
Phakopsora pachyrhiz, numa faixa situada entre 35% e 61%.

Abreu (2006) também observou reducdo de 26%, 62% e 95% na incidéncia da pinta-
preta (Alternaria solani) do tomateiro em plantas tratadas com 06leo essencial de canela, nas
concentracdes de 0,5; 0,75 e 5 mL L™, respectivamente. Entretanto, Carneiro (2003),
utilizando extrato de folhas e 6leo emulsionavel de nim nas concentragdes de 0,25%, 0,5%,
1% e 2% contra Oidium lycopersici, agente etioldgico do oidio em tomateiro, verificou que o
extrato das folhas ndo foi eficiente no controle do oidio. Por outro lado, o dleo emulsionavel

de nim controlou a doenga, mesmo nas menores concentragOes avaliadas, e foi similar ao
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fungicida utilizado como controle. Isto revela que o fato de um 6leo ser mais eficiente que o
extrato seria devido ao fato do mesmo proporcionar uma camada protetora na superficie das
folhas, comprovado neste estudo utilizando como ferramenta a microscopia eletronica de
varredura para a analise ultraestrutural do efeito do oleo fixo de gréos de café no controle do
oidio de soja (Figuras 3 e 4).

Trabalhos envolvendo o uso de produtos naturais como 6leo fixo de graos de café no
controle do oidio da soja ndo existem na literatura até o momento. Contudo, a possivel
reducdo da doenca através do uso deste produto pode ser comprovada neste trabalho, onde
todos os tratamentos empregados apresentaram controle da doenca semelhantemente ao
fungicida padréo (Figuras 1 e 2).

De acordo com a area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) todos 0s
tratamentos diferiram da testemunha (Figura 2). Esse resultado confirma a eficiéncia no
controle da severidade do oidio da soja pelo uso destes Gleos essenciais. Tal fato pode
viabilizar o uso desse produto no controle da doenga.

De forma analoga, estes resultados se assemelham ao obtido por Perina (2011), que
através da AACPD, também observou reducdo na severidade de oidio em plantas de soja
mantidas em casa de vegetacdo, constatando que os tratamentos fungicida (tebuconazole), 6leo
essencial de citronela, leite, 6leos essenciais de capim limdo, de eucalipto, de canela e de
melaleuca reduziram a doenca em 86,1%, 74,2%, 72,1%, 68,7%, 67,1%, 57,3% e 44,9%,
respectivamente.

Tal fato revela que os Gleos extraidos de plantas, grdos e folhas podem possuir

propriedades antifungicas ou protetoras nas plantas. Medice et al. (2005), empregando
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tratamento preventivo com 0leos essenciais de eucalipto citriodora (Corymbia citriodora),
tomilho (Thymus vulgaris), citronela (Cymbopogon nardus) e nim (Azadirachta indica) em
plantas de soja mantidas em casa de vegetacdo, também observaram reducdo na severidade da
ferrugem da soja, causada por Phakopsora pachyrhiz, numa faixa situada entre 35% e 61%.
Com os resultados obtidos é possivel concluir que os 6leos de café torrado e cru foram
eficientes em controlar o oidio da soja e formaram uma camada protetora na face adaxial das

plantas, responsavel pelo controle da doenca.
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255 TABELA 1: Efeito dos 06leos de grdos de café torrado e cru sobre a porcentagem de area

256  foliar lesionada por Erysiphe diffusa em plantas de soja sob condig¢des controladas.

12 avaliacdo  2%avaliacdo 32 avaliacéo 42 avaliacéo

30° diaap6s 38°diaapdés  44° dia apds 51° dia apos

TRATAMENTO emergéncia emergéncia emergéncia emergéncia
Oleo de café cru 0,5% 1542 a 14,41 a 18,33 a 12,83 a
Oleo de café cru 1% 6,68 a 7,30 a 3,30 a 3,80 a
Oleo de café cru 2% 1,75a 7,18a 1,85a 0,98 a
Oleo de café torrado 0,5% 12,10 a 12,10 a 14,28 a 15,18 a
Oleo de café torrado 1% 4,67 a 10,42 a 7,92 a 8,82 a
Oleo de café torrado 2% 0,27 a 3,20 a 0,32a 0,13a
Fungicida 0,67 a 0,62 a 4,17 a 5,88a
Testemunha 296 b 54,17 b 58,33 b 60,0 b

257  Médias seguidas de mesma letra mintscula na coluna ndo diferem estatisticamente (p>0,05) — Teste de

258 Scott Knott.
259
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260 TABELA 2: Reducdo da severidade do oidio da soja em relagdo a testemunha (%) por 6leos

261  de café torrado e cru.

Tratamento Reducdo do numero de lesdes em relacéo a

testemunha (%)

B ) 67,8
Oleo de café cru 0,5%
i ) 76,0
Oleo de café cru 1%
- , 86,15
Oleo de café cru 2%
- , 56,92
Oleo de café torrado 0,5%
- , 73,87
Oleo de café torrado 1%
i 95,3
Oleo de café torrado 2%
75,3

Fungicida

262
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FIGURA 1: Area abaixo da curva de progresso da doenca causada por Erysiphe diffusa em
plantas de soja cultivar Conquista tratadas com éleos oriundos de gréos de café torrado e cru.
CT- café torrado; CC- café cru: Fungicida: piraclostrobina e epoxiconazole. Médias seguidas

de mesma letra ndo diferem entre si (p>0,05) — Teste de Scott Knott.
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FIGURA 2: Sintomas de oidio (Erysiphe diffusa) da soja em (A) foliolos de plantas que
tratadas com Oleos de gréos de café torrado (CT) e cru (CC), fungicida e testemunha. (B)
Plantas que receberam apenas 6leo de café cru (CC); (C) plantas que receberam tratamento

com Oleo de café torrado (CT).



277

278

279

280

281

52

FIGURA 3: Eletromicrografias de varredura em foliolos de soja infectados por Erysiphe
diffusa e tratados com 6leo fixo de café cru. Tratamentos constituidos por: agua destilada (A),

fungicida (B), 6leo de café cru a 0,5% (C), 1% (D) e 2% (E).
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FIGURA 4: Eletromicrografias de varredura em foliolos de soja infectados por Erysiphe
diffusa e tratados com o0leo fixo de café torrado. Tratamentos constituidos por: dgua destilada

(A), fungicida (B), 6leo de café torrado 0,5% (C), 1% (D) e 2% (E).
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Efeito de Bacillus subtilis e Bacillus licheniformis associados com Bradyrhizobium elkanii

sobre o crescimento de soja

Regiane Medice! & Wagner Bettiol?
! Unesp/Botucatu, CP 237, Botucatu, SP; Embrapa Meio Ambiente, CP 69, 13820-000

Jaguariuna, SP.

RESUMO

O objetivo do trabalho foi avaliar o efeito de Bacillus subtilis e Bacillus licheniformis, quando
co-inoculados com Bradyrhizobium elkanii, no desenvolvimento da planta e no estimulo a
nodulagdo. Os experimentos foram conduzidos utilizando a soja CD 230. Os tratamentos e
concentracdes empregadas foram: B. subtilis, B. subtilis +B. licheniformis e B. licheniformis
nas concentracdes de 50, 100 e 200 g/50 kg de sementes e o isolado de B. subtilis (AP-3) nas
concentracdes de 10" UFC/ml, 10° UFC/ml, 10° UFC/mI, sempre com ou sem tratamento das
sementes com estirpes de Bradyrhizobium. Foi realizado um estudo em campo utilizando
apenas as concentragdes que apresentaram resultado positivo em casa de vegetagdo. Em
laboratdrio foi realizado o teste de germinagdo empregando 0os mesmo tratamentos. A maioria
dos produtos bioldgicos, quando associados com a co-inoculacdo de B. elkanii, apresentou
acao como promotores de crescimento em soja avaliados pelo nimero de nddulos, a area foliar
e peso seco da parte aérea das plantas, destacando a mistura B. subtilis +B. licheniformis com
maior potencial na promocao de crescimento.

Palavras chave: promocao de crescimento, controle bioldgico, soja.
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ABSTRACT

Effect of Bacillus subtilis and Bacillus licheniformis, co-inoculate with Bradyrhizobium
elkanii, on soybean growth promotion
The objective of this study was to evaluate the effect of Bacillus subtilis and Bacillus

licheniformis, when co-inoculated with Bradyrhizobium elkanii in plant development and to
stimulate nodulation. The experiments were conducted in laboratory, greenhouse and field
trials on the Embrapa Environment using soybean cultivar CD 230. Treatments and
concentrations used were: B. subtilis, B. subtilis + B. licheniformis and B. licheniformis at
concentrations of 50, 100 and 200 g/50 kg of seed and isolated from B. subtilis (AP-3) at
concentrations of 10" CFU/mI, 108 UFC/mI, 10° CFU/mI, always with or without seed
treatment with Bradyrhizobium. The experiment in greenhouse was carried out in two periods,
one in winter and one in summer, using the same concentrations and bioprotectors. Also a
study was conducted in the field using only the concentrations that tested positive in the
experiment in a greenhouse. The last experiments were performed in the laboratory
conducting germination test using the same treatments. Biological products, when combined
with the co-inoculation with B. elkanii presented action as growth promoters in soybean
evaluated by the number of nodes, leaf area and shoot dry weight of plants, highlighting the
mixture B. subtilis + B. licheniformis with greater potential in promoting growth.

Keywords: growth promotion, biological control, soybean, Bacillus
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INTRODUCAO

Atualmente, as tendéncias do setor agricola estdo centradas na reducdo do uso de
pesticidas quimicos e fertilizantes inorganicos, obrigando a busca de alternativas que reduzam
0 custo dos insumos e melhorem a qualidade ambiental (Haggag, 2002; Rodriguez et al.,
2006). A soja apresenta como caracteristica a capacidade de se associar com bactérias
fixadoras de Ny, que podem contribuir para aumentar a produtividade e diminuir os custos de
producdo (Soares, 2006). Além disso, outro grupo de bactérias importantes para diversas
culturas € o das rizobactérias promotoras de crescimento. O uso de rizobactérias associados a
rizobios para promover a protecdo e o crescimento de plantas pode ser uma alternativa para a
reducdo do uso de agroquimicos. Além disso, essas rizobactérias podem aumentar a producdo
agricola, tornar o produto mais competitivo e diferenciado e ainda diminuir os custos para o
produtor, pela menor necessidade de insumos (Coelho, 2007).

Os mecanismos utilizados pelas rizobactérias para promover nodulacdo, promocéo de
crescimento em plantas e fixacdo de nitrogénio sdo, na sua maioria, desconhecidos ou
permanecem ambiguo. Entretanto, podem ser influenciados por diversos fatores abioticos tais
como: temperatura, pH, radiacdo, umidade, ions e elementos minerais e organicos do solo e 0s
bidticos responsaveis pelas caracteristicas do hospedeiro, presenca de patdgenos e outros
microrganismos associados a planta (Silveira, 2001; Bloemberg & Lugtenberg, 2001; Aradjo
et al., 2002). Entre as rizobactérias mais estudadas estdo: Azospirillum, Azotobacter,
Arthrobacter, Bacillus, Clostridium, Hydrogenophaga, Enterobacter, Serratia, Pseudomonas

e Burkholderia (Oliveira et al., 2003).
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Entre as rizobactérias, destaca-se 0 género Bacillus, pois seus efeitos sdo amplos tanto
para a emergéncia de plantulas como para a promocdo de crescimentos das plantas. Além
promover controle biologico de doencas no solo, inducdo de resisténcia a doencas da parte
aérea (Araujo, 2008), podem melhorar a nodulacéo e o desenvolvimento de plantas de feijdo e
soja, quando co-inoculados com Rhizobium ou Bradyrhizobium spp. (Srinivasan et al., 1997,
Camacho et al., 2001; Bai et al., 2003).

A eficiéncia de B. subtilis, quando co-inoculada com Rhizobium ou Bradyrhizobium,
foi verificada por Turner & Backman (1991) na cultura do amendoim em experimentos
realizados em campo utilizando. Os autores observaram aumento na emergéncia e no vigor das
plantulas, reducdo de doengas e aumento no teor de N nas plantas noduladas Assim, o
conhecimento da variabilidade de resposta da cultura da soja, quanto a capacidade de
nodulacao dos rizébios, pode fornecer informac6es sobre o desempenho dos parametros que
envolvem a fixacdo bioldgica de nitrogénio, auxiliando futuros programas de inoculacdo de
estirpes e melhoramento vegetal, o que € especialmente importante pela modulacdo da
nodulagdo por intensas trocas de sinais moleculares dependentes do gendtipo da planta e da
bactéria (Schultze et al., 1994).

Considerando-se a demanda da planta por nitrogénio, o mercado brasileiro e
internacional para soja e derivados, e a rea plantada, o objetivo deste trabalho foi avaliar o
efeito de Bacillus subtilis e Bacillus licheniformis, quando co-inoculados com Bradyr hizobium

elkanii, no desenvolvimento da planta e no estimulo a nodulag&o.
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MATERIAL E METODOS
Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Microbiologia Ambiental e em
casa de vegetacdo e campo experimental pertencentes a Embrapa Meio Ambiente , Jaguariina,

SP, no periodo de marco a de agosto de 2009 e de novembro de 2009 a fevereiro de 2010.

Efeito de Bradyrhyzobium elkanii, associada com Bacillus, sobre o desenvolvimento de
plantas de soja e nodulagdo em casa de vegetacéao.

O latossolo utilizado, nas duas épocas de plantio, foi amostrado na Fazenda
Experimental da Embrapa Meio Ambiente na profundidade de 0-20 cm. Foram preparados
seis lotes de 360 litros de solo, sendo em cada lote incorporado 720 g de calcario dolomitico
(Minercal®). Ap6s este procedimento, o solo foi revolvido e irrigado com 20 litros de agua
para cada lote. ApOs repouso por sete dias, foi incorporado 200 g de superfosfato simples
moido, e novamente mantido em repouso por 24 h, quando foram transferidos para vasos com
capacidade de 2 e 5 litros de solo.

Sementes de soja da cultivar CD 203 foram utilizadas nos experimentos. As sementes
foram previamente selecionadas, pesadas e desinfetadas em alcool 70% por 1 min., hipoclorito
de sodio na concentracdo de 2% por 30 segundos e transferidas para agua destilada por mais 1
min. e colocadas para secar em papel toalha a temperatura ambiente. Apds este procedimento
as sementes foram tratadas com produtos formulados, fornecidos pela CR Hansen, a partir de
Bacillus subtilis, Bacillus subtilis +Bacillus licheniformis e Bacillus licheniformis nas
concentracdes de 0, 50, 100 e 200 g/50 kg de sementes. A quantidade para o tratamento das

sementes foi baseada na concentracdo de células dos organismos que foi de 3,2 x 10'° UFC/g
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de produto, na formulacdo pé molhavel. Além destes tratamentos, utilizou-se o isolado de
Bacillus subtilis AP-3 da Colecdo de cultura da Embrapa Meio Ambiente nas concentragoes
de 10" UFC/ml, 10° UFC/ml e 10° UFC/ml. O isolado AP-3 de Bacillus subtilis foi
multiplicado em placas de Petri por 24 h a temperatura de 25°C em meio batata-dextrose-agar
(BDA). Para a inoculagdo das sementes com o isolado AP-3, foram utilizados 100 ml de agua
destilada para a obtencdo das suspensdes bacterianas. A bacterizagdo das sementes consistiu
no preparo e aplicacdo das suspensdes bacterianas.

A co-inoculacdo com Bradyrhyzobium elkanii (Turfal Ltda) foi realizada ap6s um
periodo de 60 min. de repouso apos os tratamentos com os isolados de Bacillus. Para tanto, o
produto na dose de 100g/50kg de sementes foi adicionado em agua destilada e misturado nas
sementes, formando deste modo uma camada sobre as mesmas. Ap0s este procedimento, as
sementes foram secas a temperatura ambiente por cerca de 60 minutos. Em seguida foram
semeadas 10 sementes por vasos com capacidade de 2 e 5 litros de solo, sendo utilizadas 10
repeticdes por tratamento. Os experimentos foram divididos em dois grupos, sendo um grupo
co-inoculado com Bradyrhyzobium elkanii e o outro grupo sem a co-inoculagdo. As plantas
foram irrigadas diariamente durante todo ciclo da cultura. Aos dez dias ap6s a semeadura foi
realizada a avaliagdo de emergéncia das plantulas e desbaste deixando somente duas plantulas
por vaso.

Aos 30 dias ap6s a semeadura foram avaliadas as plantas contidas nos 150 vasos com
capacidade de 2 L determinando-se o0 nimero de noédulos, matéria seca da parte aérea e area
foliar. A parte aérea foi separada das raizes, retirando-se os nddulos cuidadosamente e

acondicionando os mesmos em frascos de vidro. A area foliar foi determinada no medidor
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Area Meter modelo 3100 (marca Li- Cor). Para esta analise foi selecionando o foliolo central
do terco médio da planta. Durante as avaliacGes, tanto a parte aérea, quanto as raizes, foram
acomodados em sacos de papel devidamente identificados e colocados para secar em estufa
sob aeracéo forcada (65 °C) até peso constante, visando determinacdo do peso de matéria seca.

Ao final do ciclo avaliou-se o restante das plantas mantidas em 150 vasos com
capacidade de 5L/solo. Nesta etapa as variaveis analisadas foram a area foliar, 0 nimero de
vagens e 0 peso dos graos secos.

Para verificar se algum fator externo realmente interferiu nos primeiros resultados, foi
implantado outro experimento nas mesmas proporcdes, porem conduzido na época do verdo.
As variaveis analisadas foram as mesmas que no primeiro experimento. A analise de variancia
dos dados foi feita seguindo-se 0 modelo de um delineamento inteiramente casualizados. A
comparacao das medias foi efetuada utilizando-se o programa estatistico SISVAR por meio de

teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Efeito de Bradyrhyzobium elkanii, associada com Bacillus, sobre o desenvolvimento de
plantas de soja e nodulagdo em campo.

Nesse estudo as metodologias foram semelhantes as descritas para 0 ensaio em
condicdes de casa de vegetacdo, sendo estudada apenas a concentracdo de produtos a base de
Bacillus de 200 g/50 kg de sementes. Cada tratamento constou de cinco repeticdes. Cada
repeticdo foi constituida de duas linhas de 1 m com 20 sementes por linha. Para a realizacdo
das avaliacdes foram amostradas 10 plantas, sendo duas subamostras com cinco plantas. As

cinco plantas de cada amostra foram avaliadas separadamente determinando-se o nlmero e
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peso de nddulos, altura de plantas, area foliar e peso seco da parte aérea e do sistema radicular.
Para a avaliacdo da area foliar, de cada planta de soja amostrada, foi retirado o quinto trifélio,
a partir da base da planta, sendo que a leitura da &rea foliar foi realizada no aparelho Area
Meter modelo 3100 (marca Li- Cor). A altura das plantas foi determinada com o auxilio de
uma fita métrica medindo-se da base do caule até sua extremidade. Ao final da conducdo do
experimento foram coletadas as amostras restantes em cada parcela e avaliado o peso dos
grdos. Apos todos os procedimentos de avaliagfes, os dados foram organizados e analisados
estatisticamente utilizando o programa SISVAR 5.0 pelo teste Scott-Knott e T a 5% de

probabilidade.

Efeito de Bradyrhyzobium elkanii, associada com Bacillus, sobre germinagdo de sementes
de soja.

O teste de germinacao foi realizaado em delineamento inteiramente casualizados com
cinco repeticdes de 25 sementes da cultivar CD 203, utilizando rolos de papel Germitest®
umedecidos com agua destilada, na proporcdo de 2,5 vezes o0 peso do papel seco, a
temperatura de 25 °C. Os tratamentos foram os mesmos descritos anteriormente. Apos a
montagem do experimento, utilizou-se para envolver os conjuntos de rolos de papel com as
sementes sacos plasticos de polietileno transparente, cada saco plastico acomodou cinco rolos.
O germinador utilizado foi uma camara vertical tipo B.O.D. com temperatura de 25°C e
fotoperiodo de 12 h. As contagens foram feitas no 4° e no 7° dia apds a emissado da radicula.

As variaveis analisadas foram comprimento do hipocétilo e da radicula. Os dados foram
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submetidos a analise de variancia e a comparacao entre as médias foi feita pelo teste de Scott

Knott e T, a 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Efeito de Bradyrhyzobium elkanii, associada com Bacillus, sobre o desenvolvimento de
plantas de soja e nodulagdo em casa de vegetacéao.

Analisando o nimero de nddulos do experimento 1, verifica-se que os isolados de
Bacillus avaliados em soja cultivada em casa de vegetacdo, interferiram na nodulacao (Tabela
1), sendo o numero reduzido com o aumento da concentracdo de celulas de Bacillus. Em
relagdo ao nimero de nddulos, quando se utilizou a co-inoculagdo de B. elkanii e Bacillus foi
verificada a ocorréncia da interacdo dos microrganismos nas concentracfes de 50 e 100 g/50
kg de sementes de soja (Tabela 1). Contudo, quando néo se utilizou a co-inoculacédo, foi
observado que os resultados foram inferiores ao que foi co-inoculados. Segundo Hungria
(1999), os beneficios sdo verificados na simbiose rizobio-leguminosa, constatando-se, no caso
da soja, maior numero de células e diversidade de Bradyrhizobium, maior nimero e massa
nodular, distribuicdo mais profunda dos nodulos no perfil do solo e taxas mais elevadas de
fixacdo bioldgica de nitrogénio. No segundo experimento, quando as sementes foram co-
inoculadas com as bactérias, ocorreu um aumento no nimero de nodulos. Por outro lado, na
auséncia da inoculacdo de Bradyrhizobium os isolados de Bacillus reduziram a formacéo de
nodulos (dados ndo apresentados). Estes resultados corroboram com o que Lima et.al. (2010)

verificaram quando estudaram os efeitos da co-inoculacdo de rizobios em feijdo caupi. Os
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autores observaram um aumento na nodulagédo do feijdo caupi com a co-inoculagdo, sugerindo
uma influéncia do Bacillus subtilis na promocéo de nodulacéo pela Bradyrhizobium inoculado.

Quando foi utilizada a co-inoculagdo com Bradyrhyzobium elkanii, independentemente
dos ensaios, as plantas tratadas com o isolado AP-3 apresentaram menor nodulacdo que os
demais (Tabela 1), porém quando nédo se utilizou a co-inoculagdo, as plantas apresentaram o
mesmo efeito, ou seja, ndo houve diferenca significativa entre eles. Em todos os tratamentos o
nimero de nddulos foi superior quando da co-inoculagdo. Em trabalhos desenvolvido por
Araujo et al. (2010) foi constatado que a co-inoculagdo com Bradyrhizobium e Bacillus
subtilis favoreceu 0 aumento na nodulagdo em feijdo caupi. Assim, 0s autores concluem que
este tipo de associagdo microbiana apresenta grande potencial para aumentar a fixacdo
bioldgica do N e o crescimento das leguminosas.

Segundo Triplett (1990), a co-inoculacdo de rizobio com outras bactérias, como
Bacillus, Azospirillum e Agrobacterium pode influenciar a simbiose com as leguminosas de
varias maneiras, sendo destacada a influéncia no aumento de competitividade do rizobio
inoculado, o aumento da nodulagdo (Li & Alexander, 1988) e redu¢do de doencas nas raizes
(Turner & Backman, 1991).

Com excecdo do tratamento com Bacillus licheniformis (Tabela 2), os tratamentos néo
apresentaram efeito significativo sobre a area foliar. Em relacdo a co-inoculacdo com B.
elkanii, verificou-se que houve interacdo entre as concentracdes empregadas (Tabela 2). Na
avaliacdo da interagdo dos isolados com o uso de Bradyrhyzobium, com excecdo do isolado
AP-3 na concentracdo de 10" UFC, observa-se que os tratamentos n&o diferiram da

testemunha. No segundo experimento, ndo houve diferenca estatistica quando comparada a
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interacdo tratamento x concentragdo, o isolado AP-3 de B. subtilis, na concentragdo de 10°
UFC, e o formulado de B. subtilis nas concentrac6es de 100 e 200 g/50 kg de sementes,
apresentaram resultados significativos quando comparado a testemunha e aos demais
tratamentos (Dados néo apresentados).

Segundo Catellan (1999), existe um sinergismo entre bactérias promotoras de
crescimento em plantas e bactérias fixadoras de nitrogénio em leguminosas, corroborando com
os resultados avaliados na variavel area foliar. Com excecdo do tratamento que utilizou o
isolado AP-3 de B. subtilis, na concentragdo de 10" UFC, todos os tratamentos utilizando co-
inoculagéo com B. elkanii ndo diferiram em relagéo ao controle.

De acordo com os resultados, verifica-se que ndo houve interagdo entre os produtos
utilizados com a presenca de Bradyrhizobium. Entretanto, Dashti et al. (1998) apontaram um
efeito positivo no aumento do crescimento das plantas de 5 a 30% em diversas culturas como
milho, algoddo, lentilha, canola, e arroz, dentre outros, ap6s o tratamento com bactérias
especializadas em fixacdo de nitrogénio em leguminosas (iRPCPSs) e bactérias com capacidade
de promover o crescimento vegetal através da producdo de sinais ou substancias especificas
(eRPCPs).

Na avaliacdo de producdo de massa seca da parte aérea (Tabela 3), observou-se apenas
que na concentracdo de 50 g/kg de sementes com B. licheniformis essa variavel foi inferior aos
demais tratamentos. Sob esta condigéo, foi determinante para que houvesse efeito significativo
em nivel de 5% de probabilidade nos demais tratamentos. Este resultado demonstra que a
inoculacdo de sementes com Bacillus promoveu crescimento da planta, confirmando os

resultados encontrados por Aradjo (2008) em soja, milho e algoddo. A concentracdo
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intermediaria (100 g/50 kg de sementes) foi mais eficiente quando associada ao inoculante,
proporcionando maior peso seco da parte aérea das plantas avaliadas. Porém, quando
compara-se a influéncia do uso ou ndo do mesmo, observa-se que todos as concentracfes onde
foi utilizado o inoculante a variavel foi significativa em relagdo a ndo utilizacdo do inoculante.
Porém, com excecdo do tratamento AP-3 co-inoculados com rhizébios (Tabela 3), todos os
tratamentos foram significativos quando comparada a interacdo dos tratamentos com a co-
inoculacdo de rhizobios. Gomes et al. (2003), testando inoculacdo de Bacillus pumillus e B.
thuringiensis subvar. Kenya em mudas de alface, observaram incremento na matéria fresca da
parte aérea e raiz por estas bactérias.

Lopes et al. (1976) afirmam que peso de matéria seca e o numero de nédulos de soja
ndo sdo critérios satisfatorios para caracterizacdo de estirpes eficientes. Porém, quando se
comparou 0 uso ou ndo da co-inoculagdo com B. elkanii, dentro de cada concentracdo e
tratamento, nao foi verificado efeito significativo. Segundo Lima (1998), o nimero e peso de
matéria seca de nddulos, peso de matéria seca das folhas, acimulo de N e producdo de
sementes dependem também da cultivar estudada.

Os resultados apresentados sobre o efeito das concentracdes de Bacillus mostram que
qguando foram utilizadas maiores concentragdes, de alguma maneira, ocorreu a interacdo dos
isolados presentes nos produtos bioldgicos quando associados a co-inoculagdo com B. elkanii.
Entretanto, este experimento foi desenvolvido na época de inverno e em casa de vegetacao
telada, o que poderia algum fator climatico como, por exemplo, oscilagGes de temperatura ter
interferido na interacdo dos mesmos. No segundo experimento, as variaveis numero de

nodulos e &rea foliar ndo foram significativas em funcdo das diferentes concentracGes
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empregadas neste trabalho. Porém, o resultado se inverte quando se compara de modo geral
dentro de cada tratamento mostrando significancia no nimero de nddulos e a &rea foliar e
quando os tratamentos foram associados com a co-inoculagdo de B. ekanii (dados nédo

apresentados).

Efeito de Bradyrhyzobium elkanii, associada com Bacillus, sobre o desenvolvimento de
plantas de soja e nodulagdo em campo.

A co-infeccdo dos produtos biolégicos com Bacillus e com B. elkanii proporcionou
maior area foliar, peso de grdos e numero de plantas de soja no ensaio em condi¢des de campo
(Tabela 40). Todavia, quando analisado o efeito dos tratamentos com a co-inoculacdo de B.
elkanii, as varidveis significativas foram ndmero de nddulos, peso seco dos nddulos e area
foliar, resultado semelhante com o experimento realizado na 2% época em casa de vegetac&o.
Diante dos resultados a nodulacdo serviria como parametro mais confidvel para avaliar a
resposta a interagdo dos produtos bioldgicos juntamente com a co-inoculagdo de B. ekanii.
Bohrer e Hungria (1998), em experimento para selecionar gendtipos de soja com melhor
resposta a inoculagdo com Bradyrhizobium, também concluiram que o parametro de
nodulacéo seria 0 mais indicado para esta selecdo. Kolling et al. (1986) ndo obtiveram resposta
da soja a inoculacdo com diferentes niveis de indculo de B. japonicum em solo que ficou em
pousio durante trés anos. As estirpes naturalizadas haviam sobrevivido e promoveram efetiva
nodulagdo no tratamento sem inoculagdo. Neste caso, essa auséncia foi atribuida & baixa
ocorréncia de noddulos formados pelas estirpes dos inoculantes, que ndo superaram as

estabelecidas no solo na competicdo pelos sitios de nodulacgéo.
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Os tratamentos favoreceram o desenvolvimento das plantas de soja em até 67%,
influenciando na altura das plantas, que, em torno de 45 dias ap6s semeadura, a média foi de
50% (Tabela 41). Estes dados corroboram com os verificados por Figueiredo et al. (2008) e
Pereira (2008). As plantas atingiram uma altura maxima de 184,50 cm, valor este bem
superior ao descrito por Silva (2003) em estudo semelhante de co-inoculagdo de
Bradyrhizobium sp. (BR-2001) com rizobactérias. Assim, novos estudos em campo devem ser
realizados para se definir o equilibrio entre dosagens e bioprodutos, os quais definirdo a
melhor utilizagdo dos isolados para cada interacdo planta-bactéria.

Os resultados apresentados indicam que a maioria dos produtos bioldgicos, quando
associados com a co-inoculagéo de B. elkanii, com exce¢do do isolado AP-3, destacaram-se
como promotores de crescimento em soja avaliados pela producdo de biomassa e maior area
foliar pela planta. As concentrac@es utilizadas de Bacillus proporcionaram algum beneficio ao
crescimento da soja, sendo que a espécie de Bacillus licheniformis, a mistura de Bacillus
licheniformis + Bacillus subtilis apresentaram melhor desempenho, na maioria das variaveis
analisadas. Os tratamentos e concentragdes utilizadas proporcionaram maior nodulacéo e peso

seco dos nodulos, favorecendo assim maior producéo.

Efeito de Bradyrhyzobium elkanii, associada com Bacillus, sobre germinacédo de sementes
de soja.

Os resultados obtidos com o desenvolvimento do hipocétilo e da radicelas indicaram
que o isolado AP-3 na concentracdo de 10° UFC, Bacillus licheniformis na concentracio de

200 g/50 kg de sementes, Bacillus subtilis nas concentraces de 50, 100 e 200 g/50 kg de
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sementes e a mistura de Bacillus subtilis +Bacillus licheniformis na concentracéo de 100 g/50
kg de sementes foram mais eficientes para promover um aumento no desenvolvimento do
hipocétilo em relagdo a testemunha. Para o desenvolvimento das radicelas os tratamentos mais
eficientes foram Bacillus licheniformis nas concentracdes de 50 g e 200 g/50 kg de sementes e
Bacillus subtilis na concentragdo de 100 g/50 kg de sementes (Tabela 5).

Resultados semelhantes foram obtidos por Lazaretti & Bettiol (1997), utilizando um
formulado a base de Bacillus subtilis, os quais demonstraram que quando se empregava
maiores concentracdes, principalmente, para as sementes de arroz e soja, onde 0s tratamentos
na maior dosagem, foram estatisticamente semelhantes ao tratamento fungicida. Este efeito
também foi observado por Lazzaretti (1993) em tratamentos de sementes de trigo, o qual
observou que o0 aumento na concentracdo de bactéria no meio ao quais as sementes foram
mergulhadas, resultava em um maior controle de patogenos e melhor desenvolvimento das
plantulas. Todavia, Ethur et al. (2006), quando trataram sementes de aveia com Agrotrich®
(produto a base de Trichoderma spp. e residuo de farinha de arroz), verificaram que houve um
aumento na incidéncia de Rhizopus sp., Aspergillus niger e Penicillium sp., demonstrando que
0 bioprotetor ndo apresentou um controle efetivo em relacdo a testemunha no teste de
germinacdo. Yan et al. (2003), utilizando algumas linhagens de Bacillus, observaram um
aumento significativo em relagdo ao crescimento de tomates, quando aplicadas ao meio de
cultivo das plantas. Turner e Blackman (1991) verificaram que B. subtilis promoveu o
crescimento de plantulas de amendoim, resultando em um aumento de 3,5 a 37% na producéo,

bem como melhorias na germinacdo, na emergéncia de plantulas, na nutricdo da planta e
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aumento do crescimento radicular enquanto que a inoculacdo com B. licheniformis CECT
5106 e B. pumilus CECT 5105 acentuou o crescimento de plantulas de Pinus.
Os tratamentos bioldgicos mostraram-se eficientes no desenvolvimento do hipocotilo,

reduzindo a contaminacao por fungos nas sementes.
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Tabela 1: Efeito da concentracdo de Bacillus subtilis (Bs e AP-3) e Bacillus licheniformis (Bl)
sobre 0 numero de nddulos (1° experimento), dependente ou independentemente da presenca

de Bradyrhizobium elkanii (Be).

Bacillus B. dkanii
Conc. AP-3 Bl Bs Bs + BI Test Com Sem
A 28,2aB  36,1aB 33,9aB 453aA 339aB 54,6aA 16,3 aB
B 17,7bB 34,7 aA 35,1 aA 26,5bB 35,0aA 50,0 aA 9,5bB
c 12,8 bB 31,4 aA 24,1 bA 292bA 241bA 354DbA 13,2 aB
15,7cA  359aA 38,0aA 37,1aA 29,6 bA
Com Be
125aB 10,1aB 7,4 aB 9,0aB 7,6 aB
Sem Be

Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna e maiuscula na linha nao diferem entre
si pelo teste de Scott Knott. Os valores foram analisados conjuntamente e sdo médias de cada
tratamento, independentemente da presenca ou auséncia de Bradyrhizobium. A (50g/50 kg de
sementes e 10’ UFC de AP-3) B (100 g/50 kg de sementes e 10® UFC de AP-3) C (200 g/50

kg de sementes e 10° UFC de AP-3).
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Tabela 2: Efeito da concentracdo de Bacillus subtilis (Bs e AP-3) e Bacillus licheniformis (Bl)
sobre a area foliar (1° experimento), dependente ou independentemente da presenca de

Bradyr hizobium elkanii (Be).

Bacillus B. dkanii
Conc. AP-3 Bl Bs Bs + Bl Test Com Sem
A 67,5aA 716bA 68,0aA 71,0 aA 68,1 bA 759aA 62,5bB
. 716aB 832aA 72,1aB 70,2 aB 69,8 bB 76,6 aA 65,3bB
c 70,2aA 79,3aA T775aA 75,5 aA 78,1 aA 80,6 aA 71,6aB
64,7 bA  73,4aA 729aA 715aA 71,0 aA
Com Be
62,1aA 61,0aB 60,8aB 63,5 aB 63,0 aB
Sem Be

Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna e maiuscula na linha nao diferem entre
si pelo teste de Scott Knott. Os valores foram analisados conjuntamente e sdo medias de cada
tratamento, independentemente da presenca ou auséncia de Bradyrhizobium. A (50g/50 kg de
sementes e 10’ UFC de AP-3) B (100 g/50 kg de sementes e 108 UFC de AP-3) C (200 g/50

kg de sementes e 10° UFC de AP-3).
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Tabela 3: Efeito da concentracdo de Bacillus subtilis (Bs e AP-3) e Bacillus licheniformis (Bl)

sobre 0 peso seco da parte area (1° experimento), dependente ou independentemente da

Bacillus B. dkanii
Conc. AP-3 Bl Bs Bs + Bl Test Com Sem
A 3,3aA 3,8 bA 3,6 aA 3,8aA 3,4 aA 4.0 bA 3,2bB
B 3,7aA 4.4 aA 4,2 aA 4,1 aA 3,9aA 4.6 aA 3,5bB
c 3,4 aA 4.2 aA 4.1 aA 4,1 aA 3,9aA 4,1 bA 3,9aB
3,7 bA 4.2 aA 423A 43aA 4.1 aA
Com Be
3,6 aA 3,7aB 3,7aB 3,7aB 3,6aB
Sem Be

Médias seguidas de mesma letra minuscula na coluna e maidscula na linha ndo diferem entre

si pelo teste de Scott Knott. Os valores foram analisados conjuntamente e sdo medias de cada

tratamento, independentemente da presenca ou auséncia de Bradyrhizobium. A (50g/50 kg de

sementes e 10’ UFC de AP-3) B (100 g/50 kg de sementes e 10® UFC de AP-3) C (200 g/50

kg de sementes e 10° UFC de AP-3).
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447  Tabela 4: Efeito de Bacillus subtilis (Bs) e Bacillus licheniformis (BI), co-inoculados com

448  Bradyrhizobium elkanii, sobre altura, area foliar, peso de gréos, niUmero de plantas por metro

449  linear, namero e peso de nodulos de soja desenvolvida no campo.

Variavel Bradyrhizobium Testemunha Bs Bl Bs+BI

Altura (cm) Com 47,02 aA 49,90 aA 51,78 aA 51,76 aA
Sem 44,56 bA 52,98 aA 50,44 aA 46,44 bA
Area foliar Com 141,33 aA 149,32 aA  152,15aA 142,60 aA
(cm?) Sem 121,61 bA  15128aA  142,71bA 127,28 aA
Peso de grdos Com 116,59 aA 124,46 aA  116,92aA  131,35aA
(9) Sem 109,58 aA 129,55aA  113,35aA 106,59 aA

Ne° de Com 21,20 aA 21,60 aA 21,20 aA 21,60 aA
plantas/m Sem 22,00 aA 22,60 aA 23,80 aA 22,00 aA
NUmero de Com 7,40 cA 21,98 bA 14,84 cA 34,30 aA

nodulos/planta Sem 2,50 aA 1,44 aB 1,84 aB 1,18 aB
Peso de Com 0,066 bA 0,179aA 0,142 aA 0,217 aA
nodulos (Q) Sem 0,034 aA 0,020 aB 0,025 aB 0,018 aB

450  Médias seguidas de mesma letra mindscula na linha e maidscula na coluna néo diferem entre

451 i pelo teste de Scott Knott.

452
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453  Tabela 5: Efeito do tratamento de sementes de soja com Bacillus subtilis (AP-3), Bacillus
454  subtilis (BS) e Bacillus licheniformis (BL) no desenvolvimento (cm) do hipocétilo e da

455  radicelas.

Tratamento hipocétilo radicelas
AP310" UFC 6,2 b 8,8¢c
AP310° UFC 6,30 89c
AP310° UFC 8,0 9,0c
BL 50 g/50 kg de semente 6,7 b 11,1b
BL 100 g/50 kg de semente 6,5b 95¢c
BL200 g/50 kg de semente 8,0a 11,7b
BS 50 g/50 kg de semente 7,3a 8,9c
BS 100 g/50 kg de semente 7,7a 129a
BS 200 g/50 kg de semente 7,4 a 8,6¢C
BL+BS 50 g/50 kg de semente 7,1b 99c
BL+BS 100 g/50 kg de semente 7,3a 10,2 ¢
BL+BS 200 g/50 kg de semente 6,9b 9,7c
FUNGICIDA 6,9b 92c
TESTEMUNHA 6,8Db 9,0c

456  Médias seguidas de mesma letra coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott Knott (o =

457 5%).
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5. CONCLUSOES GERAIS

Todas as concentacdes de bicarbonato de potassio (Kaligreen®) foram eficientes na
reducdo do oidio da soja, porém as concentracdes de 0,5 % a 1% provocaram fitotoxidez nas
plantas;

Bicarbonato de potéssio provoca murchamento e reducdo na formacgéo de conidios de
Erysiphe diffusa.

Os oleos de café torrado ou cru apresentaram efeito protetor contra a acéo de Erysiphe
diffusa e 0 uso desses 6leos promoveu uma camada protetora na face adaxial das plantas.

Produtos a base de Bacillus subtilis e Bacillus licheniformis, quando associados com a
co-inoculagdo de B. elkanii, destacaram-se como promotores de crescimento em soja avaliados

pela producdo de biomassa e maior area foliar pela planta.



81

6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ALMEIDA, A. M. et al. Caracterizacdo de isolados de oidio de soja, feijao, girassol e plantas
daninhas no Brasil usando sequéncias de rDNA-ITS. Tropical Plant Pathology, Brasilia, DF,
v. 33,n.1, p. 21-26, 2008.

ANTER, E. A.; ABD ELGAWAD, M. M.; ALI, A. H. Effects of fenamiphos and biocontrol
agents on cotton growing in nematode-infested soil. Anzeiger fuer Schaedlingskunde
Pflanzenschutz Umweltschutz, Parey, Berlin, v. 68, p. 12-4, 1995.

ARAUJO, W. L. et al. Diversity of endophytic bacterialpopulations and their interaction with
Xilella fastidiosa in citrus plants. Applied and Environmental Microbiology, Washington, v.
68, p. 4906-4914, 2002.

ARAUJO, F. F.; HENNING, A.; HUNGRIA, M. Phytohormones and antibiotics produced by
Bacillus subtilis and their effects on seed pathogenic fungi and on soybean root development.
World Journal of Microbiology & Biotechnology, Dordrecht, v. 21, p. 1639- 1645, 2005.

ATKINSON, D. C.; WATSON, A. The beneficial rhizosphere: a dynamic entity. Applied Soil
Ecology, v. 15, p. 99-104, 2000.

BAI, Y.; SOULEIMANOV, A. E.; SMITH, D. L. An inducible activator produced by Serratia
proteamaculans strain and its soybean growth promoting activity under greenhouse
conditions. Journal Experimental Botany, Colchester, v. 53, p. 1495-1502, 2002a.

BAI, Y. et al. Isolation of plant growth-promoting Bacillus strains from soybean root nodules.
Canadian Journal Microbiology, Ottawa, v. 48, p. 230-238, 2002b.



82

BAKKER, P. A. H. M. et al. The role of siderophores in potato tuber yield increase by
Pseudomonas putida in a short rotation of potato. Journal of Plant Pathology, Dordrecht, v.
92, p. 249-256, 1986.

BETTIOL, W.; MIGHELI, Q.; GARIBALDI, A. Controle, com matéria organica, do
tombamento do pepino, causado por Pythium ultimum Trow. Pesquisa Agropecuaria
Brasileira, Brasilia, DF, v. 32, n. 1, p. 57-61, 1997.

BETTIOL, W.; ASTIARRAGA, B. D. Controle de Sphaerotheca fuliginea em abobrinha com
residuo da fermentagdo glutdmica do melaco e produto lacteo fermentado. Fitopatologia
Brasileira, Brasilia, DF, v. 23, n. 4, p. 431-435, 1998.

BETTIOL, W.; GHINI, R.; MORANDI, M. A. B. Alguns métodos alternativos para o
controle de doencas de plantas disponiveis no Brasil. In: VENZON, M.; PAULA JUNIOR, T.
J.; PALLINI, A. (Ed.). Controle alternativo de pragas e doengas. Jaguariuna: Embrapa
Meio Ambiente, 2005. p. 163-183.

BETTIOL, W. Productos alternativos para el manejo de enfermedades en cultivos
comerciales. Fitosanidad, Ciudad de La Habana,v. 10, n. 2, p. 85-98, 2006.

BlZI, R. M. Alternativas de controle do mofo-cinzento e do oidio em mudas de eucalipto.
2006. 80 f. Dissertacdo (Mestrado em Engenharia Florestal)— Universidade Federal do Paran4,
Curitiba, 2006.

BLAT, S. F. et al. Efeito de fosfato monopotassico no controle do oidio do pimentdo. Summa
Phytopathologica, Jaboticabal, v. 31, p. 268-270, 2005.

BLOEMBERG, G. V.; LUGTENBERG, B. J. J. Molecular basis of plant growth promotion
and biocontrole by rhizobacteria. Current Opinion in Plant Biology, Wassenaarseweg, V. 4,
p. 343-350, 2001.

BLUM, L. E. B et al. Fungicidas e misturas de fungicidas no controle do oidio da soja.
Fitopatologia Brasileira, Brasilia, DF, v. 27, n. 2, p. 316-318, 2002.

BOER, A. S.; DIDERICHSEN, B. On the safety of Bacillus subtilis and B. amyloliquefaciens:
a review. Applied Microbiology and Biotechnology, Berlin, v. 36, p. 1- 4, 1991.

BOKERT, C. M. et al. Seja o doutor da sua soja. Piracicaba: Potafos, 1994. 16 p.
(Informagdes agronémicas, 66).

BROWN, M. E. Seed and root bacterization. Annual Review of Phytopathology, Palo Alto,
v. 12, p. 181-97, 1974.



83

BUCHANAN, R. E.; GIBBONS, N. G. Bergey’s manual of determinative bacteriology. 8.
ed. Baltimore: The Willians & Wilkens, 1975. 1268 p.

CARNEIRO, S. M. T. P. G. Efeito de extratos de folhas e do 6leo de nim sobre o oidio do
tomateiro. Summa Phytopathologica, Botucatu, v. 29, n. 3, p. 262-265, 2003.

CELOTO, M. I. B et al. Atividade antifungica de extratos de plantas a Colletotrichum
gloeosporioides. Acta Scientiarum Agronomy, v. 30, p. 1-5, 2008.

CHEN, Y.; MEI, R,; LIU, L.; KLOEPPER, J. W. The use of yield increasing bacteria (YIB)
as plant growth-promoting rhizobacteria in Chinese agriculture. In: UTKHEDE, R. S.;
GUPTA, V. K. Management of soil born diseases. Ludhiana: Kalyani Publishers, 1996. p.
165-184.

CHIARINI, L. et al. Inoculation of Burkholderia cepacia, Pseudomonas fluorencens and
Enterobacter sp. On Sorghum bicolor: root colonization and plant growth promotion of dual
strain inocula. Soil Biology and Biochemistry, Oxford, v. 30, p. 81-87, 1997.

CHANWAY, C. P.; NELSON, L. M. Field and laboratory studies of Triticum aestivum L.
inoculated with co-existent growth-promoting Bacillus strains. Soil Biology and
Biochemistry, Oxford, v. 22, n. 6, p. 789-795, 1990.

CONAB, Companhia Nacional de Abastecimento. (Brasil). Acompanhamento da safra
brasileira: graos-safra 2010/2011. Disponivel em:
<http://www.conab.gov.br/OlalaCMS/uploads/arquivos/11_01 06 _08 41 56 boletim_graos_
40_lev_safra_2010_2011..pdf>. Acesso em: 16 ago. 2011.

EMBRAPA. Centro Nacional de Pesquisa em Soja (Londrina, PR). Tecnologia de producéo
de soja- Regido Central do Brasil 2001/2002. Londrina, 2001. 267 p. (Documentos, 167).

FERNANDES, M. C. A. Emprego de métodos alternativos de controle de pragas e doengas na
olericultura. In: CONGRESSO IBERO-AMERICANO SOBRE UTILIZAC;AO DE
PLASTICO NA AGRICULTURA, 2.; SIMPOSIO LATINO-AMERICANO DE
PRODUCAO DE PLANTAS MEDICINAIS, AROMATICAS E CONDIMENTARES 1.,
2000, S&o Pedro. Trabalhos... Brasilia: SOB/FCAV-UNESP, 2000. Horticultura Brasileira,
Brasilia, v. 18, p. 110-112, 2000. Suplemento.

FIGUEIREDO, M. V. B. et al. Drought stress response on some key enzymes of cowpea
(Vigna unguiculata L. Walp.) nodule metabolism. World Journal Microbiology and
Biotechnology, London, v. 23, p. 187-193, 2007.

FREITAS, S. S.; PIZZINATTO, M. A. Interacdes de Pseudomonas sp. e Fusarium oxysporum
f. sp. lycopersici na rizosfera de tomateiro (Lycopersicon esculentum). Summa
Phytopathologica, Jaguariina, v. 17, n. 2, p. 105-112, 1991.



84

FREITAS, S. S.; DE MELO, A. M. T.; DONZELLI, V. P. Promogéo de crescimento de alface
por rizobactérias. Revista Brasileira de Ciéncia do Solo, Vicosa, v. 27, n. 1, p. 61-70, 2003.

FRINDLENDER, M.; INBAR, J.; CHET, I. Biological control of soilborne plant pathogens by
a b-1,3-glucanase producing Pseudomonas cepacia. Soil Biology and Biochemistry, Oxford,
v. 25, p. 1211-1221, 1993.

GAZZONI, D. L.; YORINORI, J. T. Manual de identificacdo de pragas e de doencgas da
soja. Brasilia, DF: EMBRAPA SPI, 1995. 128 p. (Manual de Identificacdo de Pragas e
Doengcas, 1).

HANDELSMAN, J. et al. Biological control of damping-off of alfalfa seedlings with Bacillus
cereus UW85. Applied_and Environmental Microbiology, Washington, v. 56, p. 713-718,
1990.

HARTMAN, G.; SINCLAIR, J.; RUPE, J. Compendium of soybean diseases. Saint Paul
APS, 1999.128 p.

HOFFMANN-HERGARTEN, S.; GULATI, M. K.; SIKORA, R. A. Yield response and
biological control of Meloidogyne incognita on lettuce and tomato with rhizobacteria. Journal
of Plant Diseases and Protection, Germany, v. 105, n. 4, p. 349-358, 1998.

HORST, R. K.; KAWAMOTO, S.O.; PORTER L. L. Effect of sodium bicarbonate and oils on
the control of powdery mildew and black spot of roses. Plant Disease, St. Paul, v. 76, p. 247-
251, 1992.

GASONI, L. et al. Yield response of lettuce and potato to bacterial fungal inoculants under
field conditions in Cordoba (Argentina). Journal of Plant Diseases and Protection,
Germany, v. 108, p. 530-535, 2001.

GRAY, E. J,; SMITH, D. L. Intracellular and extracellular PGPR: commonalities and
distinctions in the plant-bacterium signaling processes. Soil Biology Biochemistry, Oxford, v.
37, p. 395-412, 2005.

GUERREIRO,T. R. Selecao de isolados de Bacillus spp promotores de crescimento de
milho. 2008. 56 p. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia) Universidade do Oeste Paulista,
Presidente Prudente, 2008.

KIMURA, M. K. et al. Eficiéncia do bicarbonato de sodio no controle de oidio (Erysiphe
cichoracearum) em pimentao (Capsicum annum). Summa Phytopathologica, Botucatu, v.
23,n.1, p. 57, 1997.



85

KLOEPPER, J. W. Plant root-bacterial interactions in biological control of soilborne diseases
and potential extension to systemic and foliar diseases. Australasian Plant Pathology,
Rockhampton, v. 28, n. 1, p. 21-26, 1999.

KRUGNER, T. L.; AUER, C. G. Doencas dos eucaliptos. In: KIMATI, H. et al. (Ed.).
Manual de fitopatologia: doencas das plantas cultivadas. 4. ed. Sdo Paulo: Agrondmica
Ceres, 2005. v. 2, p. 319-332.

KUC, J. Concepts and direction of induced systemic resistance in plants its application.
European Journal of Plant Pathology, Dordrecht, v. 107, p. 7-12, 2001.

KUMAR, B. S. D. Disease suppression and crop improvement through fluorescens
pseudomonads isolated from cultivated soils. World Journal of Microbiology and
Biotechnology, Oxford, v. 14, n. 5, p. 735 -741, 1998.

KURITA, N.; MAKOTO, M.; KURANE, R.; TAKAHARA, Y. Antifungal activity of
components of essential oils. Agricultural and Biological Chemistry, Tokyo, v. 45, n. 1, p.
945-952, 1981.

LAVIE, S.; STOTZKY, G. Interactions between clay minerals and siderophores affect the
respiration of Histoplasma capsulatum. Applied and Environmental Microbiology,
Washington, v. 51, p. 74-79, 1986.

LEEMAN, S. et al. Induction of systemic resistence against Fusarium wilt of radish by
lipopolysaccharides of Pseudomonas fluorescens. Phytopathology, St. Paul, v. 85, p. 1021-
1027, 1995.

LEHMAN, S. G. Powdery mildew of soybean. Phytopathology, St. Paul, v. 37, p. 434, 1947.

LI, D.; ALEXANDER, M. Co-inoculation with antibiotic-producing bacteria to increase
colonization and nodulation by rhizobia. Plant and Soil, Netherlands, v. 108, p. 211-219,
1988.

LIU, Z. L.; SINCLAIR, J. B. Enhanced soybean plant growth and nodulation by
Bradyrhizobium in the presence of strains of Bacillus megaterium. Phytopathology, Saint
Paul, v. 80, n. 10, p. 1024, 1990.

LOBATO, A. K. S. Acdo do 6leo essencial de Piper aduncum L. utilizado como fungicida
natural no tratamento de sementes de Vigna unguiculata (L.) Walp. Revista Brasileira de
Biociéncias, Porto Alegre, v. 5, p. 915-917, 2007.

LUGTENBERG, B. J. J.; CHIN-A-WOENG, T. F. C.; BLOEMBERG, G. V. Microbe-plant
interactions: Principles and mechanisms. Antonie Van Leeuwenhoek, Dordrecht, v. 81, p.
373-383, 2002.



86

MAHAFFEE, W. F.; BACKMAN, P. A. Effects of seed factors on spermosphere and
rhizosphere colonization of cotton by Bacillus subtilis GB03. Phytopathology, Saint Paul, v.
83, p. 1120-1125, 1993.

MEDEIRQS, F. H. V. Mecanismos de ac¢ao e atividade de fracGes do leite no controle
biologico do oidio da abobrinha. 2006. 64 p. Dissertacdo (Mestrado em Fitopatologia)—
Universidade Federal de Lavras, Lavras, 2006.

MEDICE, R. et al. Oleos essenciais no controle da ferrugem asiatica da soja Phakopsora
pachyrhizi Syd. & P. Syd. Ciéncia e Agrotecnologia, Lavras, v. 31, n. 1, p. 83-90, jan./fev.
2005.

MEDICE, R. Produtos alternativos no manejo da ferrugem asiatica (Phakopsora
pachyrhiz) da soja. 2007.102 f. Dissertacdo (Mestrado em Fitopatologia)-Universidade
Federal de Lavras, Lavras, 2007.

MELDO, I. S. de. Agentes microbianos de controle de fungos fitopatogénicos. In: MELO, I. S.
de; AZEVEDO, J. L. (Ed.). Controle bioldgico. Jaguaritina: Embrapa, CNPMA, 1998. p. 17-
67.

MENEZES, J. P. Controle bioldgico. Agronline.com.br. 2006. Disponivel em:
<http://www.agronline.com.br/artigos/artigo.php?id=42>. Acesso em: 10 ago. 2011.

MERRIMAN, P. R. et al. Effect of seed inoculation with Bacillus subtilis and Sreptomyces
griseus on the growth of cereals and carrots. Australian Journal of Agricultural Research,
Victoria, v. 25, p. 219-226, 1974.

MICHEL, C. A.; REIS, E. M. Controle quimico do oidio e do complexo de doengas de final
de ciclo na cultura da soja. Fitopatologia Brasileira, Brasilia-DF, v. 23, p. 260, 1998.

MIGNUCCI, J. S.; LIM, S. M.; HEPPERLY, P. R. Effects of temperature on reactions of
soybean seedlings to powdery mildew (Microsphaera diffusa). Plant Disease Reporter,
Beltsville, v. 61, p. 122-124, 1977.

MIYASAKI, K. T.; GENCO, R. J.; WILSON, M. Antimicrobial properties of hydrogen
peroxide and sodium bicarbonate individually and in combination against selected oral Gram-
negative facultative bacteria. Journal of Dental Research, Washington, DC, v. 65, p. 45-48,
1986.

NANDAKUMAR, R. et al. Indution of systemic resistance in rice against sheath blightdisease
by Pseudomonas fluorescens. Soil Biology and Biochemistry, Oxford, v. 33, p. 603-612,
2001.



87

NOTICIAS AGRICOLAS. USDA reduz safras e estoques de milho e soja dos EUA na safra
11/12. Disponivel em:< http://www.noticiasagricolas.com.br/noticias/usda/94217-usda-
reporta-severa-reducao-nas-safras-de-milho-e-soja-dos-eua.html>. Acesso em: 17 ago. 2011.

OLIVEIRA, V. R. et al. Controle de oidio em moranga hibrida. Horticultura Brasileira,
Brasilia, DF, v. 20, n. 2, p. 267, jul. 2002. Suplemento 2.

OLSEN, N. W.; MISAGHI, 1. J. Plant growth promoting activity of heat-killed cells of
Pseudomonas fluorescens. Phytopathology, Saint Paul, v. 71, p. 1006, 1981.

OWEN, A.; ZDOR, R. Effect of cyanogenic rhizobacteria on the growth of velvetleaf
(Abutilon theophrasti) and corn (Zea mays) in autoclaved soil and the influence of
supplemental glycine. Soil Biology and Biochemistry, Oxford, v. 33, p. 801-809, 2001.

PEREIRA, J. C. R et al. Controle de oidio do pepino pelo uso de bicarbonato de sodio em
condicBes de casa de vegetacao. Fitopatologia Brasileira, Brasilia-DF, v. 20, p. 359, 1995.
Resumo.

PEREIRA, R. B. et al. Extrato de casca de café, 6leo essencial de tomilho e acibenzolar-S-
metil no manejo da cercosporiose-do-cafeeiro. Pesquisa Agropecuéria Brasileira, Brasilia,
DF, v. 43, n. 10, p. 1287-1296, 2008.

PHILLIPS, D. V. Stability of Microsphaera diffusa and the effect of powdery mildew on yield
of soybean. Plant Disease, St. Paul, v. 68, p. 953-956, 1984.

PIAO C. G.; TANG W. H.; CHEN, Y. X. Study on the biological activity of yield-increasing
bacteria. China Journal Microecolology, Dalian, v. 4, p. 55-62, 1992.

PIERRE, R. O. et al. Extratos de plantas medicinais e aromaticas na inibicdo do crescimento
micelial de Colletotrichum gloeosporioides de frutos de goiaba. In: CONGRESSO
BRASILEIRO DE FITOPATOLOGIA, 41., 2008, BELO HORIZONTE. Tropical Plant
Pathology. Anais... Brasilia, DF: Sociedade Brasileira de Fitopatologia, 2008. v. 33, p. S123-
S123.

PICININI, E. C.; FERNANDES, J. M. Doencas da soja: diagnose, epidemiologia e controle.
Passo Fundo: EMBRAPA Trigo, 1998. 90 p.

REUVENI, M.; AGAPQV, V.; REUVENI, R. Controlling powdery mildew caused by
Sohaerotheca fuliginea in cucumber by foliar sprays of phosphate and potassium salts. Crop
Protection, Guildford, v. 15, p. 49-53, 1996.

RYDER, M. H et al . Use of strains of Bacillus isolated in China to suppress take-all and
rhizoctonia root rot, and promote seedling growth of glasshouse grown wheat in Australian
soils. Soil Biology & Biochemistry, Oxford, v. 31, p. 19-29, 1999.



88

ROMEIRO, R. S.; BATISTA, U. G. Preliminary results on PGPR research at the
Universidade Federal de Vicosa, Brasil, 2002. Disponivel em: <http//www.ufv.br/dfp/bac/
Cordoba.html>. Acesso em: 12 out. 2010.

SANTOS, A. P. dos; BETTIOL, W. Potencial de Lecanicillium longisporum no controle do
oidio da abobrinha. Tropical Plant Pathology, Brasilia, DF, v. 33, n. 3, p. 179, 2008.

SARTORATO, A.; YORINORI, J. T.; Oidios de leguminosas: feijoeiro e soja. In: REIS,
E.M., MEDEIROS, C.A. & CASA, R.T. Epidemia de oidio da soja, causada por
Microsphaera diffusa, na safra 1996/97, no RS. Fitopatologia Brasileira, Brasilia, DF, v. 22,
p. 300-301, 1997. Resumo.

SAWADA, E.; AZEVEDO, L. A. S. Avaliagdo de fungicidas no controle do oidio (Erysiphe
polygoni DC.) da soja. Fitopatologia Brasileira, Brasilia, DF, v. 22, p. 306, 1997.

SCHROTH, M. N.; HANCOCK, J. G. Disease supressive soil and root colonizing bacteria.
Science, Washington, DC, v. 216, p. 1376-1381, 1982.

SCHWAN-ESTRADA, K. R. F.; STANGARLIN, J. R.; CRUZ, M. E. da S. Uso de extratos
vegetais no controle de fungos fitopatogénicos. Revista Floresta, Curitiba, v. 30, n. 1/2, p.
129-137, 2000.

SCORTHICHINI, M. et al. Soybean (Glycine max (L.) Merr.) seed decay association with
Bacillus subtilis (Ehrenberg) Cohn, in Gabon. FAO Plant Protection Bulletin, Roma, v. 2, p.
87-91, 1989.

SILVA, M. B. et al. Desenvolvimento de produtos a base de extratos de plantas para o
controle de doencas de plantas. In: VENEZON, M.; PAULA JUNIOR, T. J. de; PALLINI, A.
(Ed.). Controle alternativo de pragas e doencas. Vigosa, MG: EPAMIG/CTZM, 2005. p.
221-246.

SILVA, V. N.; SILVA, L. E. S. F,; FIGUEIREDO, M. V. B. Atuacdo de rizébios com
rizobactérias promotora de crescimento em plantas na cultura do caupi (Vigna unguiculata L.
Walp). Acta Science Agronomy, Maringa, v. 28, p. 407-412, 2006.

SILVA, V. N et al. Estirpes de Paenibacillus promotoras de nodulagéo especifica na simbiose
Bradyr hizobium-caupi. Acta Science Agronomy, Maringa, v. 29, p. 331-338, 2007.

SILVEIRA, E. B. Bactérias promotoras de crescimento de planas e biocontrole de doencas. In:
MICHEREFF, S. J.; BARROS, R. (Ed.). Protecdo de plantas na agricultura sustentavel.
Recife: UFRPE, p.71-100, 2001.



89

SILVEIRA, A. B Isolamento e caracterizagédo de linhagens de Bacillus e Paenibacillus
promotores do crescimento vegetal em lavouras de arroz e trigo no Rio Grande do Sul
(2008). 113 f. Tese (Doutorado em Genética e Biologia Molecular) — Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, Porto Alegre, 2008.

SOTTERO, A. N. Colonizacéo radicular e promogéo de crescimento vegetal por
rizobactérias. 2003. 47 f. Dissertacdo (Mestrado em agricultura tropical e subtropical) -
Instituto Agronémico, Campinas, 2003.

STADNIK, M. J.; RIVERA, M. C. Oidios. Jaguaritna: Embrapa Meio Ambiente, 2001. 484
p.

VAN LOON, L. C.; BAKKER, P. A. H. M.; PIETERSE, C. M. J. Systemic resistance induced
by rhizosphere bacteria. Annual Review of Phytopathology, Palo Alto, v. 36, p. 453-483,
1998.

STAMFORD, N. P et al. Nitrogen fixation and growth of cowpea (Vigna unguiculata) and
yam bean (Pachyrhizus erosus) in a sodic soil as affected by gypsum and sulphur inoculated
with Thiobacillus and rhizobial inoculation. Tropical Grasslands, Brisbane, v. 37, n. 2, p. 1-
9, 2003.

TAKAMATSU, S. et al. Two Erysiphe species associated with recente outbreak of soybean
powdery mildew: results of molecular phylogenetic analysis based on nuclear rDNA
sequences. Mycoscience, Tokyo, v. 43, n. 4, p. 333- 341, May 2002.

THRANE, C. et al. Viscosinamide-producing Pseudomonas fluorescens DR54 exerts a
biocontrole effect on Pythium ultimum in sugar beet rhizosphere. FEMS Microbiology
Ecology, Amsterdam, v. 33, p. 139-146, 2000.

TURNER, J. T.; BACKMAN, P. A. Factores relating to peanut yield increases following
Bacillus subtilis seed treatment. Plant Disease, St. Paul, v. 75, p. 347-353, 1991.

WILSON, C. L.; SOLAR, J. M.; GHAOUTH, A. E.; WINIEWSKI, M. E. Rapid evaluation of
plant extracts and essential oils for antifungal activity against Botrytis cinerea. Plant Disease,
St. Paul, v. 81, p. 204-210, 1997.

YORINORI, J.T. Doencas da soja no Brasil. Soja no Brasil Central. Campinas: Fundacéo
Cargill, 1986. p.301-363.

YORINORI, J. T et al. Doencas da soja e seu controle. In: ARANTES, N. E.; SOUZA,P. 1. M
de. Cultura do soja nos Cerrados. Piracicaba: POTAFOS, 1993. p. 333-397.



90

YORINORI, J. T. Situacdo atual das doencas potenciais no Cone Sul. In: CONGRESSO
BRASILEIRO DE SOJA, 2., 2002, Foz do Iguacu. Anais... Londrina: Embrapa Soja, 2002.
p.171-186.

YORINORI, J. T. Soja (Glycine max (L.) Merril) - controle de doengas. In: RIBEIRO do
VALE, F. X.; ZAMBOLIM, L. (Ed.). Controle de doencas de plantas. Vigosa: UFV/MAA,
1997. v. 2, cap. 21, p. 953-1023.

YUEN, G. Y.; SCHROTH, M. N. Interactions of Pseudomonas fluorescens strain E6 with
ornamental plants and its effect on the compositon of root-colonizing microflora.
Phytopathology, Saint Paul, v. 76, p. 176-180, 1986.

ZAMBONELLLI, A. et al. Effects of essential oils on phytopathogenic fungi in vitro. Journal
of Phytopathology, Berlin, v. 144, n. 9, p. 491-494, 1996.

ZHANG, F. E.; SMITH, D. L. Genistein accumulation in soybean (Glycine max L. Merr.) root
systems under suboptimal root zone temperatures. Journal Experimental Botany,
Huddersfield, v. 47, p. 785-792, 1996.

ZIV, O.; HAGILADI, A. Controlling powdery mildew in euonymus with polymer coatings
and bicarbonate solutions. HortScience, Pleasanton, v. 28, p. 124-126, 1993.

ZIV, O.; ZITTER, T. A. Effects of bicarbonates and film-forming polymers on cucurbit foliar
diseases. Plant Disease, St Paul, v. 76, p. 513- 517, 1992.



	CAPA
	FOLHA DE ROSTO
	FICHA CATALOGRÁFICA
	COMISSÃO EXAMINADORA
	DADOS CURRICULARES
	DEDICATÓRIA
	EPÍGRAFE
	AGRADECIMENTOS
	SUMÁRIO
	LISTA DE TABELAS
	LISTA DE FIGURAS
	1. RESUMO
	2. SUMMARY
	3. INTRODUÇÃO
	4. REVISÃO DE LITERATURA
	CAPÍTULO I - EFEITO DE BICARBONATO DE POTÁSSIO SOBRE A SEVERIDADE DE Erysiphe diffusa EM PLANTAS DE SOJA
	CAPÍTULO II - EFEITO DE ÓLEOS DE GRÃOS DE CAFÉ TORRADO E CRU NA REDUÇÃO DO OÍDIO (Erysiphe diffusa) DA SOJA EM CASA DE VEGETAÇÃO
	CAPÍTULO III - EFEITO DE Bacillus subtilis E Bacillus licheniformis ASSOCIADOS COM Bradyrhizobium elkanii SOBRE O CRESCIMENTO DE SOJA
	CONCLUSÕES
	REFERÊNCIAS

