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Introducgao

As doencas que afetam a soja estao entre os fatores que impedem que a cultura atinja todo o
seu potencial de produtividade, podendo afeta-la desde a germinacao, até o final do enchimen-
to das vagens. Essas doencas podem ser causadas por fungos, bactérias, virus e nematoides
(Seixas et al., 2020).

Para evitar perdas, algumas estratégias de manejo devem ser adotadas em conjunto, levan-
do-se em conta as doencas que ocorrem comumente na area de plantio. Usar sementes certifi-
cadas e/ou tratadas podem evitar a introducao de patégenos na area. Quando disponiveis, utili-
zar cultivares resistentes e/ou tolerantes sao opgoes viaveis que podem contribuir com a redugao
do custo pelo menor uso de agrotoxicos. Outras estratégias aconselhadas sao: bom manejo do
solo; correcao e adubacgao de acordo com a analise de solo; atengao a época de semeadura;
no caso da ferrugem-asiatica, respeitar o periodo do vazio sanitario; utilizar de forma correta os
agrotoxicos; evitar cultivos sucessivos de soja, com rotagao/ diversificagao de cultivos (Hartman
et al., 2015; Godoy et al., 2016; Seixas et al., 2020).

O uso de produtos bioldgicos também é uma opg¢ao aconselhada e vem crescendo a sua
utilizacdo. Os agentes de biocontrole sdo microrganismos antagonistas com potencial de
interferir na sobrevivéncia e/ou no crescimento dos patégenos. Os mecanismos de agdo sao
divididos em antibiose, inducéo de resisténcia, parasitismo, predacéo, competicdo e promogao
de crescimento, sendo que um microrganismo pode agir por mais de um mecanismo (Medeiros
et al., 2018). Além disso, os microrganismos podem atuar nos processos de solubilizacdo de
nutrientes (Richardson, 2009) e/ou na promoc¢ao de crescimento (Woo et al., 2014; Monte et al.,
2019). Esses nao sdo mecanismos ligados diretamente aos processos de parasitismo.

Os efeitos dos ativos biolégicos estdo diretamente relacionados com a cepa do microrganis-
mo e com sua formulag&o, que garante a otimizacao dos efeitos no campo, a estabilidade dos
ativos, a compatibilidade com outros produtos, o uso de doses menores, a reducao de impactos
de toxicidade, a facilidade na aplicagao e o maior tempo de prateleira. Essas caracteristicas sdo
fundamentais para permitir que o produto biolégico possa ser introduzido como estratégia de
controle, junto com outras estratégias (Borsari; Vieira, 2022). A maioria dos produtos que estao
no mercado s&o a base de fungos e/ou bactérias.

As bactérias constituem o maior grupo de microrganismos de ocorréncia no solo. Algumas
espécies possuem a capacidade de produzir antibiéticos, enquanto outras exibem acao antago-
nica contra fitopatdogenos (Siqueira, 1988). A primeira etapa para a obten¢cao de um bioproduto
€ a prospecg¢ao, que consiste na busca por cepas capazes de interferir na sobrevivéncia ou no
crescimento do microrganismo alvo.

O objetivo deste trabalho foi verificar, in vitro, o potencial de cepas de bactérias, obtidas de
amostras de solo de diversos locais, para controle de fitopatégenos da soja.
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Material e métodos

O trabalho foi desenvolvido no laboratério de Fitopatologia da Embrapa Soja, em Londrina,
PR. Os microrganismos avaliados pertencem a Colecao de Microrganismos de Interesse para a
Agricultura da Embrapa Soja (CMES).

Foram avaliadas 86 cepas de bactérias obtidas de amostras de solo coletadas em diversos
municipios do Parana. Essas cepas foram testadas para controle dos fungos Neocosmospora
phaseoli (sin. Fusarium brasiliense) (podridao vermelha da raiz), isolado CMES 04; Cercospora
canescens (crestamento de Cercospora), CMES 2159; Corynespora cassiicola (mancha-alvo e
podridao radicular de Corynespora), CMES 980; Macrophomina phaseolina (podridao de carvao),
CMES 2129; Sclerotinia sclerotiorum (mofo-branco), CMES 2250; Colletotrichum truncatum (an-
tracnose), CMES 1080 e Rhizoctonia solani (tombamento e morte em reboleira de Rhizoctonia),
CMES 1796.

O método utilizado foi de culturas pareadas, que consiste na confrontacao direta dos micror-
ganismos em meio de cultura. Os fungos fitopatogénicos foram cultivados em meio BDA por
sete dias a 25 °C. As bactérias foram cultivadas em meio TSA a 28 °C por 72 horas. Apds esse
periodo foi preparada suspensao de cada bactéria, acrescentando 5 mL de solugao salina estéril
a placa e homogeneizando com a alga de drigalski.

O pareamento foi feito transferindo-se um disco de 4 mm de didmetro do micélio do fungo para
o centro de placas de Petri contendo meio BDA. Em oito pontos equidistantes do disco do micé-
lio foram adicionados 5 uL de suspensao da bactéria. Placas contendo somente o fitopatégeno
foram utilizadas como controle. O teste foi realizado em triplicata e as placas foram mantidas em
camara de crescimento por sete dias, a 25 °C e fotoperiodo de 12 h. Apds sete dias de incubacgao
mediu-se o raio da colbnia do fitopatégeno na presenca e na auséncia das bactérias. A zona de
inibicdo (ZI) de cada bactéria contra cada fungo foi calculada de acordo com Campanile et al.
(2007) utilizando a férmula:

(Z1)%= (N1-N2) \ N1 x 100

Sendo N1 o raio da colénia encontrado na auséncia do antagonista e N2 o crescimento do
micélio na presenca do antagonista.

E importante ressaltar que ZI €, por natureza, uma variavel relativa e, portanto, os valores
entre as diferentes espécies de fungos sdo comparaveis.

Os dados da zona de inibicado foram submetidos a analise de variancia. Com base nessa
analise foram obtidas as estimativas de minimos quadrados para as médias de ZI. Essas esti-
mativas, juntamente com uma variavel categérica de identificacao resultante da combinacéo da
identificacdo dos fungos e das bactérias, foram fornecidas como entrada ao algoritmo de agru-
pamento hierarquico de Ward (Ward, 1963).

Resultados e discussao

Todas as bactérias testadas tiveram algum efeito, maior ou menor, sobre os fungos. O dendro-
grama gerado pelo algoritmo de Ward indicou dois grupos de pares fungo-bactéria, sendo que
o primeiro contém os pares com Zls iguais ou menores a 25%, enquanto o segundo engloba os
demais. Dentro de cada um desses grupos, é possivel obter outras divisbes contendo pares de
patdgeno-antagonista com Zls mais semelhantes entre si. O numero final de grupos foi estabe-
lecido como quatro, sendo que os dois primeiros grupos apresentaram pares com ZIs, respecti-
vamente entre 0-9% e 9-25%. Os dois outros grupos continham os pares com Zls variando entre
24-45% e 45-100%, conforme mostrado na Figura 1. Considerando a faixa de inibicao de 45 a
100%, 30 das 86 bactérias se destacaram no confronto com pelo menos um fungo. Apenas para
Rhizoctonia solani, o maximo de inibigao ficou na faixa de 9 a 25%, com as bactérias 44 e 70.
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Figura 1. Zona de inibicdo das 86 bactérias frente aos fungos fitopatogénicos Cercospora canescens (1-Cerc),
Colletotrichum truncatum (2-Coll), Corynespora cassiicola (3-Cory), Neocosmospora phaseoli (4-Fusa), Macrophomina
phaseolina (5-Macr), Rhizoctonia solani (6-Rhiz), Sclerotinia sclerotiorum (7-Scle).

A bactéria 70 foi capaz de afetar os sete fungos, cinco na faixa de 45-100% de inibi¢cao
(Cercospora canescens, Colletotrichum truncatum, Corynespora cassiicola, Neocosmospora
phaseoli, Sclerotinia sclerotiorum). As bactérias 30 e 76 afetaram quatro fungos na faixa de
45- 100% de inibigao; a bactéria 30 afetou Colletotrichum truncatum, Corynespora cassiicola,
Macrophomina phaseolina e Sclerotinia sclerotiorum, enquanto a bactéria 76 afetou Cercospora
canescens, Colletotrichum truncatum, Corynespora cassiicola e Sclerotinia sclerotiorum.

Observando o resultado para cada fungo, na faixa de 45-100%, seis bactérias foram capazes
de inibir C. canescens (6, 9, 10, 15, 70 e 76); doze inibiram C. truncatum (18, 30, 32, 66, 68, 70,
71,72, 73, 74, 75 e 76); onze inibiram C. cassiicola (4, 5, 11, 18, 30, 41, 43, 44, 70, 71, e 76),
oito inibiram Neocosmospora phaseoli (4, 5, 6, 7, 10, 70, 80 e 85), sete inibiram Macrophomina
phaseolina (6, 12, 30, 32, 45, 49 e 50) e nove inibiram Sclerotinia sclerotiorum (4, 6, 10, 30, 32,
49,70,76 e 77).

Esse teste in vitro sera repetido. De qualquer forma, as 30 bactérias que inibiram, um ou mais
fungos, na faixa superior de zona de inibicdo (45 a 100%) seréo identificadas por sequencia-
mento. Caso sejam de espécies que nao apresentem nenhum tipo de risco, serdo submetidas
a outros tipos de testes e também poderao passar por analise para identificacéo e uso de seus
metabdlitos no controle dos fitopatégenos.

Conclusoes

Varias bactérias foram capazes de afetar os fungos fitopatogénicos de importancia para a
cultura da soja. Essa foi uma primeira etapa para verificar o potencial desse conjunto de bacté-
rias. Testes in vivo devem ser conduzidos para confirmar o possivel efeito significativo sobre os
fungos.
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