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RESUMO GERAL

A cultura do tomate (Solanum lycopersicum L.) é uma das principais olericolas cultivadas no
Brasil, ficando atras somente da batata. Os nematoides do género Meloidogyne sdo um dos
principais problemas para esta cultura, principalmente por terem mais de 2000 plantas
hospedeiras, grande persisténcia no solo e a limitada capacidade de serem identificados com
precisdo, dificultando a ado¢do de medidas de controle cultural e genética e levando a utilizacéo
de produtos quimicos altamente toxicos ao homem, aos animais e ao solo. O controle biolégico
tem ganhado espaco nos ultimos anos, principalmente Bacillus thuringiensis (Bt) que € uma
bactéria que pode expressar diversas proteinas durante seus estagios de crescimento, podendo
atuar como importante agente de controle biolégico, além de promover o crescimento das
plantas. O objetivo deste trabalho foi selecionar estirpes de Bt toxicas a M. incognita in vitro,
para posteriormente testa-las em casa de vegetacdo e também verificar o seu potencial como
promotoras de crescimento. Foram avaliadas 16 estirpes in vitro na presenca ou ndo do produto
resorcinol e proporcionaram uma mortalidade de M. incognita variando de 3,0 a 38,5% em
condicdes in vitro. Selecionaram-se 2 estirpes para os testes em casa de vegetacao (1930 e 906),
também foram testados 2 produtos bioldgicos a base de Bacillus, Nemix e NemaControl, além
disso, foi testado também um produto quimico, Nimitz (Fluensulfone) em 2 formas de
aplicacdo. Para isso, foi instalado um ensaio em delineamento inteiramente casualizado com
cinco repeticdes por tratamento e uma planta por vaso. Foram inoculados 6 mil ovos por planta
e 45 dias apds a inoculagdo das plantas de tomate as seguintes varidveis foram avaliadas: massa
fresca de raiz (g), indice de galhas, indice de massa de ovos e o fator de reproducao (FR). Um
novo ensaio com 0s mesmos tratamentos foi montado para verificar a eficiéncia na promocao
de crescimento vegetal dos isolados testados e a influéncia do tratamento quimico no
crescimento das plantas. Foi feita ainda a detecgéo de genes de promocao de crescimento nas
estirpes testadas em casa de vegetacdo e também deteccdo do gene cry6 em 48 isolados
bacterianos. Nenhum tratamento bioldgico foi eficiente em reduzir a reproducdo do nematoide.
Apenas o tratamento quimico mostrou-se eficiente em seu controle inicial. Quando se avaliou
0 crescimento vegetativo das plantas, a estirpe 1930 foi a Unica manteve diferenca estatistica
dos demais tratamentos até os 30 dias ap0s o transplante. Detectou-se genes de promogéo de
crescimento nos isolados testados. Apenas uma estirpe das 48 avaliadas demonstrou a presenga

do gene cry6.

Palavras-chave: controle bioldgico, nematoides, tomate, promogéo de crescimento.



ABSTRACT GENERAL

The tomato culture (Solanum lycopersicum L.) is one of the main olericolas cultivated in Brazil,
being behind only the potato. The nematodes of the genus Meloidogyne are one of the main
problems for this crop, mainly because they have more than 2000 host plants, great persistence
in the soil and the limited capacity to be identified with precision, making difficult the adoption
of measures of cultural and genetic control and leading to the use of highly toxic chemicals to
man, animals and soil. Bacillus thuringiensis (Bt) is a bacterium that can express several
proteins during its growth stages, being able to act as an important biological control agent,
besides promoting the growth of plants. The objective of this work was to select strains of Bt
toxic to M. incognita in vitro, to later test them in a greenhouse and to verify their potential as
growth promoters. 16 strains were evaluated in vitro in the presence or absence of the resorcinol
product and provided a mortality of M. incognita ranging from 3.0 to 38.5% under in vitro
conditions. Two strains were selected for greenhouse tests (1930 and 906), two biological
products based on Bacillus, Nemix and NemaControl were also tested. A chemical product,
Nimitz (Fluensulfone), was also tested in 2 forms of application. For this, a completely
randomized design with five replicates per treatment and one plant per pot was installed. The
following variables were evaluated: fresh root mass (g), gall index, egg mass index and
reproduction factor (RF). A new assay with the same treatments was set up to verify the
efficiency in promoting plant growth of the tested isolates and the influence of chemical
treatment on plant growth. Further detection of growth promoting genes in the greenhouse
tested strains and detection of the cry6 gene in 48 bacterial isolates were also performed. No
biological treatment was effective in reducing nematode reproduction. Only the chemical
treatment proved to be efficient in its initial control. When the vegetative growth of the plants
was evaluated, the 1930 strain was the only statistically significant difference of the other
treatments until the 30 days after the transplant. Growth promoting genes were detected in the

isolates tested. Only one strain of the 48 evaluated showed the presence of the cry6 gene.

Key words: biological control, nematodes, tomato, growth promotion.



1. INTRODUCAO GERAL

Segundo a Organizacdo das Nacbes Unidas para Agricultura e Alimentacdo (FAOQ), a
producdo brasileira de tomate em 2016 ficou em 4,16 milhdes toneladas do fruto e area colhida
foi de 64 mil hectares. O Brasil ocupa a décima colocacéo na lista de paises produtores. E uma
das principais olericolas produzidas de valor econémico no mundo, sendo a segunda solanacea

mais cultivada, sendo superada apenas pela batata (ABREU, 2006).

A producdo de tomate nacional, mesmo que situe o Brasil entre os dez maiores produtores
do mundo representa ainda uma proporcao bem reduzida em relagéo ao total mundial, sendo de
apenas 3% (FAO, 2013). A amplia¢do do mercado consumidor esta ligada a diversificacdo dos
subprodutos da cadeia produtiva de tomate o que repercutira na intensificacdo da producéo,
resultando em um maior patamar de produtividade nacional e no grande volume de producao.
A perspectiva é que a producdo de tomate continue a crescer devido & urbanizagdo e a
participacdo da mulher no mercado de trabalho e por outros aspectos conjunturais, incluindo o
aumento do consumo e do poder aquisitivo das familias (DIEESE, 2010). Apesar da perspectiva
de crescimento, ndo se pode deixar de mencionar 0s entraves que existem nesse caminho, como
a grande susceptibilidade da cultura a pragas, principalmente em cultivo protegido onde a

temperatura e os cultivos sucessivos proporcionam aumento do seu indculo inicial.

Os nematoides sdo patdgenos importantes de diversas culturas entre elas o tomate,
principalmente os formadores de galhas pertencentes ao género Meloidogyne. As perdas
devidas ao ataque de nematoides na agricultura mundial sdo estimadas em aproximadamente
US$ 80 bilhdes/ano (AGRIQOS, 1997). A quantificacdo de perdas no Brasil ndo é precisa, devido
principalmente as interacGes com danos provocados por pragas e outras doengas, condigdes
climaticas adversas, presenca de plantas invasoras e inadequacdo de tratos culturais
(RITZINGER; FANCELLLI, 2006). Além dos danos diretos, muito se estudou sobre o efeito da
interacdo de Meloidogyne e a murcha de Fusario, causada por Fusarium oxysporum e que é
uma das principais doengas do tomateiro, onde o parasitismo do nematoide atua como fator de
predisposicdo ao fungo (MOURA et al., 2001).

Os danos causados pelo ataque de Meloidogyne ao tomateiro vdo desde disturbios no
sistema radicular até a morte da planta ou a baixa quantidade e qualidade dos frutos. O controle
quimico vem sendo o método de controle mais utilizado, porém, sem apresentar resultados
significativos de controle e ainda sendo tdxico ao meio ambiente e a saude humana. Os

produtos quimicos atualmente disponiveis, do grupo dos organofosforados e dos carbamatos,



tém um nivel inaceitavel de toxicidade para organismos ndo-alvo e estdo sendo retirados do
mercado (OKA et al. 2014).

O controle biolégico de pragas tem sido muito estudado nos Ultimos anos. Trabalhos
utilizando principalmente de fungos e bactérias tém sido realizados na busca de estirpes que
possam interromper de algum modo alguma das fases do ciclo de vida do nematoide, levando
a reducdo da sua populacdo e/ou & melhoria das condi¢des da planta. O controle bioldgico de
pragas € frequentemente considerado como uma estratégia ambientalmente amigavel, sendo
uma alternativa para a redugdo no uso de produtos quimicos na agricultura, onde a ideia
principal é utilizar um ou mais organismos vivos que podem ter efeitos antagonistas contra um

patogeno de planta alcancando a supressdo da doenca (BAKER; COOK, 1982).

Um dos grupos mais estudados desses microrganismos sao as rizobactérias promotoras de
crescimento de plantas. Esses microrganismos sao capazes de colonizar a superficie da raiz ou
arizosfera, camada de interacéo entre o solo e araiz (BRAND et al. 2010). Alguns destes podem
ainda se estabelecer internamente nos tecidos da raiz e se disseminar para as demais areas da
planta, tais como, caule, folhas, tubérculos e demais 6rgdos, sem prejudicar a sua sanidade.
Estes microrganismos que formam associagdes intimas com a planta hospedeira sdo chamados
de endofiticos. Apesar dos diferentes nichos ecoldgicos, os mecanismos de controle biolégico
s80 0s mesmos, e incluem, a competicdo por substrato, producdo de aleloquimicos inibitorios,
e inducdo de resisténcia sistémica em plantas hospedeiras para um amplo espectro de pat6genos
e ainda o suporte a estresses abidticos, tais como seca ou salinidade (HAAS et al., 2000;
BLOEMBERG, LUGTENBERG 2001; RYU et al., 2005).

O primeiro passo no controle bioldgico € a selecdo de microrganismos a partir do meio
ambiente, tais como o solo, plantas, insetos, e, em seguida, a realizacdo de testes para
verificacdo do seu efeito antagonista, identificacdo dos mecanismos de acéo presentes e também
verificacdo dos efeitos da combinagdo com outras estirpes, buscando um espectro mais amplo
de acdo dos microrganismos contra 0 patégeno. Da mesma forma, a biotecnologia pode ser
aplicada para melhorar ainda mais as estirpes que possuem caracteristicas desejaveis, de tal
forma a facilitar a formulacéo, a estabilidade, ou a colonizac¢do primaria da planta, ou criagéo
de estirpes transgénicas que combinem os diversos mecanismos de acdo (TIMMS-WILSON et
al., 2000; HUANG et al., 2004; KILIC-EKICI, YUEN, 2004).

Microrganismos esporulantes, tais como Bacillus spp., sdo resistentes ao calor e a

dessecacdo, possuindo facilidade para formulacéo e armazenagem dos produtos. Bravo et al.



(1998) afirmam que o isolamento, a identificacdo de estirpes de B. thuringiensis e o
sequenciamento de novos genes devem ser incentivados, podendo ser o primeiro passo na busca
de se encontrar estirpes toxicas para praga-alvos evidenciando o potencial das bactérias
esporulantes como agentes de controle bioldgico e ainda que estas novas estirpes sao candidatas

a abrigarem novos genes cry.

Nesse contexto, a pesquisa buscou identificar estirpes da Colecdo de Bactérias de
Invertebrados da EMBRAPA que sejam capazes de controlar o nematoide Meloidogyne
incognita e que proporcionem melhorias nos atributos de desenvolvimento das plantas para que,
um dia, possam ser utilizadas pelos produtores como alternativa ao controle quimico no sistema

de producéo.



2. JUSTIFICATIVA

Nematoides sdo um problema crescente no pais e que limitam a capacidade de producéao
das culturas assim como os demais patdgenos de solo. M. incognita possui mais de 2000
culturas hospedeiras atualmente, o que demonstra o0 qudo importante para a agricultura mundial

estas pragas sdo e também representam uma ameaga a seguranca alimentar.

Novas formas de controle de nematoides tém sido testadas em substituicdo aos produtos
quimicos que sdo uma grande ameaca a0 meio ambiente e a sociedade em razdo da sua alta
toxicidade e longo efeito residual que possuem, podendo contaminar a &gua e o solo. Além
disso, o seu controle ndo deve estar baseado apenas ao uso de uma unica forma de controle,
como tem sido feito, mas sim se basear na associacao entre a estratégias de controle, como por

exemplo, a rotacdo de culturas, a adubacdo verde, o controle quimico, cultural e o biologico.

Diversos microrganismos citados na literatura j& demonstraram efeitos nematicidas
principalmente em ensaios in vitro e em casa de vegetacdo. Dessa forma, a busca por estirpes
de Bacillus oriundas do banco Bacillus da EMBRAPA e que possuam as caracteristicas de
biocontrole serviriam para um manejo mais sustentavel dessa praga, sendo incorporada ao

manejo integrado de pragas e doencas das lavouras.
2.1 Hipoteses

Existem estirpes de Bacillus thuringiensis toxicas ao nematoide Meloidogyne spp. e que

atuam como promotoras de crescimento em plantas de tomate.

Na colec¢do existente na EMBRAPA podem haver estirpes que proporcionem a colonizacao
da rizosfera ou a planta como um todo, de forma endofitica, e a0 mesmo tempo, através da
producdo de metabolitos ou proteinas possibilitariam o controle dos nematoides e ainda

promovam o crescimento vegetal de plantas de tomate.
2.2 Objetivo geral

Obter estirpes de Bacillus toxicas a Meloidogyne incognita e a Meloidogyne javanica e

avaliar o efeito destas estirpes como promotoras de crescimento em plantas de tomate.

2.3 Objetivos especificos

e Padronizar e estabelecer uma metodologia de bioensaios de B. thuringiensis com M.

incognita.



o Selecionar estirpes de Bt toxicas a M. incognita em laboratorio e em casa de vegetacéo.
e Selecionar estirpes de Bt toxicas a M. javanica em casa de vegetacao.

e Selecionar estirpes de Bt que promovam crescimento vegetativo.

e Caracterizar estirpes candidatas ao controle de M. incognita e que promovam o

crescimento de plantas de tomate.



3. REVISAO DE LITERATURA
3.1 A cultura do tomate

O tomateiro Solanum lycopersicum L. sinon. Lycopersicon esculentum Mill. pertence a
familia botanica Solanaceae é uma espécie de origem andina. Atualmente, € uma das principais
olericolas de valor econdmico no mundo, sendo a segunda solanacea mais cultivada, superada
apenas pela batata (ABREU, 2006).

E uma planta herbéacea, com folhas pecioladas, compostas e com nimero impar de foliolos,
caule flexivel e indmeras brotacdes laterais (FILGUEIRA, 2000). Possui o habito de
crescimento indeterminado, porém, algumas cultivares apresentam crescimento determinado;
sdo autégamas, apresentado baixa porcentagem de polinizacdo cruzada, que ocorre por meio de
insetos polinizadores (GIORDANO; SILVA, 2000). Seus frutos sdo classificados como: Cereja,
Industrial Salada, Saladinha e Santa Cruz (GONCALVES, 2014).

O tomate de mesa ou para consumo in natura é produzido em praticamente todas as regides
geograficas do Brasil, em épocas distintas e sob diferentes sistemas de cultivo e niveis de
manejo cultural. Em 2016, a safra mundial de tomate de mesa e industria totalizou 177 milhdes
de toneladas em area cultivada de 4,78 milhdes de hectares e produtividade média de 37 t. ha'
(FAO/STAT, 2017). O maior produtor mundial foi a China, com 56,4 milhdes de toneladas em
1 milhdo de hectares e produtividade de 56,0 t. hal. O Brasil produziu 4,16 milhdes de
toneladas, em quase 64 mil hectares e produtividade de 65,13 t. ha’*, colocando-se em 10° lugar
na escala mundial (MATOS et al., 2012; FAO/STAT, 2017).

A regido centro-oeste é a maior produtora de tomate para a industria, pois apresenta clima
seco durante os meses de mar¢o a setembro, o que favorece seu cultivo. Os solos profundos,
bem drenados e a topografia plana facilitam a mecanizacdo e permitem o uso de grandes
sistemas de irrigacdo (SILVA, 2003). O estado de Goias é o maior produtor, seguido de Séo
Paulo, Minas Gerais e Bahia que juntos correspondem a 71,5% da producdo nacional.
(SEAPA/MG, 2017).

Um fator importante para o desenvolvimento da cultura seja no crescimento, na produgéo
ou na qualidade de fruto, é o manejo fitossanitario (FELTRIN et al., 2005). O tomateiro é uma
das culturas mais dificeis de ser conduzida em condigdes de campo, pois € afetada por diversos
insetos, acaros e doengas (MINAMI; HAAG, 1989; LATORRE et al., 1990), sendo considerada

uma das culturas mais suscetiveis aos nematoides formadores de galhas, principalmente em



cultivo protegido, onde 0 aumento de temperatura e os cultivos sucessivos proporcionam o
aumento mais rapido dos niveis populacionais de Meloidogyne spp. (CARNEIRO; MORAES,
1993).

3.2 Pragas da Cultura do Tomate

Diversas espécies de insetos atacam o tomateiro e os danos variam conforme a intensidade
do ataque. Algumas delas danificam os frutos, a ponto de inutiliza-los para venda, outras sdo
transmissoras de viroses. As principais pragas sdo citadas a seguir (SILVA et al. 2003): traca-
do-tomateiro (Tuta absoluta), mosca branca (Bemisia tabaci), acaros (Aculops lycopersici),
larva minadora (Liriomyza huidobrensis, L. trifolii, L. sativae), tripes (Frankliniella spp. e
Thrips spp.), pulgbes (Myzus persicae e Macrosiphum euphorbiae), lagarta-rosca (Agrotis spp),
broca grande (Helicoverpa zea), broca pequena (Neoleucinodes elegantalis), lagarta-militar

(Spodoptera frugiperda), e os nematoides (Meloidogyne spp.).

Os maiores problemas com nematoides nessa cultura estdo relacionados ao género
Meloidogyne (GONCALVES, 2014). No Brasil, M. arenaria, M. hapla, M. javanica e M.
incognita (racas 1 a 4) sdo os predominantes (MAQBOOL et al., 1988). Alvarenga (2004),
menciona que plantas de tomateiros, quando atacadas severamente por Meloidogyne spp.,
apresentam o sistema radicular completamente desorganizado, com poucas raizes funcionais,
podendo levar a morte de mudas no campo, quando ocorrem no inicio do cultivo. E ainda, nas
plantas sobreviventes a producdo é fortemente afetada em quantidade e qualidade dos frutos.
Whitehead (1998) relata sintomas como murchamento das folhas, atrofia no crescimento e
queda na producdo. Oliveira (2007) também relata que os danos podem ser expressos pela
reducdo de producéo ou entdo pela depreciacdo da qualidade do produto a ser comercializado.
Estudos recentes, em Punjab, no Paquistdo, mostraram que M. incognita pode causar danos de
até 40% na cultura do tomate (ANWAR; MCKENRY, 2012). Foi observado que esse
nematoide se desenvolve e se reproduz facilmente em tomateiro tanto sob condic¢des de campo
como em casa de vegetacdo, podendo ainda se reproduzir em muitos cultivares comerciais de
tomate (KAMRAN et al., 2010).
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3.3 O Género Meloidogyne

Pertencente a familia Meloidogynidae congrega os chamados nematoides de galhas. Séo
conhecidos relatos de plantas com sintomas de parasitismo por nematoides desse grupo na
Europa desde 1855, sendo este género criado apenas em 1887, no Brasil, com a descri¢do da
espécie-tipo, Meloidogyne exigua Goeldi, encontrada em muitos cafezais do Rio de Janeiro
(FERRAZ; MONTEIRO, 1995).

Os nematoides formadores de galhas pertencentes ao género Meloidogyne Goeldi, 1887,
constituem o grupo de fitoparasitas mais importantes no mundo, com mais de 90 espécies
descritas (KARSSEN; MOENS 2006) e mais de 2000 plantas hospedeiras, representando
ameaca a producdo agricola mundial (PERRY et al., 2009).

Quatro espeécies sdo consideradas as mais importantes, pela ampla distribuicdo geogréafica
e 0 alto grau de polifagia, a saber: M. arenaria (Neal) Chitwood, M. incognita (Kofoid e White)
Chitwood, M. javanica (Treub) Chitwood e M. hapla Chitwood (ALVES; CAMPOS, 2001).
Recentemente, técnicas de eletroforese e biomoleculares passaram a ser utilizadas na
identificacdo das espécies de Meloidogyne, apresentando grande utilidade e eficiéncia
(CARNEIRO; COFCEWICZ, 2008).

3.3.1 Ciclo de Vida/ Relagéao parasita-hospedeiro

Cada fémea de Meloidogyne, de corpo globoso ¢ regido anterior formando “pescogo”,
deposita todos 0s ovos em um unico local da raiz, originando tipico aglomerado ou massa. Os
ovos mantém-se unidos devido a presenca gelatinosa secretada pelas glandulas retais da fémea,
que flui através do anus durante o periodo de oviposicao. As massas podem conter de 400 a 500
ovos (FERRAZ; MONTEIRO 2011).

No interior dos ovos, encontram-se juvenis de 1° estadio (J1), que logo sofrem a primeira
ecdise, originando juvenis de 2° estagio (J2). Apos a eclosdo, esses juvenis, vermiformes e
moveis, denominados pré-parasitas ou infestantes, passam a migrar no solo a procura de raizes
de um hospedeiro favoravel, guiadas por exsudatos radiculares liberados pelas raizes (Figura
01) (FERRAZ; MONTEIRO 2011).
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Uma vez na superficie das raizes, os J2 munidos de um arsenal enzimatico composto
principalmente por enzimas degradadoras de parede celular, penetram nas raizes migrando
intercelularmente em direcdo ao cilindro vascular, onde estabelecem o seu sitio de alimentacao
com a formacao de células gigantes (TAYLOR; SASSER 1983).

Inicio da alimentagdo e
formacdo de células

- do-
gigantes. Juvenis comegam J4 alimentando-se nas

a modificar sua morfologia células gigantes
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Figura 1: Ciclo do nematoide-das-galhas (Meloidogyne sp.). Fonte: Pinheiro et al. 2010.

No sitio de alimentacdo, o nematoide passa pela segunda (J2 > J3), terceira (J3 > J4) e
quarta (J4 > fémea jovem) ecdises (EISENBACK; TRIANTAPHYLLOU, 1991). Quando a
fémea jovem é formada, inicia-se a fase sedentaria do nematoide, a qual durara até o final de

seu ciclo de vida com o amadurecimento da fémea, formacé&o e liberacéo de ovos.

Nas principais espécies, como M. incognita e M. javanica, de reproducdo por
partenogénese mitdtica obrigatdria, as populacdes sdo constituidas basicamente por fémeas,
aparecendo machos apenas sob condi¢Bes ambientais especiais. As fémeas sexualmente
maduras séo globosas, branco-leitosas e providas de “pescoco” anterior. Sdo visiveis a olho nu,
quando retiradas do interior de raizes parasitadas. Sdo endoparasitas, sedentarias (FERRAZ;
BROWN 2002). Os machos quando presentes tem o corpo vermiforme, alongado e desprovido
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de bolsa-copula. Resultante de complexa metamorfose do ultimo estadio juvenil, e segundo
certos autores, ndo séo fitoparasitas (PINHEIRO, 2014). Sob condigdes de estresse, juvenis

femininos muitas vezes sofrem reversao sexual e acabam por dar formacéo a machos.

A duracdo do ciclo bioldgico € muito influenciada por fatores como temperatura, umidade
e planta hospedeira, entre outros. De modo geral, completa-se em 3 a 4 semanas. Para M.
arenaria, M. incognita, e M. javanica, a faixa ideal de temperatura é de 25 a 30 ° C, enquanto
que para M. hapla vai de 15a 25° C (TAYLOR; SASSER, 1978).

3.3.2 Disseminacéo do Patdgeno

Os nematoides sdo organismos que, pelos seus proprios recursos, muito pouco se
disseminam. No caso do género Meloidogyne, essa disseminacéo se faz pelos juvenis, os quais
caminham pelo solo, em busca de plantas hospedeiras. TAYLOR; McBETH (1941) verificaram
que tais juvenis podem se movimentar no solo, em linha reta, apenas cerca de um centimetro
por dia, ou trinta centimetros por més, confirmando a precéria expansdo do nematoide, quando

ndo ha a intervencdo de um agente qualquer.

A disseminacdo de Meloidogyne da-se através de agentes, dos quais 0 mais importante é o
préprio agricultor. Realmente, certos agricultores, quer por desconhecerem o problema, quer
por outros motivos, tornam-se, com frequéncia, grandes disseminadores (FERRAZ;
MONTEIRO 2011).

A principal forma de disseminacdo é a passiva, dada pela movimentacao do solo, agua,
implementos agricolas contaminados, homem e animais nas areas de cultivo e, principalmente,
por mudas de plantas contaminadas. Esta ultima é responsavel pela contaminagdo de areas a
longas distancias (PINHEIRO et al. 2012).

Quanto ao tipo de solo, ha evidéncia de que os terrenos arenosos, soltos, sdo 0s mais
favoraveis ao nematoide. Contudo infestagcdes podem ocorrer em culturas conduzidas em outros

solos, sendo desfavoraveis apenas os terrenos muito imidos e compactos (LORDELLO, 1964).
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3.3. 3 Sintomatologia

As meloidoginoses caracterizam-se por diferentes sintomas, uns diretos, observados nos
proprios 0rgédos vegetais parasitados, e outros chamados reflexos, verificado na parte aérea das
plantas. Segundo Ferraz e Monteiro (2011) e Pinheiro et al. (2010, 2014) os sintomas

apresentados sdo 0s seguintes:

As galhas sd@o o mais conhecido e frequente sintoma direto. S8o engrossamentos, de
didmetro variavel, quase sempre presentes nas raizes infectadas por Meloidogyne. Resultam da
hiperplasia e hipertrofia celular no cilindro vascular e, no parénquima cortical, ao redor do
corpo do nematoide em desenvolvimento. Embora seja comum nas plantas atacadas, nao
constituem sintoma obrigatdrio, estando ausente em certas interacdes, como a de M. coffeicola

e cafeeiro arabico.

Plantas com alta infestacdo por Meloidogyne possuem sistemas radiculares muito pobres,
com escassas radicelas, mostrando-se pouco eficientes na absorgdo e no transporte de agua e
dos nutrientes do solo.

A distribuicéo tipicamente irregular dos nematoides nas culturas infestadas conduz a uma
desuniformidade no crescimento das plantas e no aparecimento de areas localizadas, de maior
ou menor extensdo, denominadas “reboleiras”, onde se concentram plantas de tamanho

reduzido, fortemente depauperadas.

Um quadro de deficiéncias nutricionais exibido por plantas cujos sistemas radiculares
parasitados atuam precariamente. O desequilibrio entre a tomada e a perda de 4gua em plantas
muito atacadas leva as folhas a murcha nas horas mais quentes do dia.

Queda abundante e rapida de folhas, principalmente na estacdo mais seca do ano,
relacionada com parasitismo intenso de Meloidogyne. Em certas culturas, sob intenso
parasitismo por Meloidogyne, plantas de certas variedades podem mostrar alterac6es evidentes
em suas caracteristicas agrondmicas quando comparadas as plantas sadias. Ex. Perfilhamento

em cana de agucar.

Reducgbes na produtividade variam com o tipo de reacdo da planta hospedeira, se mais

tolerante, menores as perdas. Se mais susceptivel, baixas produgdes.
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3.3.4 Formas Gerais de Controle

Depois de estabelecidos em solo, os nematoides s&o de dificil erradicagdo, muitas vezes
impossivel. Compreende-se, pois, como sdo importantes as medidas que visam evitar a
contaminacgdo dos talhdes livres do patdgeno. Assume, assim, grande importancia o uso de
ferramentas e maquinas limpas, isentas de solo aderente, e principalmente, a obtencao de todo
material de propagacéo de plantas, como sementes, bulbos, tubérculos, mudas, etc., livres destes
destrutivos organismos (FERRAZ; MONTEIRO 2011).

A forma de controle mais utilizada é o controle quimico com o uso de nematicidas
sintéticos (BRIDGE, 2000). Esses sao utilizados em altas doses e, embora frequentemente se
obtenham ganhos em rendimentos, ndo raro a populacdo final do nematoide se mantém igual
ou até mesmo superior ao final do ciclo da cultura (LORDELLO et al., 1984; OLIVEIRA,
KUBO, 1999). Os controles quimicos atualmente disponiveis, os organofosforados e o0s
carbamatos, tém um nivel inaceitavel de toxicidade para organismos ndo-alvo e estdo sendo
retirados do uso (OKA et al. 2014). No entanto, sabe-se que o uso indiscriminado de
nematicidas, além de onerar a producdo, coloca em risco a saude dos aplicadores e
consumidores, podendo exercer forte presséo de selecdo sobre 0s organismos presentes no solo,
selecionando formas mais resistentes ao produto quimico (FERRAZ; MONTEIRO 2011).

O Fluensulfone [5-chloro-2-(3,4,4-trifluoro-but-3-ene-1-sulfonyl)-thiazole] (Figura 2) é
um novo ingrediente ativo com atividade nematicida, pertencente a empresa ADAMA
MAKHTESHIM LTD. Neot-Hovav - Eco-Industrial Park - Beer Sheva, Israel, representado no
pais pela empresa ADAMA Brasil S/A, que ainda se encontra em fase de registro, porém, com
muitos resultados positivos publicados no exterior com efeito nematicida in vitro e in vivo.
(OKA et. al. 2009; OKA et. al. 2011; OKA et. al. 2013; OKA, 2014; MORRIS et al. 2016).

Pertence ao grupo fluoroalcenil apresenta uma toxicidade muito menor para 0S
vertebrados do que os nematicidas a base de organofosforado ou carbamato. A DL50 do
fluensulfone a ratos por via de administracdo oral é superior a 500 mg.kg™, em oposicéo a dos
nematicidas mais utilizados aldicarbe, fenamifos, oxamil, cadusafds, e fostiazato, que séo 0,5-
1,5, 2-19, 5,4, 37,1 e 73 mg.kg™?, respectivamente. Além disso, o fluensulfone apresenta baixa
ou nenhuma toxicidade para organismos nao-alvo. Por exemplo, ndo é tdxico para abelhas e
minhocas (OKA et. al. 2011).
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Figura 2: Estrutura quimica de Fluensulfone. Fonte: Oka et al. 2008.

Outras formas de controle frequentemente utilizadas para esses fitoparasitas vem sendo o
uso de praticas culturais, rotacdo de culturas, plantas com acdo antagonista e nematicidas
sintéticos (INSUNZA et al., 2001; CHITWOOD, 2002; AMARAL et al., 2002; DUFOUR et
al., 2003). O alto custo com o controle e a baixa eficiéncia de algumas formas de controle tem

fomentado a busca por inimigos naturais.

Dentre as praticas culturais, o uso de cultivares resistentes mostra-se bastante promissor,
uma vez que oferece as maiores possibilidades de éxito no controle de nematoides (RUANO et
al., 1997, PINHEIRO et al., 2014). Como os nematoides tém sido um sério problema na cultura
do tomate, ha grande interesse em melhorar geneticamente as cultivares, tornando-as mais

resistentes a infecgdo por esses patdgenos (ABRAO, 2001).

O objetivo do uso de cultivares resistentes &, além de proporcionar uma boa produtividade,
a reducdo da populacdo do nematoide no solo. Genes de resisténcia a nematoides estdo
presentes em varias espécies e sdo componentes importantes de varios programas de
melhoramento genético (WILLIAMSON; HUSSEY, 1996).

Para o tomateiro a resisténcia aos nematoides-das-galhas foi identificada ha mais de 60
anos em um acesso selvagem de Solanum peruvianum Pl 128657. Cultivares de tomateiro
portadoras do gene Mi apresentam resisténcia a M. incognita, M. javanica e M. arenaria e em
cultivos comerciais devem ser utilizadas sempre que disponivel, pois este gene limita a
reproducdo destas espécies de Meloidogyne em plantas de tomateiro e em outras espécies
cultivadas. Contudo, essa resisténcia pode ser ineficaz em temperaturas elevadas do solo (acima
de 30° C), e muitas vezes ndo conferem resisténcia a populacbes geograficamente isoladas do
nematoide (PINHEIRO et al. 2014)

A rotacdo de culturas é uma das praticas mais importantes e efetivas na reducdo dos
nematoides em uma propriedade (PINHEIRO, 2018). Convenientemente planejada, a rotacao

de culturas pode constituir um bom método de manejo contra a meloidoginose. E preciso,
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primeiramente, proceder a identificacdo da espécie presente na cultura e, depois, conhecer quais
as plantas que ndo a hospedam ou que funcionam como hospedeiros desfavoraveis, as quais
deverdo estar presentes nas rotagdes. Os planos geralmente recomendados prescrevem a

auséncia no talhdo de plantas hospedeiras da espécie a ser controlada, por 2 a 3 anos.

O emprego de Crotalaria spectabilis e de outras leguminosas promissoras para a pratica
da adubacdo verde tais como: a mucuna-preta (Stilozobium aterrimum Piper e Tracy), a
crotaléria (Crotalaria juncea L.) e o feijdo-de-porco (Canavalia ensiformis D.C.) tem se
destacado, por serem plantas rasticas e de eficiente desenvolvimento vegetativo, adaptadas as
condicdes de baixa fertilidade e de elevadas temperaturas (PEREIRA et al., 1992). Essas
espécies possuem também a capacidade de reduzir a densidade populacional de nematoides
parasitas de plantas (BRINGEL,; SILVA, 2000; PINHEIRO, 2018).

Em 1940, Barrons (1940) demonstrou que os juvenis de Meloidogyne penetram no sistema
radicular da C. spectabilis, mas ndo sobreviviam, morrendo prematuramente, sem deixar
descendentes. Dai surgiu a ideia de utilizacao desta leguminosa como cultura de cobertura para
solos infestados. Durante o tempo em que estas espécies permanecem vegetando no campo,

processa-se uma reducdo da populacdo de nematoides presentes na area.

Os agentes de controle bioldgico mais estudados e utilizados tém sido os fungos, seguidos
pelas bactérias (KERRY, 1987; CAMPOS et al, 1998; BRAND et al 2010). Estudos também
tém sido feitos observando-se algumas caracteristicas dos agentes de biocontrole para obtencéo
de sucesso em condicdes de campo, incluindo habilidade para uma rapida colonizacéo do solo,
persisténcia, viruléncia, controle previsivel mantendo a populacao abaixo do limiar econémico,
facilidade de producdo e aplicacdo, boa viabilidade sob armazenamento, baixo custo de
producdo, compatibilidade com agrotdxicos e seguranca (BRAND et al., 2010).

Os fungos nematdfagos séo organismos que controlam o desenvolvimento dos nematoides
parasitas de plantas atacando o nematoide ou seus ovos, e os utilizando como fonte de
nutrientes. Alguns pesquisadores fizeram varias tentativas de utilizar bactérias no controle de
nematoides. As bactérias nematicidas sdo de dois tipos: parasitas de nematoides e rizobactérias.
As bactérias mais estudadas sdo Pasteuria penetrans, um endoparasita obrigatorio de

Meloidogyne, seguido por estirpes de Pseudomonas (BRAND et al., 2010).

Dentre as bactérias, outro grupo que apresenta potencial de controle sdo os Bacillus,

microrganismos presentes em diversos nichos ecoldgicos, isolados de diversos ambientes,
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principalmente do solo, podendo ter associagéo direta com os nematoides, principalmente os de

vida livre que sdo bacteriofagos (L1 et al. 2007).

Trabalhos anteriores demonstraram que Bacillus podem agir de diferentes modos de acdo
sobre os nematoides, inclusive os que sao causadores de doencas de plantas (WEI et al. 2003).
O controle biologico tem se mostrado uma boa alternativa para o manejo de populacdes de
nematoides em diversas culturas, principalmente por ter dano ambiental reduzido e ser
economicamente vidvel comparado aos metodos quimicos convencionais (COIMBRA,;
CAMPQOS, 2005).

3.4 O género Bacillus spp.

O género Bacillus é composto de bactérias Gram positivas, membros do filo Firmicutes,
que possuem forma de bastonete, sdo formadoras de enddsporos, podem estar isoladas, em pares
ou filamentos de tamanhos variados e maioria é aerdbia, podendo apresentar motilidade por
flagelos peritriquios, ou serem imdveis (LOGAN; de VOS, 2009). Devido, em grande parte, ao
fato de que eles séo habitantes comuns do solo e de sedimentos aquéticos, espécies dentro do
género sdo difundidas na natureza e sdo encontradas em praticamente todos os ambientes.
Crescem em temperatura que varia entre 25 °© C e 37 ° C, apesar de existirem espécies com
crescimento em faixas de temperaturas muito altas ou muito baixas. Algumas espécies também
suportam extremos de pH, podendo crescer entre pH 2 e 10. Essas grandes heterogeneidades de
ambientes e condicBes de crescimento se reflete na variedade de nichos ecoldgicos que as
espécies de Bacillus podem ocupar e na quantidade de substratos que estas podem utilizar no
seu crescimento e também ao grande complexo enzimético produzido por esta espécie (HABIB,
ANDRADE, 1998; LOGAN; de Vos, 2009; ROONEY et al., 2009; RASI 2010).

Embora as suas principais fungdes parecam envolver ciclagem de carbono e nitrogénio,
algumas espécies sdo patdgenos humanos e animais bem conhecidos (por exemplo, B. anthracis
e B. cereus) e agentes patogénicos de insetos (por exemplo, B. thuringiensis). No entanto, a
grande maioria das espécies de Bacillus ndo sdo patogénicas. Devido a esse fato, muitos deles
tém sido explorados para aplicacdes biotecnoldgicas e industriais (HOU et al., 2005, RUIZ-
GARCIA et al., 2005a, b, BISCHOFF et al., 2006, ROONEY et al., 2009).

O género Bacillus é dividido em grandes grupos de espécies que apresentam alto percentual

de similaridade genética, sendo estreitamente relacionadas. O agrupamento fenotipico destas
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espécies baseados na morfologia, fisiologia, perfil de &acidos graxos e fermentacdo de
carboidratos € muitas vezes enganoso (LOGAN; BERKELEY, 1984; WUNSCHEL et al.,
1995). A taxonomia baseada no gene 16S rRNA é um caminho claro para a identificacdo
bacteriana (WOESE, 1987). Os grupos de maior representatividade sdo o do Bacillus cereus e

0 grupo do Bacillus subtilis por sua importancia médica, biotecnoldgica e industrial.

3.4.1 Grupo do B. cereus

O grupo do B. cereus é referido como B. cereus sensu lato. Este grupo possui um cluster
homogéneo, ou seja, composto por espécies altamente relacionadas taxonomicamente
(JENSEN et al., 2003; TOURASSE et al 2006; KOLSTO et al., 2009; GUINEBRETIERE et
al., 2013).

Até o momento, sete membros foram descritos: B. cereus stricto sensu, B. mycoides, B.
pseudomycoides, B. thuringiensis, B. weihenstephanensis, B. anthracis e, mais recentemente B.
cytotoxicus (GUINEBRETIERE et al., 2013). Estas estirpes compartilham um genoma
altamente conservado, e as suas sequéncias de genes 16S rRNA mostram altos niveis de
similaridade (ASH et al., 1991). A taxonomia do “grupo B. cereus” ainda ¢ bastante
controversa. Alguns autores sugerem que estas espécies, por serem tdo proximamente
relacionadas, devem ser agrupadas como membros de uma unica espécie (HENDRIKSEN et
al., 2006; DIDELOT et al., 2009; GUINEBRETIERE et al 2010).

As espécies de B. cereus sensu lato podem ser classificadas como distintas devido
essencialmente as suas caracteristicas fenotipicas. B. anthracis caracterizam-se pelos fatores de
patogenicidade de formacdo de capsula e pela producéo de toxinas que causam o carbunculo
hematico em humanos e animais, doenca conhecida como Antrax (ARNESEN et al., 2008). B.
thuringiensis distingue-se pela producéo de endotoxinas produzidas durante sua esporulagéo,
que sdo utilizadas comercialmente como inseticida. B. mycoides e B. pseudomycoides exibem
um crescimento tipico rizoide em agar (NAKAMURA, 1998) e B. weinenstephanensis é
constituido por estirpes psicrotroficas com multiplicacdo abaixo de 7 ° C, mas ndo acima de 43
°C (LECHNER et al., 1998; ARNESEN et al., 2008).
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3.4.2 Grupo do B. subtilis

O grupo do B. subtilis sensu lato compreende as espécies: B. subtilis sensu stricto, B.
licheniformis, B. amyloquefaciens, B. atrophaeus, B. mojavensis, B. vallismortis e B. sonorensis
(WANG et al., 2007).

Assim como no grupo do B. cereus, as espécies do grupo séo estreitamente relacionadas,
ndo sendo possivel fazer a distingdo entre as linhagens baseando-se somente em analises de
sequéncias de rDNA/rRNA 16S (de VOS et al., 2009; WANG et al., 2007; WATTIAU et al.,
2001).

As espécies desse grupo ndo sdo patogénicas e apresentam grande potencial biotecnoldgico
(STRESHINSKAYA et al., 2011). As principais aplica¢des na industria sdo a producdo de
enzimas (proteases, amilases e celulases, dentre outras hidrolases), antibiéticos, fermentacédo de
alimentos, vitaminas), etc JEYARAM et al., 2011; WANG et al., 2007). A espécie B. subtilis
“sensu stricto” participa da formacdo de biofilme que previne infeccbes causadas por
patdgenos de plantas (PARK et al., 2009) e também é explorada como fator de crescimento
vegetal (KLOEPPER et al., 2004; LUGTENBERG; KAMILOVA 2009; OREM 2014).

3.4.3 Ciclo de vida e esporulacao

A formacdo de esporos é mais importante na identificacdo do género. Antes de tentar
identificar a espécie é importante estabelecer que a estirpe seja realmente uma formadora de

enddsporo, e que outras inclusbes ndo estdo sendo confundidas com esporos.

A capacidade de formar endosporos em condicGes aerdbias € um fator que define o género
Bacillus desde 1920, e tem sido aplicada em todas as edigdes do Manual de Bergey’s (de Vos
etal., 2009).

Endosporos sdo assim chamados porque eles sdo formados intracelularmente, e eles
diferem das suas células vegetativas de origem em muitas maneiras: eles sdo refrativos
oticamente e sdo altamente resistentes a tensdes quimicas e fisicas que sdo letais para células
vegetativas. Devido as propriedades conferidas aos esporos como a composi¢do quimica
especial e a sua ultraestrutura, muito esforco tem sido dispendido ao longo de muitos anos, a
fim de elucidar seus processos de formacéo e de germinacéo, e 0s mecanismos moleculares que

fazem dos enddsporos a forma mais resistente de vida conhecida na Terra. Embora os
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endosporos possam ser encontrados em outros géneros, Clostridium, por exemplo, 0s esporos
de B. subtilis foram os mais intensamente estudados, especialmente os da estirpe 168 (de VOS
et al., 2009).

A formacéo de um esporo pode ser dividida, didaticamente, em sete estagios morfologicos,
intimamente associados as mudancas na expressao génica (DRIKS, 1999; HILBERT; PIGGOT,
2004; SETLOW, 2007; OREM 2014). Os principais eventos morfologicos, bioquimicos e da
regulacdo da expressdo génica que ocorrem durante cada estagio da esporulacdo estdo

resumidos abaixo:

e Estagio 0 — Célula em estado vegetativo, com genoma duplicado;

e Estagio | — Formacdo de um filamento axial, onde as duas copias do genoma se
condensam e alongam para formar um filamento distribuido ao longo do eixo celular;

e Estagio Il — Formacdo do septo assimétrico que divide a célula em diferenciacéo
(esporangio) em dois compartimentos, 0 menor (pré-esporo) e o maior (célula mée);

e Estagio 111 — Engolfamento do pré-esporo;

e Estagio IV — Sintese do cortex: deposicdo de camadas de peptideoglicano, ligadas
frouxamente, no espaco entre as membranas que envolvem o nicleo do pré-esporo;

e Estagio V — Formacéo da capa;

e Estagio VI — Maturacédo do esporo;

e Estagio VII — Lise da célula mée e liberacdo do esporo maduro.

O esporo maduro resultante do processo de diferenciagdo € composto por um conjunto de
estruturas de protecdo arranjadas em camadas concéntricas. Em conjunto com componentes do
citoplasma, ou nucleo do esporo, cada um desses componentes contribui para a resisténcia do
esporo, que pode ser viavel por milhdes de anos (CANO; BORUCKI, 1995; VREELAND et
al., 2000; DRIKS, 2003; OREM, 2014; DUC et al., 2004; MOELLER et al., 2014).

A esporulacdo foi caracterizada primeiramente em B. subtilis e essa espécie permanece
como principal modelo do processo (HILBERT; PIGGOT, 2004). Entretanto, 0s mesmos
fatores chave de regulacéo ativos em B. subtilis foram identificados em diversas outras espéecies
formadoras de endosporos, com genomas inteiramente sequenciados, inclusive B. anthracis e

Clostridium difficile. As conclusdes obtidas a partir de estudos com B. subtilis sdo geralmente
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validas para os membros da familia Bacillaceae, além de outras, e representam as caracteristicas

gerais de diferenciagéo celular (OREM, 2014).

A decisdo em esporular é uma resposta de quorum sensing. Em conjunto com alta
densidade celular e moléculas sinalizadoras, a esporulacdo € disparada por sinais ambientais,
principalmente, baixas concentragdes de C, N ou P, em algumas circunstancias (GROSSMAN,
LOSICK, 1988; HILBERT; PIGGOT, 2004; BARAK et al., 2005; SETLOW, 2007). Os sinais
metabdlicos e ambientais percebidos por B. subtilis, e outras bactérias formadoras de
endosporos, sdo integrados a um sistema de transferéncia sequencial de fosfato, denominada
cascata de fosforilacdo (OREM, 2014).

O esporo resultante desse processo é uma estrutura altamente refratavel e vista com um
brilho destacado ao microscopio de contraste de fase (HILBERT; PIGGOT, 2004; de VOS et
al., 2009;). Os tipos morfoldgicos de esféricos a ovalados, bem como a localizacéo - central,
subterminal, terminal ou lateral - e a observacgdo de deformagéo ou ndo do esporéangio durante

a formacéo do esporo, sdo utilizados como parametros de classificacdo (OREM, 2014).

3.4.4 Habitat

Embora as estirpes da maioria das espécies estabelecidas fossem derivadas do solo, ou de
ambientes que possam ter sido contaminados, direta ou indiretamente pelo solo, a gama de
fontes de isolamento é muito vasta e incluem, além das areas temperadas, solos acidos, neutros
e alcalinos, agua doce e marinha, alimentos e amostras clinicas, ar, sedimentos ricos em metais
pesados, processamento residuos de mineragdo, salmoura, compostagem, insetos, pena, couro,
fezes, tecidos internos das plantas, invertebrados, leite, fontes de agua aquecidas naturalmente,
papel, algas, solucdes salinas e ambientes hipersalinos, esgoto e processos de tratamento de
aguas residuais, lagos e dguas subterraneas. A maioria das espécies de Bacillus sdo organismos
heterotréficos que foram isolados em meios organicos complexos, o que provavelmente explica

a grande quantidade de substancias produzidas por este género. (de VOS et al., 2009).

Representantes de varias espécies, incluindo B. amyloliquefaciens, B. cereus, B.
endophyticus, B. insolitus, B. licheniformis, B. megaterium, B. pumilus e B. subtilis, foram
isolados a partir dos tecidos internos de plantas saudaveis, incluindo algodao, uva, ervilha,
milho doce e coniferas, algumas cepas demonstram ter um papel importante na promoc¢éo do
crescimento e protecao de plantas (LOGAN; de VOS, 2009; REVA et al., 2002). Estas estirpes
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endofiticas e/ou epifiticas podem ter potencial como agentes de controle biolégico de doencas
de plantas, e os seus esporos, oferecem vantagens na formulacdo de tais preparacOes
(EMMERT; HANDELSMAN, 1999).

As espécies de Bacillus também desempenham um papel importante na degradacéo de
quitina. As quitinases estdo entre as hidrolases bacterianas com maior potencial no controle
bioldgico, esta atividade foi demonstrada em estirpes de B. circulans, B. coagulans, B. lentus,
B. licheniformis, B. megaterium, B. pumilus e B. thuringiensis (CLEMENTS et al., 2002), e
cepas de B. amyloliquefaciens, B. cereus, B. megaterium, B. sphaericus e B. subtilis que
utilizam a quitina de residuos de crustaceos também foram isolados (SABRY, 1992; WANG,
HWANG, 2001). A importancia desta propriedade é que estirpes com atividade quitinolitica
podem ser patogénicas a insetos e/ou pragas agricolas e também possuir propriedades
antifungicas. Uma quitinase obtida a partir de uma estirpe de B. thuringiensis subsp. pakistani
mostrou-se ser toxica para larvas de Aedes aegypti (THANTHIANKUL et al., 2002). Quitinases
de um isolado do solo de Bacillus amyloliquefaciens foram encontrados apresentando
propriedades antifingicas (WANG et al., 2002).

Outras estirpes de Bacillus também tém sido isoladas acumulando ions metalicos ndo
enzimaticamente por adsorcdo a sua superficie celular. Células de B. licheniformis podem
acumular césio, cobalto e ions de cobre a partir de solucGes de residuos (HAFEZ et al., 2002),
B. subtilis podem acumular aluminio, cadmio, ferro e zinco, e aluminossilicatos (URRUTIA;
BEVERIDGE, 1995). Essa propriedade pode ser de importancia tanto no tratamento de residuos

urbanos e industriais quanto na recuperacgdo de areas degradadas ou contaminadas.

3.4.5 Potenciais Patogénicos e Importancia Tecnoldgica

Algumas espécies parecem ser contaminantes ubiquos de homem, outros animais, seus
alimentos, agua e ambientes, natural, doméstico, industrial e hospitalar. Sua ampla distribuicao
é em parte devido a extraordinaria longevidade de seus enddsporos, que mostram alta
resisténcia fisica e a agentes quimicos, tais como o calor, o frio, a dessecacéo, a radiacéo, a
desinfetantes, antibidticos e outros agentes toxicos. Os enddsporos sdo tipicamente mais
resistentes ao calor do que as células vegetativas por um fator de 10° vezes ou mais, enquanto

que a resisténcia a UV e radiagédo ionizante pode ser de 100 vezes ou mais. Se protegido da
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radiacdo, os esporos podem sobreviver durante periodos muito longos (LOGAN; de VOS,
2009).

A maioria das espécies tém pouco ou nenhum potencial patogénico e raramente estdo
associados com o desencadeamento de doencas em seres humanos ou outros animais. Uma
excecao a esta afirmativa é o Bacillus anthracis, o agente do antraz; varias outras espécies
podem causar intoxicacdo alimentar e infecgOes oportunistas, e estirpes de B. thuringiensis sdo
patogénicas a invertebrados (de Vos et al., 2009).

As espécies pertencentes ao género Bacillus vém sendo muito utilizadas em aplicacoes
industriais, ocupando o maior lugar dentre os outros microrganismos com aplicacdes préticas.
Eles sdo organismos com atrativo industrial por possuirem diversas caracteristicas vantajosas,
tais como sua alta taxa de crescimento, demandando curto tempo para fermentacdo, sua
capacidade de secretar proteinas para um meio extracelular e o estado GRAS (Generally
Recognized as Safe), considerado pelo FDA (Food and Drug Administration), de algumas
espécies como B. subtilis e B. licheniformis (SCHALLMEY et al. 2004), as quais sdo muito
proximas, filogeneticamente, de B. amyloliquefaciens. Estes organismos sdo uma fonte muito
importante de enzimas extracelulares utilizadas industrialmente, incluindo proteases e amilase
(LISBOA, 2006).

Para a agricultura existe a necessidade de lancamento de novos produtos continuamente,
principalmente devido & alta toxicidade dos existentes e que estdo sendo retirados do mercado
e substituidos por produtos menos toxicos e também, devido a baixa eficiéncia de controle de
determinados produtos a pragas especificas. Dessa forma, as preparacdes bioldgicas de Bacillus
sp. sdo preferidas do ponto de vista tecnoldgico, porque a sua viabilidade a longo prazo facilita
o0 desenvolvimento de produtos comerciais (BORRISS, 2015). Estas bactérias associadas as
plantas sdo caracterizadas pela sua atividade simultanea de promocdo do crescimento das
plantas e biocontrole. Os efeitos de promoc¢do do crescimento das plantas e biocontrole
reforcam a sanidade, tornando as plantas mais resistentes aos agentes patogénicos, reduzindo
as perdas na colheita (KAMILOVA et al., 2015).

Infelizmente, o sucesso de tais organismos bioldgicos na agricultura ainda é dificultado
por apresentarem desempenho a campo as vezes inconsistente e devido ao conhecimento
insuficiente sobre os mecanismos basicos de interacdes entre Bacillus e plantas, embora alguns
avancos tenham sido alcangados na ultima decada (RAVENSBERG, 2015).
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3.4.6 Bacillus amyloliquefaciens

Séo estritamente aerdbios, Gram-positivos, moveis, medindo 0,7-0,9 por 1,8-3,0 um,
ocorrendo frequentemente em cadeias, e formando esporos elipsoidais (0,6-0,8 por 1,0-1,4 um),
que se encontram centralmente, paracentralmente e subterminalmente em esporangios nao
inchados. N&o é detectado nenhum crescimento abaixo de 15 °C ou acima de 50 °C; a
temperatura 6tima de crescimento situa-se entre 30-40 °C. Crescimento ideal a pH 7 e na
presenca de 5% de NaCl, sendo que a maioria das estirpes tolera 10% de NaCl (LOGAN; de
VOS, 2009).

Primeiramente, a espécie B. amyloliquefaciens foi proposta por Fukumoto (1943) para
abrigar as linhagens de B. subtilis que produziam amilases, mas a proposta nao foi aprovada.
Somente mais tarde a espécie foi retomada por Priest et al. (1987) e B. amyloliquefaciens foi
reconhecido como uma espécie em 1987 e originalmente descrito como produtor de enzimas

extracelulares.

Esta espécie é muito semelhante a B. subtilis, Xu e C6té (2003) reportaram que a regido
final 3” dos genes 16S-23S é altamente conservada entre as espécies de B. amyloliquefaciens e
Bacillus subtilis, o que ndo ocorre entre as outras espécies de Bacillus. Porém, a espécie B.
amyloliquefaciens pode ser distinguida de B. subtilis por possuir uma porcentagem molecular
de G+C um pouco maior em seu DNA, enquanto B. subtilis possui entre 41,5 e 43,5%, B.
amyloliquefaciens possui em torno de 43,5 a 44,9% de G+C (YOSHIDA et al. 2001).

Welker e Campbell (1967) citaram outras caracteristicas que permitem diferenciar essas
duas espécies: B. amyloliquefaciens tem a capacidade de crescer em solugdo contendo 10% de

NaCl e fermenta a lactose produzindo &cido, enquanto B. subtilis néo o faz.

Este organismo foi isolado a partir de uma grande variedade de ambientes, incluindo

amilase industrial, fermentacgdes, alimentos e 0 solo (LOGAN; de VOS, 2009).

B. amyloliquefaciens produz uma diversidade de enzimas, tais como a a-amilase,
galactanase, isoamilase, mananase, xilanase, metal protease, serina protease, fosfatase alcalina,
ribonuclease (PRIEST et al., 1977).

A maioria das substancias com atividade antimicrobiana produzida por bactérias do

género Bacillus spp. sdo ativas contra organismos Gram-positivos. Entretanto, muitas pesquisas
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apontam cepas de B. amyloliquefaciens com atividade antimicrobiana de amplo espectro
(LOGAN; de VOS, 2009).

Com relagdo a producdo de substancias antimicrobianas por linhagens dessa bacteéria,
Yoshida et al. (2001) verificou a existéncia de atividade antifingica e inibidora de algumas
bactérias no sobrenadante filtrado da cultura de uma linhagem desta espécie. De acordo com
Stein (2005), o potencial de certa linhagem de B. subtilis para a sintese de peptideos
antimicrobianos é comparado com B. amyloliquefaciens, sendo aproximadamente 7,5% do
genoma dedicado a producdo dos antimicrobianos. O autor descreveu, ainda, que B.

amyloliquefaciens produz antimicrobianos como B. subtilis, porém, em menor variedade.

Em trabalho realizado por Ji et al. (2013), o isolado de B. amyloliquefaciens CNU114001
que foi identificado por observacdo morfologica e molecular de dados, apresentou atividade de
amplo espectro contra 12 fungos fitopatogénicos por método de cultura dupla, analisando a
inibicdo do patdgeno. As substancias antifingicas do isolado foram extraidas e purificadas por
cromatografia em gel de silica em coluna, cromatografia em camada fina e cromatografia
liquida de alta eficiéncia. O composto estavel foi identificado como iturina A, um lipopéptideo.
O composto semi-purificado inibe significativamente o crescimento micelial de fungos
patogénicos (Alternaria Panax, Botrytis cinera, Colletotrichum orbiculare, Penicillium

digitatum, Pyricularia grisea e Sclerotinia sclerotiorum) a 200 ppm de concentracao.

As espécies foram recentemente divididas em duas subespécies, B. amyloliquefaciens
subsp. amyloliquefaciens e B. amyloliquefaciens subsp. plantarum, baseado em comparacdes
de seu genoma (BORRISS et al., 2011). As estirpes de B. amyloliquefaciens subsp. plantarum
estdo associados tipicamente a isolados do solo ou que possuem a capacidade de colonizar a
rizosfera da planta, estimular o crescimento das plantas e suprimir as bactérias fitopatogénicas
concorrentes e fungos. Devido a essas caracteristicas de biofertilizante e como agente de
controle bioldgico essas bactérias estdo se tornando cada vez mais importantes como alternativa
natural aos pesticidas sintéticos (BORRISS et al., 2011, MADHAIYAN et al., 2010;
PALAZZINI et al., 2007; RUCKERT et al., 2011; SCHISLER et al., 2002).

Em trabalho realizado por Burkett-Cadena et al., (2008), avaliaram inoculantes a base de
rizobactérias comercialmente disponiveis (Equity ®, BioYield ® e AgBlend ®) e um isolado
de B. amyloliquefaciens chamado FZB42, isolado do produto RhizoVital ®, na supressdo do
nematoide Meloidogyne incognita. Observou-se que os inoculantes Equity, BioYield, e FZB42

induziram significativas reducdes no numero ovos por grama de raiz, 0 nimero de juvenis por
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mL de solo, e na quantidade de galhas por planta de tomate. Segundo os autores os inoculantes
suprimiram o nematoide M. incognita atraves de diferentes mecanismos de agdo. O AgBlend,
por exemplo, reduziu o dano a planta sem reduzir significativamente o nimero de juvenis/mL
ou ovos por grama de raiz, indicando que os efeitos foram predominantemente exercidos sobre
a planta. Em contraste, o nimero de juvenis foi reduzido nos tratamentos com Equity, BioYield
e FZB42, indicando que também ocorreram interagdes antagdnicas na rizosfera.

Tal antagonismo pode estar relacionado com a producéo de antibidticos. Foi relatado que
a estirpe FZB42 de B. amyloliquefaciens produz lipopeptideos, surfatinas, bafilomicina D e
fengicinas, que sdo metabolitos secundarios com atividade principalmente antifingica (CHEN
et al., 2006). A producéo de antibioticos pelo FZB42 também pode explicar tanto o seu padrdo
de colonizagdo como o achado de que a capacidade de suporte bacteriana total da rizosfera foi

aumentada.

Além suprimir os danos dos nematoides, os tratamentos com os inoculantes testados
aumentaram o peso da raiz do tomate, o que também poderia justificar algum nivel da supressédo
observada. Plantas com sistema radicular maior sdo reconhecidas por tolerarem uma
determinada populacdo de nematoides (GIERTH et al., 2004, KOKALIS-BURELLE et al.,
2006).

Burkett-Cadena et al. (2008) concluiram que o tratamento com vérias formulagdes
representativas de inoculantes microbianos suprimiu M. incognita do solo, tanto em solo de
campo autoclavado e ndo-autoclavado e proporcionou maior crescimento das plantas de
tomate. Além disso, 0 aumento da densidade de populacéo bacteriana na rizosfera foi detectado
pela contagem direta em placas. Assim, inoculantes microbianos podem ser usados como
componentes em abordagens integradas para o gerenciamento de doencas e mudar a dinamica

das populacBes microbianas na rizosfera.

Além deste trabalho, o isolado FZB42 ¢é usado comercialmente como biofertilizante e
agente de controle bioldgico na agricultura, sendo especialmente eficaz contra fungos e
bactérias patogénicas (BORRISS et al., 2011; CHOWDHURY et al., 2015). A analise do
genoma de FZB42 revelou que quase 10% do genoma FZB42 é dedicado a sintese de
metabolitos antimicrobianos e seus genes de imunidade correspondentes, porém, os autores
atribuem a inducdo de resisténcia sistémica de plantas por metabolitos bacterianos como o

principal mecanismo responsavel pela acdo biocontroladora de FZB42.
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A anélise de todo o genoma de FZB42 revelou uma impressionante capacidade para
produzir um espectro diversificado de diferentes metabolitos secundarios destinados a suprimir

microrganismos nocivos e nematoides que vivem na rizosfera das plantas (CHEN et al. 2007).

Isolados ativos de B. amyloliquefaciens e B. subtilis produzem varios compostos
tensoativos e lipopeptideos de acdo antimicrobiana, incluindo surfatina, iturina A, e fengicina
(CHOWDHURY et al, 2015; ONGENA; JACQUES, 2008; PEREZ-GARCIA et al,
2011). Estes metabolitos tém atividades antifungicas e antibacterianas, afetando a motilidade
bacteriana e formacao de biofilme, e agindo como elicitores na inducéo sistémica de resisténcia
(PEREZ-GARCIA et al., 2011).

Nam et al. (2016), examinaram as fezes de larvas do besouro rinoceronte, Dithotomus
dichotoma para verificar a presenca de microrganismos de controle bioldgico. Um isolado com
forte atividade antifungica foi identificado como Bacillus amyloliquefaciens KB3. A presenca
da atividade inibidora da estirpe estd correlacionada com producdes lipopeptidicas, incluindo
iturina A e surfatina. A aplicacdo foliar dos filtrados da suspensdo bacteriana do isolado KB3
reduziu significativamente a incidéncia da doenca em quatro patossistemas, semelhante ao
controle proporcionado pelo produto comercial a base da estirpe de B. subtilis QST-713. Estes
resultados demonstram a presenca de microrganismos com o potencial de inibir o crescimento

de fungos, tais como agentes patogénicos de plantas, em diversos nichos ecoldgicos.

O isolado B94 também caracterizado como B. amyloliquefaciens, foi utilizado com agente
de controle bioldgico para a supressdao de Rhizoctonia solani e outros fungos fitopatogénicos,
onde trés componentes antifangicos foram isolados da cultura do microrganismo e identificados
como isémeros de inturina A (YU et al., 2002). As inturinas sdo um grupo de lipopeptideos
ciclicos produzidos por B. subitilis com potente atividade antifungica. O grupo é formado por
inturina A-E, bacilomicina D, F e L e micosubtilina (YU et al., 2002).

Outro isolado de B. amyloliquefaciens identificado por GA1, também apresentou elevada
atividade inibitéria contra diversos fungos patogénicos de plantas. Este isolado quando
utilizado no tratamento de sementes proporcionou diminuigdo de doencgas nas plantulas por
antibiose direta contra patogenos de solo, além de reduzir a infecgdo pos-colheita de magas por
Botrytis cinera, agente causal do mofo cinzento. Com bases nesses dados obtidos pelo isolado
GALl de B. amyloliquefaciens, os autores recomendam seu uso como agente de controle
biol6gico (TOURE et al. 2004; ARGUELLES-ARIAS et al 2009).
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Inimeras cepas de B. amyloliquefaciens tém sido relacionadas & producao de lipopeptideos
com atividade antifangica. Arguelles-Arias et al (2009) demonstraram que a cepa GA | produz
os lipopeptideos ciclicos iturina A, fengicina A e B e surfatina que possuem grande potencial

de uso no controle bioldgico de patdgenos associados a plantas.

3.4.7 Bacillus licheniformis

S8o anaerdbios facultativos, Gram-positivos, possuem motilidade, formam esporos
elipsoidais a cilindricos que se encontram no centro, paracentralmente e subterminalmente em
esporangios nao inchados. As células cultivadas em agar glucose possuem coloragdo uniforme,
medindo de 0,6-0,8 por 1,5-3,0 um, ocorrem isoladamente ou em pares, e cadeias. A morfologia
colonial é variavel, dentro e entre as cepas, e, como ocorre com B. subtilis, pode dar a aparéncia
de uma cultura mista (LOGAN; de VOS et al., 2009).

Colbénias tem forma arredonda a irregular e didmetro moderado (2-4 mm), com margens
variando entre ondulada para fimbriada; a cor é esbranquicada, e pode se tornar cremosa ou
marrom e até vermelha em meios contendo ferro em quantidade suficiente; as texturas variam
de Umido e brilhante ou mucoide, até membranoso com aspecto aspero e duro conforme elas
secam; as colbnias de B. licheniformis tendem a ser bastante aderentes ao agar. A temperatura
minima de crescimento é de 15 °C, e a maxima é de 50-55 °C; um isolado obtido a partir de um
ambiente geotérmico apresentou a temperatura méaxima de crescimento de 68 °C (LLARCH et
al., 1997). O crescimento ocorre em pH 5,7 e 6,8, mas os limites de pH ndo foram relatados. A
espécie cresce na presenca de NaCl na concentracdo de até 7%. A espécie € amplamente
distribuida, no solo e em muitos outros ambientes, incluindo leite e outros alimentos, e amostras
clinicas e veterinarias. O crescimento vegetativo pode ocorrer facilmente em alimentos
mantidos a 30-50 °C, sendo relatado ocasionalmente como um agente patogénico oportunista
ao homem e outros animais, e como uma causa de intoxicagdes alimentares (LOGAN; de VOS
et al., 2009).

O organismo nunca foi relatado como patogénico para plantas e € amplamente utilizado
em larga escala na produgdo industrial de exo-enzimas, uma vez que pode secretar grandes
quantidades de proteinas de até 20-25 g/L (SCHALLMEY et al., 2004; VEITH et al. 2004).

As bacteriocinas de B. licheniformis sdo geralmente estaveis a mudancas de pH e
resistentes a altas temperaturas, da ordem dos 100 ° C (ABRIOUEL et al., 2011). A bacitracina
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foi o primeiro antibidtico peptidico de sintese ndo ribossomal derivado de culturas de B.
licheniformis e tem sido amplamente aplicada nas areas da medicina humana e veterinaria,
exibindo atividade contra estirpes de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (ABRIOUEL
etal., 2011; HE et al., 2006).

B. licheniformis 189 produz um composto (A89) que demonstrou atividade antimicrobiana
contra varios organismos Gram-positivos isolados de ambiente natural e hospitalar (MENDO
et al. 2004).

Segundo Schallmey et al. (2004), Bacillus lincheniformis vem sendo amplamente
empregado na obtencdo de proteases, as quais sdo utilizadas industrialmente na producdo de
detergentes. Devido a atividade hemolitica, esses microrganismos sdo produtores de
biossurfatantes em potencial (YOUSSEF et al., 2004)

Em trabalho avaliando produtos a base de B. subtilis e B. licheniformis, quando associados
com a co-inoculagéo de Bradyrhizobium elkanii, Medice (2012), verificou o potencial desses
organismos como promotores de crescimento em soja constatado pelo nimero de nédulos, a
area foliar e peso seco da parte aérea das plantas, onde destacou-se que a mistura dos dois
produtos bioldgicos, B. subtilis com B. licheniformis, resultou em incremento na promocao de

crescimento.

Silva (2015) avaliando a tolerancia a salinidade em plantas de Phaseolus vulgaris |.
inoculadas com bactérias promotoras de crescimento oriundas do semiarido baiano, verificou
que isolados de Rhizobium miluonense, Bacillus megaterium e Bacillus licheniformis
apresentaram potencial como bactérias promotoras de crescimento e indutoras de tolerancia ao

estresse salino em feijdo comum.

3.4.8 Bacillus subtilis

Sdo aerdbicas, Gram-positivas, moveis, formando esporos de forma elipsoidal ou
cilindricos que se situam centralmente, paracentralmente e subterminalmente em esporangios
nédo inchados. Células 0,7-0,8 por 2,0-3,0 um, ocorrendo isoladamente e em pares, raramente
em cadeias. A morfologia colonial é excepcionalmente variavel, dentro e entre as estirpes,
podendo dar a aparéncia de uma mistura cultura. As col6nias possuem formas arredondas a

formas irregulares e apresentam didametro moderado (2-4 mm), com margens variando de
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ondular ao fimbriado. As col6nias podem se tornar opacas e que podem ficar enrugadas. A cor
é esbranquicada, e pode tornar-se cremosa ou marrom. As coloragdes variam de creme a
amarelo, laranja, rosa e vermelho, a marrom ou preto, a depender do meio utilizado (LOGAN;
de VOS 2009).

A temperatura ideal de crescimento é de 28-30 ° C, com minimo de 5-20 ° C e maximo de
45-55 °C. O crescimen*to ocorre entre pH 5,5 e 8,5, mas ndo foram registados limites de
crescimento. Pode ocorrer algum crescimento anaerdbio restringido em meio contendo glicose
ou nitrato. O crescimento é observado mesmo em meio contendo um minimo de glicose e sais
de amdnio como unicas fontes de carbono e nitrogénio. O crescimento é observado na presenca
de até 7% de NaCl, algumas estirpes toleram 10% de NaCl. Catalase-positiva, oxidase variavel.
Caseina, esculina, gelatina e amido s&o hidrolisados, enquanto que fenilalanina e ureia ndo sdo
hidrolisadas. Também sdo capazes de degradar pectina e polissacarideos de tecidos vegetais.
Endosporos sdao muito difundidos no solo, poeira e na vegetacdo, e em muitos outros ambientes
(LOGAN; de VOS 2009).

A esporulagdo em B. subtilis tem sido usada h& muito tempo como modelo para
diferenciacéo procariotica (NARULA et al. 2016). A diferenciagdo celular € um termo genérico
para 0s processos pelos quais as células se especializam fenotipicamente e morfologicamente
para se adaptar as condi¢bes ambientais ou para desempenhar funcdes especificas. Este
programa de diferenciacdo permite que as células de B. subtilis produzam esporos
metabolicamente inertes e resistentes ao estresse, capazes de sobreviverem a longos periodos
dormentes (NARULA et al. 2016).

B. subtilis produz muitos metabdlitos secundarios quimicamente diversificados de
interesse quimicos e bidlogos, incluindo lipopeptideos ciclicos, polipeptideos, proteinas e
produtos ndo peptidicos (WANG et al. 2015). As estirpes tém um sistema secretorio bem
desenvolvido, produzindo diversos metabolitos secundarios com um amplo espectro de
atividades antibioticas valiosas para a medicina e a agricultura (MUKHERJ et al., 2006). A
descoberta de um namero crescente de produtos oriundos de B. subtilis enfatizou ainda mais as
suas potenciais aplica¢Oes industriais. Os compostos antimicrobianos produzidos por B. subtilis
foram estudados extensivamente como agentes bioldgicos de controle de patdgenos de plantas,

como conservantes de alimentos e como medicamentos em animais (MULLIGAN, 2005).
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B. subtilis € normalmente encontrada nas camadas superiores do solo onde se acumula em
grande numero, formando biofilmes que sdo benéficos para o crescimento das plantas e
proporcionam protecdo contra agentes patogénicos (EARL et al., 2008). Os biofilmes de
B. subtilis formam uma interacdo mutualista com a rizosfera das plantas, proporcionando uma
colonizacgdo preventiva, 0 que impede que outros patdgenos infectem a planta (BAIS et al.,
2004), enquanto que as bactérias se beneficiam dos nutrientes liberados pelo sistema radicular.

Em trabalho realizado por Arnaouteli et al. (2016) verificou-se a presenca de uma estirpe
de B. subtilis com a capacidade de produzir biofilme altamente hidrofdbico, resistente ao
molhamento por &gua, solventes e biocidas. Esta notavel propriedade é conferida por uma
pequena proteina secretada chamada BslA. No biofilme, a producéo de BslA é rigorosamente
regulada e a proteina resultante é segregada para o ambiente extracelular, onde forma uma
barreira comunitaria muito eficaz, permitindo que as células residentes de B. subtilis se

abriguem sob a protecdo de um manto proteico impermeavel (ARNAOUTELI et al. 2016).

Biofilmes sdo comunidades microbianas que chamaram a atencdo devido a sua notavel
resisténcia a compostos antimicrobianos e higienizantes, em comparagdo com 0S Seus
equivalentes bacterianos de vida livre (TAN et al., 2014). Estas propriedades tornam 0s
biofilmes Uteis, uma vez que podem ser utilizados como agentes de remocdo de residuos
ambientais (EDWARDS; KJELLERUP, 2013). Os componentes predominantes da matriz de
biofilme sdo exopolissacarideos, DNA extracelular e proteinas segregadas (HOBLEY et al.
2015).

Arnaouteli et al. (2016) afirma que levando em conta o habitat natural de B. subtilis, pode-
se supor que a repeléncia a dgua daria a bactéria uma vantagem evolutiva, a0 aumentar a
colonizacdo da raiz da planta, pois permitindo que a comunidade bacteriana se torne mais
resistente a diversos fenbmenos climaticos, tais como chuva, ou ao proporcionar protecao a
comunidade dos agentes antimicrobianos produzidos por concorrentes locais. Em resumo, a
notavel capacidade de BslA para formar uma pelicula sélida, altamente ordenada e estavel
situada na interface ar-dgua, permite o encapsulamento de toda a comunidade de

microrganismos em uma capa protetora.

Também o uso de bactérias como agentes de controlo biolégico tem recebido mais atencéo,
uma vez que diferentes estirpes podem suprimir diversas doencas através de diversos modos de

acdo (WANG et al., 2014). Serenade® e Rizos® séo produtos bioldgicos comerciais derivados
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da estirpe B. subtilis QST 713 e que possuem registro para utilizacdo no Brasil (BETTIOL et
al. 2012).

Em trabalho realizado por Kilani-Feki et al., (2013, 2016) avaliou-se a producdo de
metabolitos antifungicos produzidos por Bacillus subtilis V26 e sua eficiéncia na supressao de
Botrytis cinerea, principal causador de podriddo em tomateiro, 0 mesmo isolado também
demonstrou alta atividade antifangica contra diversos fungos. O sobrenadante da cultura V26
mostrou uma forte atividade de inibicdo do crescimento contra B. cinerea com baixa

percentagem de concentragdo (9%), causando varias alteragdes morfologicas dos micélios.

O tratamento de frutos de tomate por V26 reduziu em 79% as perdas pds-colheitas
causadas por B. cinerea. B. subtilis V26 poderia ser um potencial agente de controle biologico
empregado para a protecdo do tomate contra a doenca pds-colheita. A elevada producao de
quitosanase e de metabolitos antifingicos por B. subtilis V26 pode ser util para varias
aplicagdes industriais e agricolas. Os metabolitos antifingicos produzidos por B. subtilis V26
foram ainda caracterizados e mostraram-se relativamente estaveis sob altas temperaturas. Esta
descoberta sugere que o sobrenadante da cultura V26 provavelmente contém compostos

antifungicos termolébeis que sdo capazes de inibir o crescimento fungico.

Em trabalho realizado por Yang et al. (2015), foram isoladas 98 cepas de Bacillus a partir
de solo rizosférico de trigo. Entre as cepas isoladas, seis mostraram fortes efeitos inibitorios
contra 0 agente patogénico do trigo, Gaeumannomyces graminis var. tritici, responsavel pela
doenca conhecida pelo nome de Mal-do-pé do trigo, uma podridao radicular. Uma das estirpes
que apresentaram atividade inibitéria significativa, YB-05, foi identificada como Bacillus
subtilis. Quando testado pelo método de dupla cultura em placa e estudos em casa de vegetacéo,
a estirpe YB-05 foi superior ao tratamento quimico para o controle do patégeno vegetal G.
graminis var. tritici. Apos o cultivo em meio liquida, vérias substancias antimicrobianas no
meio de cultura foram detectadas por cromatografia liquida de alta resolucao e espectrometria
de massa de alta resolucdo, e a identificacdo de seus genes correspondentes foi verificada por
analise PCR. Seis tipos principais de substancias antifingicas foram detectadas por analise de
espectro de massa. Estes foram iturina, surfatina, plipastatina, bacilomicina, fengicina e
dificidina. Neste estudo da estirpe YB-05, a biossintese de compostos antimicrobianos era um
modo de acao do isolado que possibilitou o controle da doenca, o que foi indicado pelos testes in

vitro.
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Diversos trabalhos foram realizados por Aradjo (2002), Higaki e Aradjo (2012),
Mazzuchelli e Aradjo (2012) utilizando-se de B. subtilis no controle de nematoides em diversas
culturas e também verificando os efeitos secundarios que o isolado trazia as plantas. Araujo
(2008) verificou o0 aumento da disponibilidade de nutrientes no solo pela acéo de estirpes de B.
subtilis onde foi comprovado maior absorcdo de nutrientes, como fosforo e nitrogénio, em
plantas inoculadas com a rizobactéria nas sementes. Aradjo, Hungria (1999) avaliaram 0 uso
do B. subtilis na cultura da soja e observaram que houve um aumento na nodulacdo e no
crescimento das plantas, além de um aumento significativo no rendimento da cultura no campo.
Segundo os autores, foram observados que a estirpe de B. subtilis utilizada apresentou grande
producdo de fitohorménios (acido indolacético e indolbutirico) e antibidticos durante seu

crescimento.

Trabalhando com milho e algoddo em casa de vegetacdo, Aradjo (2008) observou que a
inoculacdo de sementes de milho com B. subtilis apresentou potencial para incrementar o

crescimento das duas culturas, e sugere a aplica¢do desta bactéria em condi¢des de campo.

3.4.9 Bacillus thuringiensis

Segundo o Manual de Bergey’s (LOGAN; de VOS, 2009), Bacillus thuringiensis sdo
bactérias anaerobias facultativas, Gram-positivas, geralmente mdveis de 1,0-1,2 por 3,0-5,0
pm, que ocorrem isoladamente ou em pares e cadeias, formando elipsoidal, por vezes,
cilindrico, subterminal, as vezes paracentrais, esporos que ndo fazem inchar o esporangio, e que
podem encontrar-se obliquamente nos esporangios. Os esporangios transportam corpos
parasporais adjacentes ao esporo. Esses corpos parasporais ou inclusdes proteicas cristalinas
possuem atividade entomopatogénica e sao produzidos no momento de sua esporulacéo durante
a fase estacionaria de seu ciclo de crescimento (BRAVO et al., 1998; MONNERAT, BRAVO,
2000). Esses cristais sdo compostos por proteinas denominadas 6-endotoxinas ou proteinas Cry
(MONNERAT, BRAVO, 2000). Tais proteinas sdo altamente toxicas e especificas, tornando-
as inodcuas para uma série de organismos, incluindo o homem e insetos benéficos (HERRERO
et al., 2001, SIEGEL, 2001). Essas inclusdes de proteina cristalina se apresentam em forma
bipiramidal, cuboide, esférica a ovoide, retangular ou heteromdrfica, sdo formadas fora do

exosporium e facilmente se separam do esporo.
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Assim como as colbnias de B. cereus, as de B. thuringiensis sdo muito variaveis na
aparéncia, mas, no entanto, distintas e facilmente reconhecidas: elas sdo geralmente na cor
esbranquicada a creme, e ralativamente grande (2-7 mm em diametro). A temperatura minima
para o crescimento € de 10-15 ° C, e a maxima de 40-45 ° C. Algumas cepas podem produzir
enterotoxina diarreica (LOGAN; de VOS, 2009). Embora geralmente o termo Bacillus
thuringiensis seja empregado para uma unica espécie, na verdade ele pertence a um complexo
de varias espécies fenotipicamente semelhantes a outros membros do género grupo B. cereus:
B. anthracis, B. cereus, B. mycoides, B. pseudomycoides e B. weihenstephanensis. B.
thuringiensis se distingue pela sua caracteristica de apresentar cristais parasporais (LUTHY;
WOLFERSBERGER, 2000), visiveis em microscopia de contraste de fase.

Essa bactéria pode ser isolada de amostras de solo, 4gua, superficie de plantas, de insetos
mortos, teias de aranha e gréos armazenados (BRAVO et al., 1998), tendo sido isolado a partir
de todos os continentes, incluindo Antartida (FORSYTH; LOGAN, 2000).

A semelhanca de outras bactérias, esta espécie pode manter-se em laténcia na forma de
enddsporos sob condicdes adversas. Estima-se que existam mais de 50.000 estirpes de Bacillus
spp. em colecdes espalhadas pelo mundo (MONNERAT et al., 2001). A pesquisa e inovagédo
aplicadas em novas tecnologias sdo o foco de diversas instituicbes de pesquisas em todo o
mundo e demonstra a importancia dessa bactéria no controle bioldgico de pragas agricolas e
vetores de saude publica (MENEZES, 2008).

Até a década de 60, a utilizacdo de B. thuringiensis era voltada apenas para o controle de
lepidopteros. Somente a partir dos anos 70, estudos comprovaram a eficiéncia do Bt contra
insetos da ordem Diptera, Coleoptera, Hemiptera, Orthoptera. Feitelson et al., (1992, 1993)
identificaram em seus estudos a toxicidade do Bt também para algumas espécies de nematoides,

protozoarios e acaros.

B. thuringiensis ja& € uma alternativa Gtil ao uso de inseticidas sintéticos de pesticidas
quimicos na agricultura, gestdo florestal e controle de mosquitos. E também uma importante
fonte de genes para a expressdo transgénica para proporcionar resisténcia a pragas em plantas
(SCHNEPF et al. 1998).

Os primeiros trabalhos reconheceram a presenca de compostos extracelulares que
contribuem para a sua viruléncia, incluindo fosfolipases, toxina termo-labil, e B-exotoxinas.

Caracterizacdo mais recente mostrou que as proteases, quitinases e as proteinas inseticidas
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vegetativas secretadas (VIPs) podem contribuir para a viruléncia. Também podem produzir
compostos antibioticos que tém atividade antifingica (STABB et al. 1994), porém, as toxinas
Cry sdo, as mais proeminentes por possuirem grande fator de viruléncia que permitem o
desenvolvimento das bactérias em larvas de insetos mortos ou debilitados (SCHNEPF et al.
1998).

Os mecanismos de acdo das proteinas Cry foram descritas, principalmente, utilizando-se
trabalhos com insetos da ordem Lepidoptera (KNOWLES; DOW, 1993; MARTINS, 2009).
Sé&o, atualmente, conhecidas como toxinas formadoras de poro (PFT) que causam lise das
células, levando a um choque osmético (JAMES, 2009; BRAVO et al., 2011). O processo pode
ser dividido em vérias etapas: solubilizacdo e processamento das toxinas, unido ao receptor,

insercdo na membrana, agregacdo, formacéo do poro e citélise.

De forma geral o mecanismo de acdo das proteinas Cry de B. thuringiensis envolvem a
solubilizacédo do cristal no intestino médio do inseto, com subsequente ativacdo das protoxinas
solubilizadas pelas proteases intestinais, liberando os polipeptidios toxicos de 60-70 kDa
(BRAVO etal., 2005). Depois de ativadas, principalmente pelas tripsinas, as protoxinas perdem
a porcdo C-terminal e em alguns casos, parte da por¢do N-terminal, ocorrendo a liberagdo do
fragmento toxico (parte ativa) (MONNERAT; BRAVO, 2000; RABINOVITCH et al., 2000;
BRAVO et al., 2004). Estes fragmentos ligam-se a receptores especificos localizados nas
microvilosidades apicais das membranas das células epiteliais do intestino médio dos insetos
suscetiveis (HOFMANN et al., 1988; HOFTE, WHITELEY, 1989; BRAVO et al., 1992;
PIGGOT; ELLAR, 2007; BRAVO et al., 2007). Apds a ligacdo da toxina Cry nos receptores
do intestino médio ocorre a insercdo na membrana, levando a formacdo de poros.
Subsequentemente, ocorre a lise das células, rompimento do epitélio do intestino medio,
germinacdo dos esporos, levando a uma septicemia severa e morte do inseto (de MAAGD et
al., 2001; BRAVO et al., 2005).

3.4.9.1 Atividade Nematicida de Bacillus thuringiensis

As proteinas Cry séo classificadas em familias de Cryl a Cry75 com base na sua homologia
de sequéncia de aminoacidos. A maioria das estirpes de B. thuringiensis pode sintetizar mais
de um tipo de cristal. Os cristais podem ser formados por diferentes 3-endotoxinas e 0 seu peso
molecular pode variar entre 13,6 e 142 kDa (CRICKMORE et al., 2007; PRACA et al., 2007).
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Dentre as toxinas mais estudadas, destacam-se Cryl e Cry2 com amplo espectro inseticida a
lepiddpteros. Dentre as 75 familias, Cry5, Cry6, Cry12, Cry13, Cryl4, e Cry21 demonstraram
exibir atividade nematicida (GUO et al., 2008).

Em trabalho avaliando a estirpe de B. thuringiensis YBT-1518, que apresenta 0s genes
cry55Aal e cry6Aa2 e o gene crybBa2, Guo et al., (2008) demonstraram que todas as trés
proteinas exibiram toxicidade elevada ao nematoide Meloidogyne hapla, com CLso de 23,2
pg/ml, 23,9 ug/ml e 18,1 pg/ml, respectivamente.

Wei et al. (2003), demonstraram que seis nematoides filogeneticamente diferentes:
Acrobeloides sp., Caenorhabditis elegans, Pristionchus pacificus, Distolabrellus veechi,
Panagrellus redivivus, foram suscetiveis as proteinas cristalinas de Bt, demonstrando assim que
o filo Nematoda é um alvo de proteinas cristalinas de Bt. Trés das proteinas formadoras de
cristais, que pertencem a familia Cry5, nominadas Cry5B, Cryl4A, e Cry21A, e uma das
proteinas que pertencem a familia Cry6, ou seja, Cry6A, sdo tdxicas para, pelo menos, quatro
espécies de nematoides. A toxicidade foi demonstrada mediante intoxicacdo, alteracdo no
desenvolvimento, na fecundidade e através de ensaios da morfologia intestinal. Além disso, as
experiéncias que delineiam a dose toxica minima Cry6A salientam a utilidade de C. elegans
para realizar a andlise de estrutura-funcdo das proteinas cristalinas de Bt expressa em

Escherichia coli.

Wei et al (2003), também buscaram verificar se a forma de acdo da proteina Cry aceita
para insetos € a mesma para hnematoides. Para estabelecer isso, 0s nematoides utilizados foram
alimentados com cada uma das quatro proteinas cristalinas toxicas (Cry5B, Cry6A, Cryl4A e
Cry21A) quando estavam na fase larval L4 de todas as cinco espécies de nematoides e, em
seguida, a morfologia do intestino anterior foi examinada. Os autores encontraram boa
correlacdo entre a suscetibilidade de nematoides, tal como determinado pelo ensaio de placa,
com uma aparéncia alterada para o intestino do nematoide. Por exemplo, o intestino de C.
elegans foi danificado por todas as quatro proteinas cristalinas enquanto que o intestino
de Acrobeloides parece ser significativamente danificado somente por Cry6A. IndicacOes de
intoxicacdo incluem constricdo e desgaste de células intestinais, o encolhimento do intestino a

partir da parede do corpo, vacuolizacéo, e uma aparéncia degenerativa.

A conclusdo mais importante deste trabalho é que proteinas cristalinas de Bt tém potencial
de controlar nematoides que infectam animais e plantas. A eficacia do Cry5B, Cryl4A e

Cry21A contra o nematoide parasita animal, Nippostrongylus brasiliensis, € promissora, estes
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resultados demonstram que um nematoide parasita animal pode expressar os elementos
moleculares adequados (por exemplo, proteases de processamento e receptores) para responder
a toxinas Bt. Em geral, devido a baixa toxicidade das proteinas de cristal de Bt para vertebrados,
estas podem um dia fornecer um controle seguro, com um bom custo-beneficio de nematoides

parasitas, como aqueles que infectam mais de um quarto da populagédo humana.

Em estudo realizado por Peng et al., (2011), verificou-se que a combinacdo das proteinas
de cristal nematicidas Cry6Aa-Cry55Aa apresentou toxicidade sinérgica para M. incognita, e a
toxicidade mais elevada pdde ser observada quando as duas proteinas estavam presentes em
uma proporcdo de 1:1. Relataram também que pode haver diferentes modos de acdo para
Cry6Aa, Cry5Ba e Cry55Aa em relacdo a M. incognita, por causa de suas estruturas de
proteinas diferentes e seus diferentes padrGes de ligagdo as proteinas. Uma explicagdo do
sinergismo observado é que as toxinas atuam no hospedeiro de diferentes formas e podem,
assim, agir cooperativamente e mostrar maior toxicidade a M. incognita quando combinadas.
Este conhecimento pode ser Gtil ao projetar estratégias de expressdo da toxina de B.
thuringiensis em plantas transgénicas. Quando utilizadas como agentes de biocontrole de
plantas, podem ser trabalhadas de tal forma que quantidades equivalentes de Cry6Aa e Cry55Aa
sejam produzidos de modo a que a combinac¢édo das toxinas torne mais eficaz o controle de M.

incognita.

Em resumo aos trabalhos de Guo et al. (2008); Yu et al., (2008); Peng et al., (2011), Zhang
etal. (2012), trabalhando com as mesmas proteinas cristalinas nematicidas, Cry6Aa2, Cry5Ba2,
e Cry55Aal, obtidas de B. thuringiensis, Cry55Aa, apresenta uma massa molecular de 45 KDa,
Cry6Aa, apesenta uma massa molecular de 54 Kda e Cry5Ba apresenta massa molecular de 140

KDa, e todas demonstraram toxidade a M. hapla, M. incognita e C. elegans.

Zhang et al. (2012), objetivaram monitorar a via de entrada de proteinas cristalinas em M.
hapla, sabendo que os tubos de alimentacdo do nematoide agem como peneiras moleculares
com limites de exclusdo. Por exemplo, Heterodera schachtii é declaradamente incapaz de
ingerir proteinas maiores do que 28 kDa, enquanto que M. incognita sdo capazes de absorver
uma proteina de 79 kDa in vivo (LI et al. 2008). No entanto, ndo se sabe ainda qual é o limite
de exclusdo molecular do nematoide M. hapla. Varios tipos de proteinas cristalinas de Bacillus
thuringiensis mostraram toxicidade para M. hapla. Os juvenis de segundo estadio (J2) foram
tratados com proteinas de cristal nematicidas marcadas com NHS-rodamina (Cry55Aa, Cry6Aa

e Cry5Ba) e associadas ao uso de resorcinol, utilizado neste experimento para estimular a
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absorcdo de substancias presentes no meio pelo estilete do nematoide. Apos isso foi feita
observacdo ao microscopio. A andlise revelou que estas proteinas formadoras de cristais foram
modificadas para tamanhos moleculares diferentes depois de serem ingeridas. A eficiéncia de
absorcdo das proteinas cristalinas pelos J2s de M. hapla diminuiu com o aumento da massa
molecular da proteina. Zhang et al., (2012) revelam que as proteinas de cristal nematicida de
até 140kDa entraram em J2 de M. hapla via o estilete, porém, com concentracdo muito baixa
(17,2%). Além disso, os autores nao avaliaram proteinas maiores do que 140 kDa. Esse trabalho
demonstra implicacfes importantes na concepcao de uma abordagem visando resisténcia por

transgenia para controlar nematoides formadores de galhas.

Sobre as proteinas com potencial nematicida, Cry5B tem sido extensivamente estudada em
termos da sua atividade e modo de a¢do em trabalhos anteriores (MARROQUIN et al. 2000;
WEI et al. 2003; GRIFFITTS et al. 2001, 2005). Tal como outras proteinas Cry inseticidas, a
estrutura de Cry5B mostra uma tipologia de trés dominios conservados, sugerindo um modo de
acdo comum (HUI et al., 2012). Na verdade, utilizando o nematoide de vida livre C. elegans
como um modelo, os investigadores tém descrito que o modo de acdo de Cry5B envolve a
ligacdo da toxina a glicolipideos e a formac&o de poros no intestino de C. elegans (GRIFFITTS
et al 2001, 2005; KHO et al. 2011). Estes estudos fornecem uma nova explicacdo molecular
para a atividade das toxinas proteicas de B. thuringiensis contra invertebrados (GRIFFITTS et
al., 2005).

3.5 Bactérias promotoras de crescimento vegetal

Inicialmente, restrito a inoculacdo de sementes de leguminosas com Rhizobium, o manejo
da populacdo bacteriana da rizosfera avancou hoje em direcdo ao conceito de rizobactérias
promotoras de crescimento de plantas (PGPR - Plant growth-promoting rhizobacteria)
(LALANDE et al., 1989). Sdo bactérias com capacidade de colonizar as raizes e de exercerem
efeitos benéficos no crescimento e desenvolvimento das plantas (CHOUDHARY; JOHRI,
2009; CAIXETA, 2015), sendo objeto de estudo devido aos efeitos produzidos em culturas
comercialmente importantes (BENEDUZI et al., 2008).

Vérios estudos demonstraram os beneficios de PGPR no crescimento e rendimento de
diferentes culturas em diferentes climas, solos e temperaturas. Por exemplo, o rendimento de

gréos e biomassa total de trigo inoculado com o PGPR Azorhizobium caulinodans aumentou
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em 34 e 39%, respectivamente (WEYENS et al. 2009). A inoculagdo de milho com
Pseudomonas alcaligenes, B. polymyxa, e estirpes de Mycobacterium phlei aumentaram
significativamente o0 peso seco da parte aérea, a massa seca da raiz e a matéria seca total do
milho em até 38% (EGAMBERDIEVA, 2008). Beneduzi et al. (2008) isolando microrganismos
promotores de crescimento em zonas de producéo de arroz do Estado do Rio Grande do Sul
relataram que o isolado SVPR30, identificado pela analise da sequéncia do gene 16S rRNA
como uma linhagem de Bacillus sp., foi escolhido para experimentos em estufa in vivo e provou
ser muito eficiente na promocédo de crescimento apresentando um aumento significativo nas

raizes e parte aérea de plantas de arroz.

PGPR sdo encontrados em varios géneros, incluindo Acinetobacter, Alcaligenes,
Arthrobacter, Azospirillium, Azotobacter, Bacillus, Beijerinckia, Burkholderia, Enterobacter,
Erwinia, Flavobacterium, Rhizobium e Serratia (STURZ et al., 2000; SUDHAKAR et al. 2000;
ANANDARAJ; DINESH 2008; LIU et al. 2013)

Os mecanismos de PGPR ndo sdo totalmente compreendidos, mas acredita-se que inclua o
seguinte: a) producdo de hormdnios vegetais; (b) fixacdo de nitrogénio; c) solubilizacdo de
fosfato inorgénico e mineralizacdo de fosfato organico; e (d) antagonismo a microrganismos
fitopatogénicos pela producgdo de sideroforos, sintese de antibidticos, enzimas ou compostos
fungicidas, bem como competicdo com microrganismos nocivos (WEYENS et al. 2009;
KARAKURT et al. 2011; LIU et al. 2013).

O primeiro objetivo ao considerar a inoculacdo de plantas com PGPR é encontrar a
melhor linhagem de bactérias ou um consércio microbiano para o efeito pretendido na cultura-
alvo (BASHAN et al., 2014). As bactérias que apresentam mais de uma caracteristica para a
promocao de crescimento sdo almejadas para uma possivel aplicacdo em campo (VERMA et
al., 2001).

3.5.1 Producéo de Siderdforos

Sideroforos sdo definidos como ligantes especificos de Fe**, sendo amplamente produzidos
por espécies aerdbicas e facultativamente por espécies anaerodbicas, onde eles desempenham a
funcéo de sequestrar e transportar o Fe3*. Sdo quelantes de baixo peso molecular (400- 2000

g/mol), excretados sob condic6es de deficiéncia de ferro, por fungos e bactérias com a funcao
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de incorporar este mineral no metabolismo celular na forma absorvivel por estes
microrganismos Fe?* (BENITE et al. 2002).

O complexo ferro-sideréforo ndo é prejudicial para as plantas, sendo que algumas
conseguem capturar esse complexo para dentro de suas células, onde o ferro é liberado e
disponibilizado para os processos bioldgicos (CROWLEY et al., 1988), além de inibir o
crescimento de microrganismos patogénicos para as plantas (SHARMA; JOHRI, 2003;
CAIXETA, 2015). A producdo de sider6foros confere vantagens competitivas ao PGPR, que
pode colonizar raizes e excluir outros microrganismos desse nicho ecoldgico (HAAS;
DEFAGO, 2005).

3.5.2 Producéo de Fitohorménios

O exemplo mais estudado de fitohormonios é o horménio auxina, primeiro horménio de
crescimento a ser descoberto em plantas, sendo o &cido indolacético (AlA) a principal auxina
em abundancia e relevancia fisioldgica (TAIZ; ZEIGER, 2004). Além disso, outros horménios
bem como certos volateis e o cofator Pirroloquinolina quinona (PQQ) estimula crescimento da
planta. O hormdnio promotor do crescimento da raiz a auxina, presente no exsudato radicular,

é geralmente sintetizado a partir do aminoacido exsudado triptofano.

A concentracdo de triptofano em exsudato difere fortemente entre plantas (KAMILOVA
et al. 2006). A inoculacdo de sementes com a estirpe produtora de auxinas P. fluorescens
WCS365 ndo resultou em aumento na massa da raiz ou na parte aérea do pepino, pimentdo, ou
tomate, mas levou a um significativo aumento na massa da raiz de rabanete. O rabanete produz
pelo menos nove vezes mais triptofano no seu exsudado por plantula do que o pepino, o
pimentdo ou o tomate (LUGTENBERG; KAMILOVA 2009). Experimentos com a adi¢do de
nitrogénio inorganico sugeriram que a promoc¢do do crescimento das plantas é causada pela
producdo fatores de crescimento de planta, como AIlA, giberelinas e citocininas, e néo
possuindo relacdo com a fixacdo de nitrogénio (OKON et al. 1998; LUGTENBERG;
KAMILOVA 2009).

O AIA ¢ estruturalmente relacionado ao aminoacido triptofano sendo identificado como a
principal molécula precursora da biossintese de AIA em bactérias (TSAVKELOVA et al.,
2006). A biossintese de AIA por triptofano pode ocorrer por duas vias distintas, uma catalisada
pela enzima chamada ipdC ou IpyA (indole-3pyruvate descarboxylase) (LEBUHN;
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HARTMANN, 1993) e outra pela enzima IAM (indol-3-acetaldeido) (BROEK et al., 1999;
CAIXETA, 2015).

Em plantas existem 3 rotas identificadas: (rota do &cido indol 3-piravico, rota da triptamina
e rota do indol-3-acetonitrila) podendo ainda existir uma via independente do triptofano,
demonstrando a importancia desse horménio no desenvolvimento vegetal (TAIZ; ZEIGER,
2004).

3.5.3 Solubilizacao de fosfato

O fosforo (P) € um nutriente essencial as plantas, mas, em geral, encontra-se em baixa
disponibilidade no solo, sendo necessarias altas dosagens de adubos fosfatados para a obtencao
de alta produtividade (RAIJ, 1991; SILVA FILHO; VIDOR 2000).

Essas adubac@es sdo realizadas principalmente com fosfatos sollveis em agua, atingindo
dosagens de fosforo muito superiores as necessidades das culturas, pois a maior parte do
adicionado torna-se indisponivel as plantas (RIEDER, 1986). Os microrganismos
solubilizadores de fosfatos desempenham importante papel na disponibilizacdo das formas
inorganicas de fosfatos: (célcio - fosforo, aluminio - fésforo e ferro - fésforo). Onde o0 aumento
do teor de fosforo na solugdo propicia melhor crescimento e maior rendimento das culturas
(RALSTON; MCBRIDE, 1976; KUCEY, 1987; CHABOT et al., 1993; SILVA FILHO;
VIDOR 2000).

O uso de microrganismos solubilizadores em inoculantes ou 0 manejo de suas populacfes
no solo constituem alternativas para a melhoria do suprimento de fosforo para as plantas
(SILVA FILHO e VIDOR, 2000).

Entre os géneros relatados com a capacidade de solubilizar fosfato inorgéanico estdo
Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium, Burkholderia, Achromobacter, Agrobacterium,
Microccocus, Flavobacterium e Erwinia (RODRIGUEZ; FRAGA, 1999; CAIXETA, 2015).

Oliveira et al. (2014) consideram que a disponibilidade de P é uma etapa limitante para a
nutricdo da planta, tendo em vista a habilidade de solubilizar fosfato inorgénico apresentada
por bactérias associativas, representando um grande potencial para a promocao do crescimento

vegetal.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Microrganismos
4.1.1 Estirpes de Bacillus thuringiensis

Nesse trabalho foram utilizadas 16 estirpes de Bacillus thuringiensis (Bt) pertencentes a
Colecéo de Bactérias de Invertebrados da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. Esta
colecdo comecou a ser implementada em 1987 e possui 2583 estirpes de Bacillus spp. As
estirpes utilizadas foram: S1930; S2493; S1617; S1615; S2548; S906; S1577; S1620; S2538;
S2557; S2558; S2560; S09; S1295; S26; S53.

4.1.2 Demais estirpes de Bacillus

As demais espécies de Bacillus que foram utilizadas nesse experimento, B.
amyloliquefaciens, B. licheniformis e B. subtilis, foram obtidas a partir de produtos comerciais

indicados disponiveis no mercado (Tabela 1).

Tabela 1: Produtos utilizados no experimento com seus respectivos fabricantes, principios

ativos, concentracao e dosagens recomendadas pelos fabricantes.

Produto Fabricante Principio ativo UFC/mL Dose
Bacillus
NemaControl Simbiose amyloliquefaciens 5x 10° 3mL /kg de
semente
B. subtilis + B.
Nemix FMC licheniformis 3,2 x 10% 200 mL / ha
Nimitz® Adama Fluensulfone 1L/ha

4.2 Produto Quimico

Uma formulagdo EC (Concentrado Emulsionavel) contendo Fluensulfone (peso molecular:

291,5) a 480 g.L"* foi fornecida pela ADAMA Brasil S/A para realizacio deste experimento.
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4.3 Material Vegetal

Os ensaios foram conduzidos em plantas de tomate (Solanum lycopersicum L.) (grupo
Santa Cruz, cv. Santa Clara). Essas plantas foram cultivadas em casa de vegetacdo para
avaliacao do efeito dos isolados de Bacillus em atuar como organismo promotor de crescimento

e de controle bioldgico de nematoides.

4.4 Nematoide (M. incognita e M. javanica)

O indculo inicial de M. incognita raca 3 e M. javanica foi cedido pelo Laboratorio de
Nematologia da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, coordenado pela Dra. Regina
Carneiro. Os nematoides foram multiplicados em tomateiro (Solanum lycopersicum, grupo

Santa Cruz, cv. Santa Clara) por 3 meses em casa de vegetacao.

4.5 Efeito de estirpes de B. thuringiensis na mortalidade de M. incognita.
4.5.1 Preparo das estirpes de B. thuringiensis

As 16 estirpes de B. thuringiensis citadas no item 1.5.1.1 foram cultivadas em meio
Embrapa (MONNERAT et al., 2007) a 30°C, por 72 horas, em incubador rotativo (Lab-Line)
a 200 rpm. A composicdo do meio EMBRAPA ¢ descrita a seguir: 8g/l de caldo nutriente, 1 g/l
de extrato de levedura, 1g/l de KH2PO4; 1 mg/l de CaCO3; 1 mg/l de MgS04.7H20; 0,1 mg/I
de FeSO4.7H20; 0,1 mg/l de MnSO4.7H20; 0,1 mg/l de ZnS04.7H20; pH ajustado a 7,0 por
adicdo de NaOH.

Uma gota com cada uma das estirpes de Bt foi visualizada em microscopio éptico de

contraste de fases com aumento de 100X para observacéo dos esporos e cristais.

4.5.2 Preparo dos nematoides - obtencéo e desinfecgdo de ovos e juvenis do segundo

estadio (J2) de M. incognita

Os ovos foram obtidos de raizes de tomateiros cultivar Santa Clara (Kada) contendo galhas,
cultivados em casa de vegetacéo, utilizando-se a técnica de Hussey, Barker (1973). Os residuos

de raizes e impurezas foram separados dos ovos pela técnica de Coolen, D’Herde (1972).
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A desinfestacdo dos ovos foi realizada em camara de fluxo laminar. Para tal a solugéo
contendo os ovos foi centrifugada por 2 minutos a 3000 rpm, e apds isso foi retirado 0 excesso
de agua até atingir o pellet formado pelos ovos. Em seguida, o pellet foi pipetado e colocado
em um novo tubo Falcon estéril contendo solucdo de Gluconato de Clorexidina 0,12% (25 mL)
acrescido de antibioticos [250 uL penicilina (10 ug/mL) e 250 pL estreptomicina (2,5 g/L)]
(MONTALVAO, 2016). Apds 30 minutos em repouso, o volume do tubo foi completado com
agua destilada até atingir 50 mL e o material foi centrifugado, sendo esse processo de lavagem
e centrifugacdo repetido por trés vezes, quando entdo a suspensédo de ovos foi colocada em uma
camara de eclosdo montada com uma peneira de tela metalica e papel toalha, acoplados em um
recipiente de vidro com seu interior preenchido com agua até atingir o nivel da peneira. Os
juvenis de segundo estadio de M. incognita foram obtidos a partir da coleta nestas camaras de
eclosdo. Os J2 produzidos nas primeiras 24 h foram descartados, sendo empregados nos ensaios

apenas J2 com mais de 24 horas.

4.5.3 Ensaio de patogenicidade in vitro

Neste bioensaio foram testadas as 16 estirpes citadas anteriormente. Foram colocados em
placas de 6 células, 1680 pL da suspensdo de nematoides obtidas da camara de eclosdo com
aproximadamente 45 juvenis de segundo estadio (J2) de M. incognita e 320 ul (16%) da
suspenséo bacteriana de Bacillus, totalizando 2 mL. As placas foram vedadas com filme de pvc
e destinadas a camara tipo BOD mantidas a 25 °C na auséncia de luz. A avaliacdo foi realizada
apos 48 h da incubacdo, sendo acrescentado a solucdo 12 pL de NaOH 1N (XIANG;
LAWRENCE, 2016), para ajudar a diferenciar os nematoides paralisados ou imoveis dos que
estdo realmente mortos. Utilizou-se um microscopio e [amina de Petters, e apds as contagens,
determinou-se as porcentagens dos J2 mortos. Nas testemunhas os J2 foram incubados em agua

destilada esterilizada.

4.5.4 Determinagao do efeito de resorcinol a Meloidogyne incognita.

O resorcinol é descrito na literatura como um estimulante de absorcéo de substancias do
meio pelo estilete do nematoide podendo ser utilizado para auxiliar nos ensaios de toxicidade.
Entretanto, as testemunhas dos ensaios preliminares tratados com a dose de resorcinol relatada

na literatura para M. hapla (ZHANG et al. 2012), apresentaram alta mortalidade. Para se obter
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a concentracdo ndo letal de resorcinol, realizaram-se ensaios utilizando-se diferentes doses do
produto e nematoides juvenis de segundo estagio (J2) obtidos conforme descrito anteriormente.
A partir da curva de regressdo gerada pela média dos ensaios, verificou-se que a concentracao

de 0,2% ndo causava toxicidade aos nematoides.

A partir deste momento foram realizados novos ensaios visando avaliar se esta
concentracdo proporcionaria a ingestdo da proteina cry6Aa. Para tal, avaliou-se a mortalidade
dos nematoides apds 48 horas em contato com as suspensdes de Bacillus thuringiensis (cry6A)
na concentracdo de 16%, 10% de resorcinol (0,2%) e 74% de suspenséo de nematoide contendo
aproximadamente 45 nematoides por mL. Nas testemunhas os J2 foram incubados em agua
destilada estéril. O material foi incubado em camara do tipo BOD e contado com auxilio de um

microscopio oOtico. Para a contagem foi adicionado NaOH conforme descrito anteriormente.

Apobs a padronizacdo, todas as estirpes de B. thuringiensis foram novamente testadas
utilizando o resorcinol, seguindo a metodologia descrita anteriormente, sendo a mortalidade

avaliada ap6s um periodo de 48 horas.

4.5.5 Ensaio de patogenicidade de Bacillus spp. a M. incognita em plantas de tomate

As duas estirpes de B. thuringiensis que causaram maior toxicidade aos nematoides (51930
e S906) foram testadas in vivo. A atividade das mesmas foi comparada com a dos produtos
bioldgicos NemaControl e Nemix e com o produto quimico Fluensulfone (Adama), aplicado de
duas formas: 1) por pulverizacédo foliar ap6s o estabelecimento da muda (Adamal — AD1); por
pulverizagéo da cova de plantio (Adama 2 — AD2).

O experimento foi conduzido no periodo entre agosto e outubro de 2017, em cultivo protegido
na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia — Brasilia/DF, cujas coordenadas geograficas
580:15°73°10” (latitude sul) 47°90°13” (longitude oeste), e altitude média de1.014m. A precipitagdo
e a temperatura média anual sdo de1.460 mm e 21,3° C, respetivamente. Os dados de temperaturas
médias minimas e maximas e precipitacdo pluvial durante o estudo foram coletados na estacéo

meteoroldgica da Instituto Nacional de Meteorologia, localizado em Brasilia/DF (Figura 3).

O ensaio foi montado em esquema fatorial 2X6, 2 espécies de nematoides e 6 tratamentos
mais um tratamento controle, com 5 repeticbes para cada tratamento. As estirpes foram
produzidas de acordo com o item 2.5.1. As sementes de tomate foram plantadas em bandejas

de isopor devidamente sanitizadas, e posteriormente, foram transplantadas para sacos plasticos
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contendo 2 litros de solo autoclavado mais substrato estéril na propor¢do de 1:1. As plantas
foram adubadas com 3 gramas da formulagéo de N-P-K (15-09-12) mensalmente, e a cada 15

dias foram realizadas pulverizacbes com adubacéo liquida de N-P-K (08-08-08) acrescido de

micronutrientes.
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Figura 3. Precipitacdo pluviométrica e temperaturas maximas e minimas ocorridas em
Brasilia nos meses de agosto a outubro de 2017. *Dados obtidos de estacdo automatica INMET.

Os nematoides M. incognita e M. javanica foram obtidos a partir de plantas de tomate
cultivar Santa Clara (Kada) conforme descrito anteriormente. Os nematoides foram inoculados
nas plantas aos 20 dias apds o transplantio (DAT), sendo inoculados aproximadamente 6.000
ovos por vaso, distribuidos em trés covas equidistantes, com aproximadamente 2 cm de
profundidade. A testemunha recebeu apenas os nematoides. Foram feitas trés aplicacdes das
bactérias testadas: 1) no momento do plantio; 2) no momento da inoculagdo do nematoide; 3)
20 dias apés a segunda. Nestas aplicacdes cada unidade experimental recebeu 5 mL de cada
estirpe na proporcao de 107 UFC/mL.

O experimento foi avaliado aos 45 dias apos a inoculacdo dos nematoides. Ao término do
periodo do ensaio, foram avaliados a massa fresca da raiz, o indice de galhas, o indice de massa
de ovos, 0 numero de ovos e o fator de reproducéo do nematoide, calculado da seguinte forma:
FR= Populacao Final/Populacéo Inicial.
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Para as variaveis indice de galhas e indice de massa de ovos utiliza-se uma escala

padronizada por Hadisoeganda e Nasser (1981) (Tabela 2).

Tabela 2: Escala de massa de ovos e numero de galhas de Hadisoeganda e Nasser, (1981).

Escala Contagem do nimero de galhas ou massas de ovos

0 Sem galhas ou massas de ovos
1 1-2

2 3-10
3 11-30
4 31-100
5 >100

Os sistemas radiculares das plantas foram limpos em agua, pesados e depois coloridos em
Floxina B a 0,005% para facilitar a identificacdo das massas de ovos (HADIOSEGANDA,
SASSER, 1981). Apos as contagens, os sistemas radiculares foram processados pelo método

de Hussey e Barker (1973), para obtencéo dos ovos.

As raizes dos tomateiros foram cortadas em fragmentos de aproximadamente 2 cm,
colocadas em liquidificador com NaOCI (0,5%) e trituradas por 40 segundos em alta rotagéo.
Ap0s esse processo, a suspensdo foi vertida em peneiras sobrepostas de 0,840, 0,150 e 0,025
mm para eliminacdo dos fragmentos maiores de raizes, apés a lavagem, o material que ficou
retido na ultima peneira foi coletado formando uma suspensao de volume conhecido (100 mL),
as amostras processadas foram armazenadas em recipientes de vidro com tampa e refrigeradas
a4°C £ 2°C até o momento da leitura. Para isso, a suspensao de ovos a ser determinada, foi
homogeneizada com o auxilio de uma pipeta de Pasteur e ap6s a homogeneiza¢cdo 2 mL dessa
suspensdo foram transferidos para proveta de 100 mL e completado seu volume para 50 mL
com adicdo de &gua de torneira. Apos a diluicdo na proporcdo de 1:25 essa suspenséo foi
transferida para um beéquer de 200 mL de capacidade onde foi realizada uma nova
homogeneizagdo para contagem em camara de Peters. A contagem foi realizada trés vezes e a
média dessas contagens serviu como base para o célculo da concentracdo de ovos da amostra.
Feito todo esse procedimento, calculou-se o fator de reproducdo conforme descrito

anteriormente.
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4.6 Ensaio de promogéo de crescimento no estagio vegetativo de plantas de tomate
apos inoculacéo por isolados de Bacillus spp.

O experimento foi conduzido no periodo entre novembro de 2017 e janeiro de 2018, em cultivo
protegido na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia — Brasilia/DF. Os dados de
temperaturas médias minimas e maximas e precipitacao pluvial durante o estudo foram coletados
na estacdo meteorologica da Instituto Nacional de Meteorologia, localizado em Brasilia/DF
(Figura 4).
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Figura 4. Precipitacdo pluviométrica e temperaturas maximas e minimas ocorridas em
Brasilia nos meses de novembro de 2017 a janeiro de 2018. *Dados obtidos de estacdo
automatica INMET.

As estirpes toxicas de B. thuringiensis a M. incognita (51930 e S906), bem como os demais
produtos NemaControl, Nemix e Fluensulfone foram avaliados quanto a sua capacidade como
promotor de crescimento vegetal. Os tratamentos bioldgicos foram aplicados em 3 momentos:
1) no transplante; 2) aos 20 dias apds o transplante (DAT); 3) aos 40 DAT. Utilizando as
mesmas quantidades do experimento anterior, ou seja, 5 mL por planta, e na mesma
concentragéo, 107 UFC/ml. Enquanto que o tratamento quimico foi pulverizado sobre as plantas
na dose de 1 L/ ha, 7 dias apos o transplante das mudas e o tratamento controle recebeu agua

destilada. Cada tratamento continha 5 repeticGes.
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Sementes da cultivar de tomate Santa Clara foram semeadas em bandeja de isopor e as
mudas foram mantidas em casa de vegetacao até atingirem o ponto de transplante, em torno de
20 a 30 dias ap0s a semeadura. As estirpes foram produzidas de acordo com o item 2.5.1. A
suspensdo bacteriana das estirpes foi padronizada apos a contagem de Unidades Formadoras de
Coldnias realizadas em triplicata, determinou-se a concentracdo de 10’ UFC/mL. No momento
do transplante das mudas, estas tiveram seus sistemas radiculares mergulhados na suspensao
bacteriana por aproximadamente 15 segundos, para que estas pudessem entrar em contato com
todo o sistema radicular da planta. Apds esse procedimento, as mudas transferidas para sacos
plasticos de 2 litros contendo solo estéril acrescentado de substrato vegetal PlantMax® na
proporgao de 1:1 (v/v).

A altura das plantas foi medida inicialmente aos 20 DAT e apds isso foram realizadas
medicOes semanais até se atingir 75 DAT.

Ao fim do experimento foram mensuradas as massas frescas das raizes. Sequencialmente,
as raizes foram destinadas a estufa de secagem a 60 + 2°C por 72 horas (MONTALVAO, 2016),
concluido o periodo de secagem, o material foi retirado da estufa e destinado a pesagem

novamente.

4.7 Deteccdo da presenca de genes relacionados a promocao de crescimento de plantas

em estirpes de Bacillus spp.

As estirpes testadas durante o ensaio em casa de vegetacdo e os produtos biolégicos
utilizados foram testados quanto a presenca de genes relacionados ao crescimento vegetal. Para
tal, foram caracterizadas via PCR para deteccdo dos genes da fosfatase acida (metabolismo de
solubilizacéo de fosfato); sideroforos (capacidade de produzir complexos com ferro) e iaml,
iam2 e ipdC (producéo de acido indol-acético).

Os iniciadores e a temperatura de anelamento usados estdo descritos na Tabela 3. O DNA
foi extraido utilizando a metodologia descrita por Bravo et al. (1998). Para tal, as estirpes foram
cultivadas em meio Agar Embrapa (MONNERAT et al., 2007) a 30 ° C por 16 horas. Apds 0
crescimento, uma alga (usando se alca de platina - @: 0,5 mm) da bactéria cultivada foi colocada

em 100 pL de dgua destilada estéril em um micro tubo.
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Tabela 3. Caracteristica dos iniciadores utilizados para detec¢cdo dos genes fosfatase acida
(metabolismo de solubilizacdo de fosfato); siderdforos (capacidade de produzir complexos com

ferro) e iam1, iam2 e ipdC (producéo de acido indol-acético) em estirpes de B. thuringiensis.

Nome Tamanho
Sequéncia dos iniciadores Tm esperado do A
Gene alvo ; \ o do Referéncia
(5> —>3)* cc)y ... fragmento
iniciador .
amplificado
B'Osrz'tr;tl,f;zde GAGAATGGATTACAGAGGAT (d) s Sider-F o Raddadiet
prote TTATGAACGAACAGCCACTT (r) ’ Sider-R P al., 2008.
Sideroforos
Fosfatase
acida AAGAGGGGCATTACCACTTTATTA (d) 55 5 AcPho-F 7340b Raddadi et
(solubilizacdo CGCCTTCCCAATCRCCATAAT (r) ’ AcPho-R P al., 2008.
de fosfato)
;;L]p;gzngnis GTGACAGCTTTCTATCGRAA (d) 55 JAMLFE o Caixeta,
g GTCCTTGTTCTTCCCAAAATC () IAM 1-R P 2015
e (Auxina)
Triptofano 2- .
- GGAACATCTTTTAGCTGGAGT (d) IAM 2-F Caixeta,
MONOOXIgEnas TATGCAACTCTTACTCCAGAC (1) % jam2-R  1oIpb 2015
e (Auxina)
Indole
piruvato GGATAAAATGCTWCTACATGCC (d) 55 5 ipdC-F 350pb Caixeta,
descarboxilase CAGTGTAGGGATGRATTTCWAT (1) ’ ipdC-R P 2015
(auxina)

* Nos iniciadores degenerados, a sequéncia é dada de acordo com cddigo para DNA
degenerado: K=GouT,M=AouC;,W=TouA;Y=CouT;N=AC,GouT;R=Aou

G. Iniciadores desenhados.

Apos serem vigorosamente homogeneizadas em homogeneizador tipo “vortex”, as
amostras foram congeladas por 20 minutos a -80 °C, em seguida, fervidas a 100 °C por 10
minutos e resfriadas em gelo por 2 minutos. Apés este procedimento as amostras foram
centrifugadas 14.000 rpm por 5 minutos (Hettich Mikro 200) e o sobrenadante cuidadosamente

transferido sem o sedimento para um tubo novo estéril.

Para a realizacdo dos PCRs foi preparado um Mix que consiste em 0,6 pL de dNTP mix
(GE Healthcare) (10 mM), 1,0 pL de cada iniciador (IDT) (10 uM), tampao de Taq 1x (GE
Healthcare) 2,5 U de Taq DNA polimerase (Amersham) e 5 uL. do sobrenadante em um volume

total de 30 pL.

O programa de PCR utilizado para a amplificacdo foi de 94 °C / 5min, 30 ciclos de 94 °C /
1 min, anelamento (vide temperatura de anelamento, Tabela 3), 72°C /1 min e 30 s, bem como

uma extenséo final de 72 °C / 5 min, conforme descrito por Caixeta, (2015).
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Para andlise do resultado foram aplicados 30 puL do produto de PCR misturados a 5 L. de
tampéo de corrida 10X em gel de agarose a 1,5%. A corrida de eletroforese foi feita em tampao
TBE 1X (Tris base; acido bérico; EDTA 0,5 M — pH 8,0). Apds a eletroforese, o gel foi corado
com brometo de etidio a 1ug/mL por 20 minutos e descorado em agua destilada por 15 minutos.
O gel foi visualizado em transluminador sob luz UV e fotografado em foto-documentador
(Eagle Eye, Stratagene).

4.8 Selecdo molecular de estirpes de B. thuringiensis tdxicas a M. incognita

Testaram-se 48 estirpes de Bt quanto a presenca do gene nematicida Cry6Aa. O DNA das
estirpes foi extraido utilizando a metodologia descrita por Bravo et al., (1998) relatada

anteriormente.

Os iniciadores usados para cada reacdo estdo descritos na Tabela 4. O programa de PCR
utilizado para a amplificagéo foi de 94 ° C / 5min, 35 ciclos de 94 °C / 1 min, anelamento, 48,5
°C/1 min, 72°C /1 min e 30 s, bem como uma extenséo final de 72 °C / 5 min.

Tabela 4: Caracteristicas do iniciador utilizado para a detec¢do do gene Cry6 em estirpes

de B. thuringiensis

Tamanho
esperado do Namero de
Sequéncia dos iniciadores Nome do Tm
Gene Alvo ) ) . fragmento acesso no
(57— 3) iniciador - 0
amplificado Genbank
(pb)
CrvBAaF AAA22357
TCCACCATTCTGCTGAAGTTT (d) ryoAa

Cry6 TAGCCCATTCTTGTTTTGAAA (1)  CrygAaR L7 48,5 AAMAG84Y
ABHO03377
AAA22358.1

Para a realizagdo dos PCRs foi preparado um Mix que consiste de 0,6 uL. de ANTP mix
(GE Healthcare) (10 mM), 1,0 uL de cada iniciador (IDT) (10 uM), tampao de Taq 1x (GE
Healthcare) 2,5 U de Taq DNA polimerase (Amersham) e 5 pL. do sobrenadante em um volume
total de 25 pL.
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Para andlise do resultado foram aplicados os 25 pL do produto de PCR misturados a 5 pulL
de tampdo de corrida 10X em gel de agarose a 1,5%. A corrida de eletroforese foi feita em
tampdo TBE 1X (Tris base; &cido boérico; EDTA 0,5 M — pH 8,0). Apds a eletroforese, o gel
foi corado com brometo de etidio a 1pg/mL por 20 min e descorado em agua destilada por 15
min. O gel foi visualizado em transluminador sob luz UV e fotografado em foto-documentador
(Eagle Eye, Stratagene).

4.9 Analise Estatistica

Para a determinacdo da dose ndo toxica de resorcinol foi feita analise de regressdo com
doses crescentes do produto e taxa de mortalidade, utilizando-se a média de 3 ensaios e com 4

repeticOes para cada dose. O modelo ao qual os dados mais se ajustaram foi o sigmoide.

Os dados médios de mortalidade de M. incognita com o uso de estirpes de B. thuringiensis
associados ou ndo com Resorcinol; do fator de reproducéo e da promocao do crescimento foram
submetidos a anélise de variancia. As médias de mortalidade de M. incognita foram comparadas
pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% para a formacdo dos grupos entre os tratamentos
testados, e as médias de fator de reproducédo e promogdo do crescimento pelo teste de Tukey, a
5 % de probabilidade.

Para as variaveis respostas massa fresca e massa seca da raiz foi inicialmente realizado o
procedimento de andlise de variancia (ANOVA), o modelo avaliado foi Y ~ T, onde Y ¢ a
variavel resposta (massa seca da raiz) e T é o tratamento em questdo. Devido & normalidade e
homocedasticidade dos dados néo terem sido suficientemente evidenciadas com a amostra, foi
descartado 0 modelo ANOVA e foi tentando o ajuste dos dados da amostra via modelos lineares
generalizados (GLM). No caso, como as variaveis respostas massa fresca e seca da raiz (Y)

sdo continuas e ndo nulas, foi construido o modelo GLM da familia Gama para Y ~ T.

A variavel nimero de ovos por grama de raiz € uma variavel referente a contagem e, neste
caso, a analise de dados foi realizada usando-se modelos lineares generalizados (GLM) por
meio de modelagem com familia Poisson e logaritmo de base neperiana como funcdo de

ligacéo.

As variaveis indice de massa de ovos (escala) e indice de galhas sdo varidveis de natureza

ordinal, pois caracterizam intervalos de contagem da massa de ovos aos 45 dias. Foi
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inicialmente realizado o procedimento de analise de variancia (ANOVA), teste de Tukey, a 5
% de probabilidade.

Por se tratar de variavel de natureza ordinal, inicialmente foi tentado o uso de um
procedimento de andlise via GLM de regressdo multinomial de variavel reposta ordinal Y
(escala da massa de ovos), considerando-se as duas possiveis variaveis explicativas: espécie (E)
e tratamento (T). Pelo fato de ter ocorrido poucas observagdes de dados nas escalas 1 a 4, a
execugdo do modelo GLM de regressdo multinomial de variavel reposta ordinal ndo pbde ser
executado. Entdo foi realizado o agrupamento das escalas 1 a 4 para serem comparadas com a

escala 5.

A analise basica realizada foi entdo feita para verificar se em 45 dias a massa de ovos ja
havia ou ndo atingido a quantidade igual ou superior a quantidade inicial da escala 5. Assim, o
procedimento estatistico adotado foi a realizacdo do modelo GLM de regresséo logistica com
familia binomial e fun¢&o de ligac&o logit. Assim a varidvel resposta Y, dicotomizada passou a
ser Y =0 para indicar que a massa de ovos € menor que a quantidade inicial da escala5,e Y =

1 para indicar que a massa de ovos é maior ou igual a quantidade inicial da escala 5.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Efeito de estirpes de B. thuringiensis na mortalidade de M. incognita in vitro
5.1.1 Padronizacdo da dose ndo tdxica de resorcinol e validacéo do produto

A Figura 5 indica a concentracdo de resorcinol em porcentagem associado a M. incognita
considerando uma mortalidade maxima de 15% nos ensaios (linha pontilhada). Os valores de
mortalidade foram crescentes & medida que a concentra¢do do produto aumentava. A curva
seguiu a tendéncia sigmoide com um alto valor do coeficiente de determinagdo (R?) indicando
que o modelo se ajustou bem aos dados encontrados. Dessa forma, levando em consideracdo o
limite prescrito, foi adotado o valor de 0,2% para 0s ensaios subsequentes. Apesar de serem
poucos os trabalhos na area utilizando o resorcinol como indutor de ingestdo de proteinas,
Huang et al. (2006) utilizou o resorcinol para estimular a captacdo de dsSRNA durante o processo
de RNAI (RNA interferente) in vitro em J2 de M. incognita. J& Zhang et al. (2012), utilizando
0 nematoide M. hapla associando com a proteina Cry6A e com o resorcinol, a dose utilizada
nestes ensaios in vitro ndo foi compativel com M. incognita, levando quase a totalidade da
mortalidade da populagdo. Desta forma, como a concentracdo a ser selecionada deveria estar
abaixo da linha pontilhada que indica o limite maximo de mortalidade, adotou-se uma

concentracdo de 0,2% para 0s ensaios de validacéo.
100 +

y= 102,1375/(1+exp(-(x-0,0594)/0,0191))
80 + R2=0,9996

Mortalidade (%)

0 T T T T
0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10 0.12

Concentragao (% v/v)
Figura 5. Mortalidade média de M. incognita em trés ensaios quando submetidos a diferentes

concentragdes de resorcinol. Linha Pontilhada indica o percentual maximo de 15% de
mortalidade.
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A partir desse ponto buscou-se saber se esta concentracdo selecionada manteria as
propriedades neuroestimulante do produto. Nos ensaios seguintes onde se associou o resorcinol
com a suspensdo bacteriana de uma estirpe de B. thuringiensis que expressa a proteina
nematicida Cry6Aa houve uma mortalidade 3 vezes superior quando comparada ao tratamento
estirpe sem resorcinol (Tabela 5). Enquanto que o controle somente com o resorcinol apresentou

apenas 4,67% de mortalidade.

Tabela 5. Taxa de mortalidade de M. incognita a estirpe tdxica de B. thuringiensis quando

associada ou ndo ao resorcinol.

Tratamentos Mortalidade (%0)
Estirpe com resorcinol 28,93 +1,48
Estirpe sem resorcinol 8,18 £ 2,04

Controle com resorcinol 4,67 1,76
Controle com &gua 2,63 +0,54

Assim como foi demonstrado por Zhang et al. (2012) a presenca do resorcinol estimulou a
ingestdo das proteinas nematicidas que estavam na solucdo, melhorando sua atividade

nematicida, tendo em vista que houve um aumento de 3,5 vezes na mortalidade.

5.1.2 Ensaios de patogenicidade de M. incognita com o uso de estirpes de B.

thuringiensis associados ou ndo com resorcinol.

Testaram-se dezesseis estirpes contra M. incognita utilizando-se ou néo o resorcinol como
indutor de ingestdo de proteinas (Tabela 6). Percebe-se que na auséncia do produto resorcinol,
8 estirpes (S1615, 1577, 1617, S2538, S1620, S1295, S53, 2493) se igualaram estatisticamente
ao tratamento controle, ndo apresentando resultados satisfatorios de mortalidade. Outras sete
estirpes apresentaram resultados intermediarios diferenciando-se estatisticamente do grupo do
controle e apresentado uma mortalidade intermediaria entre 8,81 e 17,04% (S09, 2548, 2557,
2558, 2560, S26, S906), por fim, a maior mortalidade obtida sem o uso do resorcinol foi

alcancada pela estirpe 1930 com 35,7%.
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Analisando a coluna dos tratamentos testados com a adi¢do do resorcinol, 7 estirpes
(52538, 2557, 2558, 2560, S1620, S1295, S53) se igualaram ao controle ndo apresentando
mortalidade consideravel mesmo na presenca do produto, 8 estirpes (S1615, 1577 S09, 2548,
S26, 2493, S906) apresentaram resultados intermediarios (letras “b” e “c”) e novamente a
estirpe 1930 apresentou o maior valor de mortalidade, 38,87%. Percebe-se que, em geral, 0s
valores de mortalidade na presenca do resorcinol foram superiores aos valores encontrados na
auséncia do produto, ou entdo iguais estatisticamente. A excecao a este fato ocorreu em relagédo
a estirpe S2557, que teve sua mortalidade reduzida na presenca do produto, provavelmente

interferindo negativamente em alguma substancia produzida pela estirpe.

Tabela 6. Resultados de mortalidade (%) de M. incognita em funcéo das estirpes testadas na

presenca ou nao de resorcinol.

ESTIRPE RESORCINOL
SEM COM

Controle 6,21 Ad 2,99 Ad
S1615 5,38 Bd 21,89 Ab
S1577 4,54 Bd 15,29 Ac
S1617 4,46 Bd 25,11 Ab
S2538 4,59 Ad 8,20 Ad
S09 8,81 Bc 23,06 Ab
S2548 20,28 Ab 20,58 Ab
S2557 9,66 Ac 7,54 Ad
S2558 13,85 Ac 6,28 Bd
S2560 9,75 Ac 6,25 Ad
S1620 3,90 Bd 10,28 Ad
S1295 3,45 Ad 6,04 Ad
S26 12,86 Ac 15,19 Ac
S53 6,19 Ad 8,75 Ad
S2493 2,99 Bd 28,93 Ab
S1930 35,70 Aa 38,87 Aa
S906 17,04 Ab 21,38 Ab

Mesma letra mailscula na linha e minudscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-
Knott ao nivel de 5% de probabilidade. CV (%) = 28.72

A estirpe S2493, que apresenta 0 gene cry6, que codifica a toxina Cry6 descrita como
nematicida (WEI et al., 2003; GUO et al., 2008; PALMA et al., 2014) e que apresentou valor
baixo de mortalidade (2,99) na auséncia do resorcinol, se destacou, aparecendo no grupo de

controle intermediario (28,93) com o uso do produto.
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Outra estirpe que demonstrou grande aumento de mortalidade foi a S1617, com um
aumento de mais de 5 vezes, onde posteriormente foi detectado que a estirpe apresentou produto

de PCR com o primer cry6 testado anteriormente.

A estirpe que causou a maior porcentagem de mortalidade nos testes in vitro foi a S1930,
ndo sofrendo influéncia da presenca ou ndo do resorcinol, apesar de seu uso ter causado uma
maior mortalidade, no tratamento com a adicdo do resorcinol. A estirpe que também nao
apresentou produto de PCR com o primer cry6 testado anteriormente. Percebe-se, por
comparacdo com as estirpes que apresentaram a proteina nematicida que na presenca do
resorcinol, hd um grande aumento de mortalidade, observado na estirpe S2493 e S1617, isso
pode indicar que a provavel causa da mortalidade para a estirpe S1930 ndo foi uma proteina

nematicida e sim algum metabolito toxico produzido pela estirpe.

Os resultados de Zheng et al. (2016) demonstram que 120 estirpes de Bacillus formadoras
de esporos de diferentes familias compartilham fatores de viruléncia que podem contribuir para
sua capacidade nematicida. B. thuringiensis, B. cereus, B. subtilis, B. pumilus, B. firmus, B.
toyonensis, Lysinibacillus sphaericus, Brevibacillus laterosporus e B. brevis, foram altamente
nematicidas, o primeiro dos quais demonstrou a maior atividade. Foram identificados através
da analise do sequenciamento e do genoma muitos fatores potenciais de viruléncia. Pelo menos
quatro mecanismos possiveis foram preteridos a partir da combinacdo desses fatores e a
atividade nematicida bacteriana, incluindo um mecanismo de formacao de poros de proteinas
cristalinas, um mecanismo semelhante a inibicdo da turingiensina e um mecanismo de

degradacéo de proteases e/ou quitinases.

Salienta-se que os resultados obtidos e apresentados na tabela 6, devem ser analisados
cuidadosamente, principalmente os negativos, devido ao fato que as estirpes analisadas podem
ndo ser toxicas ao nematoide em estudo, M. incognita, porém, podem ser para outras espécies
de nematoides. Outro fator de extrema importancia, é a concentracado utilizada que pode ter sido
insuficiente para apresentar efeito nematicida na populagdo testada. Jouzani et al. (2008)
realizando bioensaios preliminares in vitro demonstraram que a concentracdo de misturas de
esporos-cristal de 22 estirpes selecionadas proporcionaram mortalidade variavel entre 0% a
100% contra M. incognita. A toxicidade na concentragdo de 2x10® UFC/mL para todos os
isolados foi cerca de 10% maior do que quanto utilizado a concentragéo de 1x108 UFC/mL. As
estirpes YD5 e KON4 na concentragdo de 2x108 UFC/mL apresentaram toxicidade de 77% e

81% para M. incognita, respectivamente. Dessa forma fica evidente a importancia da
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concentragdo nos bioensaios de mortalidade in vitro, devendo serem testadas outras
concentragdes superiores as que foram testadas neste experimento, visando realmente
selecionar as estirpes com as maiores mortalidades in vitro e também descartar as estirpes que

ndo demonstrarem atividade nematicida.

5.1.3 Ensaio de patogenicidade de Bacillus spp. a Meloidogyne spp. em plantas de

tomate
5.1.3.1 Fator de reproducdo e nimero de ovos por grama de raiz

Na Tabela 7 estdo representados os dados do fator de reproducdo para M. incognita e M.
javanica, avaliado aos 45 dias em funcdo dos tratamentos. Percebe-se que a inoculacdo
realizada no experimento foi bem-sucedida, visto que houve boa multiplicacdo das duas
espécies de nematoides no tomateiro, o qual apresentou fatores de reproducéo (Pf/Pi) elevados

quando comparados com o indculo inicial (6.000 ovos) (Tabela 7).

Tabela 7 — Dados do fator de reproducéo para M. incognita e M. javanica aos 45 dias.

Fator de Reproducao

M. incognita
Tratamento Média CcVv Grupo!
1930 6.86 27.86 bc
906 11.31 26.13 bc
AD1 0.39 30.82 a
AD2 0.13 61.17 a
Controle 11.81 45.28 bc
NemaControl 9.83 49.08 bc
Nemix 11.92 29.90 bc
M. javanica
1930 16.30 19.13 C
906 19.30 21.82 C
AD1 3.78 19.12 b
AD2 0.14 44.65 a
Controle 15.03 37.38 c
NemaControl 16.66 13.73 c
Nemix 14.83 38.06 c

!Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5 % de probabilidade.
AD1: Produto quimico pulverizado na parte aérea. AD2: Produto quimico pulverizado na cova de

plantio.
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Pinho (2008), avaliando o efeito do tratamento de sementes de tomateiro com bactérias
endofiticas sobre o numero de galhas, massas de ovos e ovos de Meloidogyne incognita por
grama de raiz de tomateiro, com inoculo inicial de 400 ovos por planta e com duracdo do
experimento por 30 dias, relatou que na média de 2 ensaios, a testemunha apresentou 16.312,16
ovos por grama de raiz. Comparando estes resultados com os obtidos neste experimento,
percebe-se que nenhuma das espécies avaliadas ultrapassou 2200 ovos por grama de raiz
(Tabela 8), podendo indicar um desenvolvimento em condicGes fora das ideais, como por
exemplo, temperaturas maximas e minimas, ou ainda, a necessidade de obtenc¢éo de um inoculo

com maior viruléncia e capacidade de reproducéo.

Tabela 8 — Dados nimero de ovos por grama de raiz para M. incognita e M. javanica aos 45
dias.

NUmero de ovos/grama de raiz

M. incognita
Tratamento Média CcVv Grupo!
1930 758.00 40.81 bc
906 1159.80 39.03 bd
AD1 41.80 33.12 a
AD2 18.40 58.10 a
Controle 1118.60 48.60 bd
NemaControl 951.60 53.71 bd
Nemix 1108.00 20.76 bd
M. javanica
Tratamento Média CcVv Grupo!
1930 1818.40 31.12 cd
906 1935.80 25.99 cd
AD1 497.00 18.58 b
AD2 21.00 27.97 a
Controle 1693.80 34.26 cd
NemaControl 2194.60 32.16 d
Nemix 1876.40 44.33 cd

!Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5 % de probabilidade.
AD1: Produto quimico pulverizado na parte aérea. AD2: Produto quimico pulverizado na cova de

plantio.

Dados meteoroldgicos demonstraram que no més de setembro, data de inicio do ensaio em
casa de vegetacdo, a temperatura média ndo foi a ideal, ficando em torno de 22 a 23 ° C
(CPTEC/INPE, 2018) e segundo Taylor e Sasser (1978), a faixa ideal de temperatura para o

desenvolvimento de M. incognita é de 25 a 30 ° C. Além disso, outros fatores que podem
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interferir na multiplicagdo do nematoide s&o: estresse hidrico, desbalanco nutricional e
compactacdo do solo que podem afetar o seu desempenho e a sua multiplicagdo mesmo em

hospedeiros considerados suscetiveis, tolerantes e resistentes (RIME et al. 2003).

Para a especie M. incognita foi observado que os tratamentos 1930, 906,
NEMACONTROL e Nemix apresentaram comportamento semelhante ao controle. Os
tratamentos AD1 e AD2 proporcionaram os melhores resultados, apresentando os menores
fatores de reproducéo, levando inclusive a valores muito baixos, semelhantes aos de plantas
com algum grau de resisténcia ao nematoide (FR < 1) (HADIOSEGANDA e NASSER 1981,
PINHEIRO et al. 2014), o que indica que este produto podera ser uma boa ferramenta de manejo
inicial de nematoides, principalmente quando associado as demais medidas de controle
existentes. Vale destacar, que apesar do tratamento S1930 ter sido estatisticamente semelhante
ao controle, do ponto de vista biol6gico, houve uma reducdo média de quase 30 mil ovos quando
comparados ao tratamento controle, o que possivelmente indica alguma reacdo dos nematoides
a presenca da bactéria ou a substancias produzidas por ela. Desta forma, esta estirpe precisa ser
testada em outras condigdes e em outras concentracdes para avaliar seu potencial de incluséo

no manejo integrado da praga.

Para a espécie de nematoide M. javanica, percebe-se que nenhum tratamento biolégico foi
eficiente e que sua multiplicacdo em média foi superior a de M. incognita indicando uma maior
viruléncia do indculo, sendo que ambos foram testados nas mesmas condi¢fes ambientais.
Pinheiro et al. (2009) avaliando a reprodugéo de M. incognita raga 1 e M. javanica em linhagens
avancadas de tomateiro industrial, também percebeu que no tratamento controle, a
multiplicacdo de M. javanica foi superior a de M. incognita. Por outro lado, testes realizados
em cana de acUcar com estes dois nematoides ja citados, demonstraram fatos divergentes.
Dinardo-Miranda (1999) constatou uma maior reproducdo de M. incognita em relacdo a M.
javanica, e Barbosa et al. (2009) constataram que a taxa de multiplicacdo de M. javanica
(FR=4,16) na variedade testada foi muito menor que a de M. incognita (FR=88,20), porém, 0s
resultados evidenciaram que M. javanica foi mais agressivo a variedade SP 911049, pois causou

maiores danos na variedade testada mesmo em menor numero.

Silva et al. (2016) testaram 25 gendtipos de cana-de-agucar com rela¢do ao parasitismo de
M. incognita e M. javanica. O inoculo inicial foi de 9 mil ovos do nematoide/planta e aos 120
dias ap0s a infestacdo do solo foi feita a avaliacdo. O FR do nematoide foi superior em M.

javanica em 16 dos 25 gendtipos testados. J& em M. incognita a multiplicagdo foi superior em
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9 dentre os 25 genotipos testados. Nao foram encontrados genoétipos resistentes, com FR < 1,
porém, alguns materiais demonstraram ser tolerantes aos nematoides testados. Percebe-se a

complicada relacdo existente entre cada genotipo avaliado e as espécies de nematoides testadas.

Ferreira et al. (2017) avaliando o efeito de diferentes espécies de Bacillus no controle de
M. incognita e M. javanica e no desenvolvimento de plantas de cana-de-acUcar utilizando
mudas da variedade RB 86-7515 e testando as bactérias: B. subtilis (10 L/ha), B. firmus (10
L/ha), B. amyloliquefaciens (10 L/ha) e o nematicida carbofurano 350 SC (5 L/ha — tratamento
padrdo), com indculo inicial do nematoide de 5.000 ovos e avaliacdo feita aos 100 e aos 150
dias apds a inoculacdo do nematoide, relataram que todos os tratamentos promoveram o
aumento no numero de perfilhos. Desta forma, os tratamentos testados proporcionaram bom
desenvolvimento vegetativo das plantas, estimulando a producgéo de brotacdes laterais, apesar
de ndo terem controlado os nematoides testados. Os autores também observaram maior

multiplicacdo de M. incognita em relacdo a M. javanica.

Os dados obtidos neste trabalho s&o, de certa forma, semelhantes aos encontrados no
trabalho de Ferreira et al. (2017), em que nenhum dos tratamentos biol6gicos conseguiu conter
a multiplicacdo dos nematoides testados. Parte deste cenario pode ser atribuida ao extenso
tempo de experimentacdo (mais de 100 dias) sem o devido aporte de matéria organica no solo,
comprometendo as condic¢des fisicas e ambientais especificas, e ndo permitindo que as bactérias

expressem todo o seu potencial neste longo periodo de tempo.

Nunes et al. 2010, relataram moderada reducédo na multiplicacdo de M. incognita na cultura
da soja utilizando agentes de controle bioldgicos e quimicos, dentre eles o produto Nemix,
testados no tratamento de sementes e com aplicacdo posterior na parte aérea das plantas com
ensaio sendo realizado em casa de vegetacdo. J& em campo Nunes et al. (2008), relataram que
ndo houve reducdo do namero de juvenis no solo e de juvenis e ovos de M. incognita e
Heterodera glycines nas raizes de plantas de soja mediante tratamento com os produtos

bioldgicos testados.

Vaz et. al. (2011), testando isolados de B. subtilis na microbiolizagdo de sementes de
tomate, também ndo obtiveram reducdo no ndmero de galhas e no nimero de ovos de M.

javanica e M. incognita em populagdes puras ou mistas, para nenhum dos tratamentos testados.

Pinho, (2008), estudando o efeito de diversos isolados de bactérias endofiticas nos danos

e reproducdo de M. incognita, e a relagdo de antagonismo com a colonizacdo de raizes de



62

tomateiro relatou que dos 39 isolados bacterianos endofiticos testados, 15 reduziram
concomitantemente galhas, massas de ovos e ovos por grama de raiz e apenas trés nao
colonizaram as raizes do tomateiro, correspondendo a 80% a taxa de microrganismos que
possibilitaram o controle e também colonizaram as raizes das plantas. Dentre as estirpes de
Bacillus testadas estavam B. pumillus e B. amyloliquefaciens, as quais também colonizaram, as
raizes do tomateiro. Outro isolado de B. amyloliquefaciens testado, ndo reduziu o nimero de
ovos por grama de raiz. Neste mesmo trabalho, utilizando-se plantas de tomate com inoculo
inicial de 400 ovos por planta e com duragdo do experimento por 30 dias, 0 melhor tratamento
relatado foi Acinetobacter johnsonii que apresentou como média de dois ensaios o valor de
9.823,67 ovos por grama de raiz. A média da testemunha por sua vez foi de 16.312,16 ovos por
grama de raiz havendo reducéo de 60% neste tratamento, valor que mesmo com uma excelente

reducdo quando comparado ao controle, é considerado muito elevado.

Medeiros et al., (2009) trabalhando com 117 estirpes oriundas da Colec¢éo de Culturas do
Laboratorio de Bacteriologia de Plantas da UFRPE relatou inconsisténcia nos resultados onde
em um primeiro experimento com bactérias endofiticas encontrou 2 estirpes (ENM7 e ENM10)
que se destacaram por seu potencial para controlar a infeccdo por nematoide das galhas em
meldo, uma vez que reduziram significativamente o indice de galhas e a massa de ovos e um
outro isolado (ENM51) induziu um menor nimero de massa de ovos. Esses isolados que foram
caracterizados como Bacillus reduziram o indice de galhas e a massa de ovos em até 40 e
64%. Em um segundo experimento testando novamente as estirpes selecionadas de forma
isolada e em conjunto ndo foi observada nenhuma reducédo no indice de galhas ou massa de

ovos, em desacordo com os resultados observados no primeiro experimento.

Medeiros et al. (2009) justificam ainda que muitos resultados insatisfatorios encontrados
podem ser decorrentes do baixo tempo de inoculagdo, que por ser muito curto, ndo permitem o
estabelecimento da bactéria e a producdo de substancias em concentracdo suficiente para serem

tédxicas aos nematoides.

Neste trabalho, o periodo da inoculacéo da bactéria até 0 momento da infestacdo com os
nematoides foi de 15 dias, e mesmo assim os resultados encontrados ndo foram os esperados.
Dessa forma, estudos futuros devem considerar a microbiolizagdo da semente, de modo a
aumentar o tempo de exposicao das raizes as bactérias, permitindo que haja o tempo necessario
para o estabelecimento e multiplicacdo, sendo uma nova inoculagdo feita no momento do

transplante. Pode-se pensar também em inocular diretamente o solo, todavia mediante a
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presenca de matéria organica para que 0 microrganismo testado possa colonizé-la e se

multiplique, criando um ambiente supressivo ao nematoide.

5.1.3.2 Massa Fresca da raiz

Para a variavel massa fresca de raiz do tomateiro (Tabela 9), percebeu-se que ndo houve
efeito da interacdo entre as espécies de nematoide e os tratamentos, dessa forma, houve um
comportamento semelhante dos dados, independente se a espécie em questdo foi M. incognita

ou M. javanica.

Os dados demonstram que a varidvel massa de raiz foi influenciada pelos tratamentos. As
médias foram agrupadas em 2 grupos: 0s tratamentos biologicos apresentaram 0s maiores
resultados, porém, sem apresentar diferenca estatistica entre eles e se igualando ao controle,
diferindo apenas dos tratamentos quimicos que apresentaram os menores valores de massa de

raiz.

Tabela 9. Massa fresca da raiz (g) de plantas de tomate infestadas com as espécies M. incognita

ou M. javanica e submetidas a diferentes tratamentos.

Massa de Raiz (g)

Tratamento Média CV Grupo!
1930 57,05 24.47 a
906 60,8 14.08 a
AD1 51,15 18.01 ab
AD2 40,5 22.53 b
Controle 61.5 31.50 a
NemaControl 56,2 22.60 a
Nemix 57,6 30.71 a

!Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5 % de
probabilidade. AD1: Produto quimico pulverizado na parte aérea. AD2: Produto quimico pulverizado

na cova de plantio.

Os tratamentos quimicos, AD1 e AD2, foram estatisticamente iguais, apresentando 0s
menores pesos de raiz. Este menor peso de raiz pode ser associado a menor reproducdo do
nematoide sendo que, nos demais tratamentos houve uma maior reproduc¢do do nematoide e um

maior peso de raiz, relacionada a quantidade de galhas presentes no sistema radicular.
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Nunes et al. (2010), avaliando a massa da matéria seca das raizes de soja ap0s tratamento
com 0s agentes biol6gicos e o agente quimico, relatou que o tratamento quimico a base de
Aldicarb igualou-se estatisticamente aos demais tratamento, ndo influenciando na matéria seca
daraiz da soja. Em ensaio utilizando-se de plantas de algod&o e testando-se produtos biolégicos
e um quimico, Montalvao (2016), relatou que aos 200 dias de avalia¢do, o tratamento quimico
a base do nematicida Furadan influenciou negativamente a massa fresca e a massa seca da raiz

do algodoeiro, diferindo, em ambos 0s casos, dos demais tratamentos testados.

Apesar dos resultados encontrados por Montalvéo, normalmente ndo sédo encontrados
sintomas de fitotoxidez, principalmente porque os produtos séo utilizados no sulco de plantio
ou no tratamento de sementes, normalmente em doses baixas. Uzuele (2016), em seu trabalho
também testou um novo nematicida na soja, milho e algodao, avaliando os possiveis efeitos
fitotoxicos do tratamento de sementes nessas culturas e o controle dos seguintes nematoides:
H. glycines, M. javanica e Pratylenchus brachyurus na soja, M. incognita e P. zeae no milho,
e M. incognita no algoddo. Nas trés culturas os tratamentos foram a base de Imidaclopidro +
Tiodicarbe, e do novo nematicida Tioxazafem testado em doses crescentes no tratamento de
sementes. Os tratamentos testados ndo apresentaram efeitos fitotdxicos nas culturas testadas,

além de uma boa ac¢do nematicida para os nematoides descritos.

Contudo, neste trabalho observou-se que apesar do menor peso de raiz, os tratamentos
quimicos foram os que garantiram a menor reproducdo do nematoide, deixando a planta

praticamente isenta dos patdgenos por um periodo de tempo maior.

5.1.3.3 Indice de galhas e indice de massas de ovos

As variaveis indice de galhas e indice de massa de ovos representam uma informacao
relevante pois os seus valores sdo utilizados como variaveis que quantificam a reproducédo do
nematoide. Para estas variaveis utiliza-se uma escala padronizada por Hadisoeganda e Nasser

(1981) apresentada na Tabela 2 descrita anteriormente.

O valor m&ximo da escala é o numero 5, obtido quando a raiz em observagéo atinge 100
ou mais galhas ou massas de ovos, interrompendo assim a contagem. Realizou-se uma anélise
de variancia dos dados e o agrupamento foi feito pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade
(Tabela 10).
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Tabela 10: Valores da escala de Hadisoeganda e Nasser (1981) aplicadas ao numero de galhas
para M. incognita e M. javanica em fungéo dos tratamentos.

indice de galhas

Meloidogyne incognita Meloidogyne javanica
Tratamento Médias! Tratamento Médias?
1930 5a 1930 5a
906 5a 906 5a
Controle 5a Controle 5a
NemaControl 5a NemaControl 5a
Nemix 5a Nemix 5a
AD1 2.8b AD1 48a
AD2 2.2b AD2 2.2b
CV (%) 0,18 CV (%) 0,45

CV: Coeficiente de variagdo. AD1: Produto quimico pulverizado na parte aérea. AD2: Produto

guimico pulverizado na cova de plantio.

Percebe-se que o comportamento das duas espécies de nematoides foi bastante semelhante,
0 que também pode ser observado através da distribuicdo de frequéncia dos dados amostrados
(Figura 6), 77% das amostras apresentando 100 ou mais galhas no sistema radicular,

independentemente da espécie de nematoide e dos tratamentos avaliados.

Para as duas espécies de nematoides citadas acima, nenhum dos tratamentos biolégicos foi
capaz de interferir na formacéo das galhas. Apenas o controle quimico retardou e reduziu a sua

formacg&o implicando diretamente no seu FR (Tabela 7).

Pelo fato de haver poucas observacgdes de dados nas escalas de 1 a 4, optou-se por realizar
uma andlise béasica para verificar se em 45 dias 0 nimero de galhas ja havia ou ndo atingido a

quantidade igual ou superior a nota 5 da escala de Hadisoeganda e Nasser (1981).
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Figura 6. Distribuicdo de frequéncia para a varidvel resposta indice de galhas observada aos
45 dias para as espécies M. incognita e M. javanica.

Assim a variavel resposta Y, dicotomizada passou a ser Y = 0 para indicar que o indice de
massa de ovos é menor que a quantidade inicial da escala 5 (< 100), e Y = 1 para indicar que o

indice de massa de ovos é maior ou igual a quantidade inicial da escala 5 (>100).

Tabela 11: Distribui¢do de frequéncia de ocorréncia de escala 5 de numero de galhas por
tratamento independente da espécie de nematoide avaliada.

1930 906 AD1 AD?2 Controle NemaControl  Nemix
Y=0 0 0 6 10 0 0 0
Y=1 10 10 4 0 10 10 10

AD1: Produto quimico pulverizado na parte aérea. AD2: Produto quimico pulverizado na cova de
plantio.

Conforme se observa na Tabela 11, aos 45 dias, o tratamento quimico pulverizado na cova
de plantio (AD2) apresentou valor abaixo da escala 5, enquanto que o tratamento quimico
pulverizado na parte aérea (AD1) apresentou pequeno efeito de reducdo (6 a 4) em termos de
apresentacao ou ndo do nimero de galhas em escala 5. Todas as plantas dos demais tratamentos
apresentaram valor 5 na escala ap6s 45 dias da inoculagdo. Em concluséo, o tratamento AD2
foi 0 Unico a “retardar” a quantidade de massa de ovos para valor abaixo da amplitude da escala

5 aos 45 dias, se comparados com o0s demais tratamentos.

Para a variavel indice de massa de ovos o0s tratamentos quimicos diferiram dos demais

tratamentos, reduzindo os valores das escalas aplicados as massas de ovos (Tabela 12).
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Tabela 12: Valores da escala de Hadisoeganda e Nasser (1981) aplicadas ao niUmero de massa
de ovos para M. incognita e M. javanica em funcdo dos tratamentos.

Massa de ovos

M. incognita® M. javanica?

Fator Médias Grupos Fator Médias Grupos
1930 5 a 1930 5 a
906 5 a 906 5 a
CONTROLE 5 a CONTROLE 5 a
NemaControl 5 a NemaControl 5 a
Nemix 5 a Nemix 5 a
AD1 2.4 b AD1 4 b
AD?2 2.2 b AD2 14 c

ADL1: Produto quimico pulverizado na parte aérea. AD2: Produto quimico pulverizado na cova de

plantio.

Para a espécie M. javanica houve diferenca estatistica entre os tratamentos quimicos, sendo
que o tratamento pulverizado na parte aérea (AD1) apresentou resultados de nimero de massa
de ovos superior ao tratamento quimico pulverizado na cova de plantio (AD2) e ambos
diferindo dos demais tratamentos. No caso do nematoide M. incognita, os tratamentos quimicos
(AD1 e AD?2) diferiram dos demais tratamentos sem diferir entre si. O gréafico de distribuicéo
de frequéncia para massa de ovos (Figura 7) demonstra que 71% das amostras foram atribuidas
ao valor 5 na escala, igualando ou ultrapassando o valor de 100 massas de ovos

independentemente da espécie de nematoide e dos tratamentos avaliados.
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Figura 7. Distribuicdo de frequéncia para a variavel resposta indice de massa de ovos observada
aos 45 dias para as espécies M. incognita e M. javanica.
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Conforme se observa na Tabela 13, aos 45 dias, os tratamentos quimicos (AD1 e AD2)
apresentaram valor abaixo da escala 5 e todos 0s demais apresentaram valor da escala 5. Em
conclusdo, a amostra aponta evidéncias em favor dos tratamentos AD1 e AD2 ainda
“retardarem” a formacéo de massas de ovos para valor abaixo da amplitude da escala 5 aos 45

dias, se comparados com os demais tratamentos.

Tabela 13: Distribuicdo de frequéncia de ocorréncia de escala 5 de massa de ovos por
tratamento independente da espécie de nematoide avaliada.

1930 906 AD1 AD2 Controle  NemaControl = Nemix
Y=0 0 0 10 10 0 0 0
Y=1 10 10 0 0 10 10 10

Normalmente, valores muito baixos dessas duas variaveis analisadas estdo relacionados a
plantas com algum grau de resisténcia aos nematoides em ensaios de competicGes de
variedades. Normalmente, na auséncia de galhas ndo ha a formacdo de massas de ovos e as
cultivares testadas podem influenciar na quantidade de massas e na qualidade, influenciando
sua viabilidade ou mesmo a quantidade de ovos em seu interior. Semelhantemente, as escalas
de notas associadas aos valores encontrados pelos tratamentos quimicos pulverizado na parte

aérea (AD1) e pulverizado na cova de plantio (AD2) foram bastante satisfatorios.

Através dos resultados obtidos é possivel perceber a dificuldade em encontrar isolados que
proporcionem uma reducdo no numero de galhas e no nimero de massa de ovos dos nematoides
testados. Por exemplo, Freitas et al. (2005) relataram que de 264 isolados de solo rizosférico de
tomate testados para controlar M. javanica e M. incognita, 15 rizobactérias foram pré-
selecionadas e apenas 6 diminuiram com sucesso 0 nimero de galhas em M. javanica e oito

isolados em M. incognita.

Muitas vezes pode ocorrer ainda o fato de algumas estirpes estimularem ou favorecem
estas varidveis analisadas. Nesse sentido, Coimbrae Campos (2005), ao avaliarem 49
rizobactérias para controlar M. javanica em tomateiro, encontraram que 69% e 6% dos isolados

reduziram e aumentaram, respectivamente, o nimero de galhas por grama de raiz.

A ocorréncia desses fatos ndo é incomum, Fernandes et al. (2013) avaliando o potencial de
isolados de Bacillus spp. no controle de M. javanica em feijoeiro cultivados em casa de
vegetacdo, relatou que no tratamento onde se misturou 4 isolados que estavam sendo testados

e também quando usados de forma separada, houve um numero de galhas superior ao
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encontrado no tratamento controle. Essa situacdo foi constatada mesmo quando um desses
tratamentos tenha apresentado redugdo em 4 vezes no nimero de galhas quando comparado ao
tratamento controle. Desta forma, constatou-se que houve antagonismo na associacao entre 0s

isolados bacterianos testados.

Nunes et al. (2010), em estudo com agentes microbianos e quimicos, para controle da
meloidoginose em soja, concluiram que apenas o controle quimico proporcionou o controle de
formas ativas e ovos do parasita. Os resultados demonstraram que nas condigdes descritas
apenas o controle quimico foi eficiente em reduzir os coeficientes de reproducéo avaliados neste

trabalho de forma significativa.

5.2 Ensaio de promocéao de crescimento

Através dos dados de alturas de plantas obtidos neste experimento (Tabela 14), foi possivel
identificar uma diferenca estatistica entre os tratamentos, indicando um melhor e mais rapido
estabelecimento da cultura tratada com estes tratamentos até proximo dos 30 dias ap06s o

transplante, quando entdo, todos os tratamentos se igualaram estatisticamente em altura.

Tabela 14: Efeito dos tratamentos sobre a altura de plantas de tomate nas diferentes avaliacdes.

Dias ap0s o Transplante (cm)

Tratamentos 20 27 35 70

1930 42,16 a 60,17 a 77,83 a 118,66 a
906 32,67 ¢ 51,5ab 72,17 a 107,5ab
Controle 30c 49,83 b 74,5a 109,33 ab
NemaControl 40,83 ab 55 ab 75a 108,17 ab

Nemix 44,33a 58,33 ab 725a 101 b

AD 34,5 bc 53,17 ab 73,67 a 117 a

CV (%) 10,30 10,44 7,97 9,78

CV: Coeficiente de variacdo. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de

Tukey, a 0,5 % de probabilidade. AD: Tratamento quimico pulverizado na parte aérea.
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O tratamento que apresentou maior altura de plantas aos 20 e 27 dias apds o transplante foi
0 tratamento com a estirpe 1930, diferindo do controle e dos demais tratamentos. Ao todo, trés
tratamentos diferiram do controle na primeira avaliacdo, 1930, NemaControl e Nemix, 0s

demais ndo diferiram do tratamento controle.

Diversos fatores podem estar associados a estes resultados, como por exemplo, a
capacidade da bactéria de colonizar as plantas de forma endofitica, a solubilizacéo de nutrientes,
a fixacdo de nitrogénio, a producdo de sideréforos e a produgdo de horménios, como a auxina
e também de substancias de defesas, relacionadas a inducao de resisténcia a patégenos.

Jayakumar et al. (2018) trabalhando com um isolado endofitico de Bacillus sp. denominado
Fcl1, isolado de Curcuma longa, verificaram diversas propriedades de mecanismos promotores
de crescimento e de biocontrole de patégenos. Verificou-se que a estirpe estudada possuia
propriedades de producdo de &cido indolacético (AlA) e a enzima l-aminociclopropano-1-
carboxilato (ACC) desaminase, responsavel pela degradacdo de ACC (precursor do etileno) em
amoOnia e a-cetobutirato, capazes de promover o crescimento de plantas através da reducdo dos
niveis de etileno na planta, e também, pela fixagdo de nitrogénio. Foi verificado ainda que o
isolado conseguiu inibir diversos fitopatdgenos, tais como, Rhizoctonia solani, Phytophthora
infestans, Pythium myriotylum, Sclerotium rolfsii, Colletotrichum acutatum, Fusarium
oxysporum e Corynespora cassiicola quando cultivados em cultura dupla em placa de petri.
Pela analise de cromatografia liquida, a base quimica de sua atividade antifingica provou ser
devida a producdo de iturina A e uma mistura de compostos de surfactina. Além disso,
verificou-se que o organismo induziu o crescimento de plantas de feijdo de corda (Vigha
unguiculata), aumentou o comprimento das raizes e sua quantidade e conferiu resisténcia a

doencas in vivo.

Desta forma, percebe-se de quantas maneiras pode haver interacdo entre 0 microrganismo
e a planta. Normalmente em estudos dessa natureza muitos fatores sdo avaliados de forma
isolada, porém, as complexas relagdes e interacBes existentes entre as bactérias e as plantas,
devem ser estudadas de forma abrangente, visualizando assim formas de se gerenciar ou

manejar os estresses bioticos e abidticos que podem ocorrer nas culturas.

5.2.1 Massa fresca e saca da raiz
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Ap0s a conclusdo do ensaio de promogao de crescimento mediu-se a massa fresca e a massa
seca da raiz das plantas. Os resultados obtidos (Tabela 15) demonstraram que ndo houve
diferenca estatistica no incremento da massa do sistema radicular das plantas pelos tratamentos

avaliados.

Tabela 15: Valores de massa fresca e massa seca de raiz de tomateiro.

Massa de raiz (g)

Massa Fresca Massa Seca

Fator Médias Fator Médias
1930 46 a 1930 20,3 a
906 58,8 a 906 25,7a
Controle 535a Controle 22,7a
NemaControl 554a NemaControl 22,8a
Nemix 61,4 a Nemix 29,3 a
AD 55,4 a AD 249 a

CV (%) 36 27,99

CV: Coeficiente de variacdo. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de

Tukey, a 0,5 % de probabilidade. AD: Tratamento quimico pulverizado na parte aérea.

Egamberdieva et al. (2017) com o objetivo de isolar bactérias endofiticas ndo-rizobianas
dos nddulos radiculares do grdo-de-bico (Cicer arietinum L.) e avaliar sua capacidade de
melhorar o crescimento e o desempenho simbidtico das plantas e controlar a podriddo radicular
no grao-de-bico sob condicdes salinas, encontraram um total de 40 isolados bacterianos de
tecidos radiculares internos de gréo-de-bico. Quatro isolados bacterianos foram selecionados,
nomeadamente Bacillus cereus NUU1, Achromobacter xylosoxidans NUUZ2, Bacillus
thuringiensis NUU3, e Bacillus subtilis NUU4, que demonstraram possuir caracteristicas
benéficas para a planta e/ou atividade antagbnica contra Fusarium solani. A linhagem B.
subtilis NUU4 demonstrou significativa capacidade de promogéo do crescimento das plantas,
melhorando o desempenho simbidtico da planta hospedeira com rizobio, aumentando a altura
da parte aérea, 0 nimero de nddulos, 0 peso seco da raiz e 0 peso seco da parte aérea sob
condicdes de solo salino, e ainda promovendo rendimento em solo salino quando comparado
ao tratamento controle. Além disso, o isolado bacteriano foi capaz de reduzir a taxa de infeccéo

da podridéo radicular no grao-de-bico causada por F. solani.
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Selvakumar et al. (2008) avaliando as bactérias presentes nos nédulos de Kudzu (Pueraria
thunbergiana) isolaram e caracterizaram trés bactérias promotoras do crescimento de plantas a
partir de nodulos esterilizados na superficie da raiz de Kudzu. Com base no sequenciamento do
gene 16S rRNA, os isolados foram designados como Bacillus thuringiensis KR-1, Enterobacter
asburiae KR-3 e Serratia marcescens KR-4. Em condigdes in vitro, todos os trés isolados foram
descritos como produtores de acido indolacético, e de outros atributos de promocdo do
crescimento de plantas, como a solubilizacéo de fdésforo, a producédo de cianeto de hidrogénio
(HCN), onde segundo o autor, a producao e liberacdo de HCN por microrganismos rizosféricos
tem sido proposta como uma possivel linha de defesa contra fitopatogenos. Todos 0s trés
isolados em condicOes de casa de vegetacdo promoveram crescimento do comprimento das
raizes e da parte aérea das plantulas de trigo, com aumento concomitante da biomassa seca da
parte aérea e da raiz quando comparadas ao controle e influenciaram positivamente 0s

parametros de absorcéo de nutrientes das plantulas de trigo testadas.

Szilagyi-Zecchin et al., (2015), verificando a atuacdo da bactéria Bacillus
amyloliquefaciens subsp. plantarum FZB42, na producdo de mudas organicas de duas
cultivares (Santa Clara 1-5300 e Cereja 261) de tomateiro mediante a inoculagdo nas sementes
e também investigando as caracteristicas bacterianas relacionadas com a promocdo do
crescimento vegetal. Verificaram que a estirpe FZB-42 proporcionou estimulo ao crescimento
da parte aérea na concentracdao de 20% nas plantulas da cv Cereja. Na producdo de mudas, a
bactéria FZB42 na concentracdo de 20% promoveu 0 crescimento enquanto a concentracao de
80% o reduziu. A inoculacdo nas duas concentra¢des aumentou os teores clorofila a, b e totais
das mudas de tomateiro. Nas raizes das mudas, o volume e a massa seca foram inferiores a
testemunha, quando inoculado com FZB42 a 80%. FZB42 na concentragdo de 20% ndo diferiu

da testemunha, para as trés variaveis radiculares avaliadas

Dessa forma, é possivel observar que na concentragdo maior do isolado FZB42, houve
influéncia negativa na massa da raiz. O autor relaciona esses resultados a alta concentracdo de
auxina com consequente inducdo a producgéo de etileno, um inibidor do crescimento da raiz.
Segundo Taiz e Zeiger (2004) baixas concentra¢des de auxina promovem o crescimento de
raizes, enquanto que altas concentracdes inibem o crescimento. Dessa forma, as raizes precisam
de uma concentracdo minima de auxina para crescerem, porem, sdo fortemente inibidas na
presenca de altas concentragdes que promovam o crescimento de parte aérea. A estirpe FZB42

apresentou resultados positivos para producéo de compostos inddlicos e sideroforos, e na dose
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de 20%, mostrou-se vantajosa na producdo de mudas, ao aumentar a parte aérea em 47,7% na
cultivar Santa Clara, e 15,5% na cultivar Cereja, quando comparados a testemunha.

Percebe-se que praticamente todos os tratamentos analisados proporcionaram um bom
desenvolvimento inicial da parte aérea das plantas de tomate, porém, o valor médio de massa
seca e de massa fresca de raiz ndo apresentou diferenca estatisticamente significativa entre os
tratamentos. Analisando os resultados e comparando-os aos trabalhos citados anteriormente,
pode-se presumir que uma das causas do ndo incremento da massa fresca e massa seca pode ser
a presenca de grande quantidade de auxina nos periodos iniciais, 0 que levou a um répido
crescimento vegetativo e a ndo producdo de raiz em quantidade suficiente para diferir dos

demais tratamentos.

5.3 Deteccdo de genes de producéo de crescimento

Através dos dados obtidos e apresentados na Tabela 16 ¢é possivel observar que as duas
estirpes provenientes do banco apresentam genes relacionados a producdo de crescimento.
Apesar de apresentar genes relacionados a solubilizacdo de fosfatos e a producdo de auxinas, 0
tratamento 906, ndo foi capaz de garantir um crescimento inicial tdo vigoroso quanto o da
estirpe 1930. As demais bactérias oriundas dos produtos biol6gicos ndo demonstraram nenhum

resultado quanto a presenca dos genes testados.

Tabela 16. Caracterizacdo molecular das estirpes de Bacillus para a presenca dos genes de

promogéo de crescimento vegetal.

Estirpes Soluk]zilizagéo de P(odu,géo de IAM 1 LAM 2
osfato siderdforos

*S29 + + + +

1930 + - + -

906 + - - +

NemaControl - - - -

Nemix - - - -
Deteccdo de genes: + = Detectado; - = Ndo detectado. * = Estirpe controle. IAM 1 e 2:

Precursoras do AlA.

Caixeta (2015), avaliando a capacidade de promocao de crescimento por estirpes de B.
thuringiensis identificou que as 100 estirpes analisadas ndo apresentaram capacidade de fixagéo
de nitrogénio, solubilizacdo de fosfato e producdo de sideroforos in vitro, porém, 100% das

amostras foram positivas para a producdo de AIA em quantidade que variou de 1,17 uyg mL* a
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7,44 ng mLt. Das 100 estirpes analisadas 45 apresentaram amplicons esperados para todos os
genes avaliados, sendo que 71 estirpes apresentaram amplicons de tamanhos esperados para o
gene codificador da enzima fosfatase &cida e 57 foram positivos para os genes da via de sintese
de siderdforos. Os genes envolvidos nas rotas de biossintese do horménio AIA se mostraram
mais frequentes em estirpes de Bt, sendo que das estirpes analisadas 91 foram positivas para a
presenca do gene ipdC, 97 para 0s genes iam1 e 93 para 0 gene iam2.

Smyth et al. (2011) em seu estudo, relataram que a producdo de fatores comumente
associados com a atividade de promocdo de crescimento avaliados in vitro ndo sdo fortes
indicios dos efeitos de crescimento ou producdo em plantas em pleno desenvolvimento. Em
particular, o isolado de Pseudomonas fluorescens MKB37 que melhorou significativamente o
rendimento de grdos, exibiu mineralizacdo de fosfato, producdo de sider6foros, producdo de
protease e atividade da ACC desaminase, mas nédo teve efeito significativo na promocao do
crescimento de plantulas e ndo produziu auxina in vitro. Por outro lado, Micrococcus luteus
MKB24, que produziu o maior nivel de auxina, influenciou significativamente o comprimento
do coledptilo em testes de germinacdo, mas ndo teve efeito significativo na promog¢édo de
crescimento e aumento do rendimento em condigdes de casa de vegetacdo. Da mesma forma,
ndo houve associacdo entre a atividade da ACC desaminase e a promogéo do crescimento das

plantas.

Shao et al. (2015) realizando experimentos em casa de vegetacdo com o isolado SQR9 da
espécie B. amyloliquefaciens demostraram que a producdo de AIA de forma isolada ndo pode
explicar os efeitos gerais observados no crescimento de plantas, uma vez que sua estimulagéo
pode ser atribuida a multiplos fatores, incluindo geracdo de fitohormonios, producdo de

compostos volateis e liberacdo de enzimas extracelulares.

Apesar da falta de correlacdo entre os resultados dos testes in vitro e in vivo, a
caracterizacdo das estirpes ndo pode deixar de ser feita, principalmente devido ao grande
numero de estirpes testadas em avaliacdes de bioprospeccdo (BENEDUZI et al., 2008; GOES
etal., 2012; CAIXETA, 2015).

Para o desenvolvimento de ferramentas biotecnologicas com microrganismos promotores
de crescimento e também controladores de fitopatdgenos devem-se realizar inicialmente testes
de colonizacéo radicular. Apos isso, realizar a avaliagdo das estirpes em casa de vegetacédo e
em campo, para poder afirmar o seu potencial como bioinoculante agricola. Lugtenberg e
Kamilova (2009) relatam que testes de colonizacao do sistema radicular das plantas devem ser
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realizados com as estirpes testadas como promotoras de crescimento. Dessa forma, somente
terdo a capacidade de promover o crescimento se conseguirem colonizar e sobreviver na

rizosfera plantas.
5.4 Selecdo molecular de estirpes de B. thuringiensis toxicas a M. incognita.

Os resultados revelaram uma presenga muito baixa do gene nematicida cry6 nas estirpes
selecionadas. Apenas uma estirpe apresentou o gene cry6, a estirpe S1617, representando

apenas 2% do total da amostra analisada (Tabela 17).

De acordo com a metodologia utilizada no trabalho, buscou-se apenas a detec¢do do gene
cry6, dessa forma, ndo se pode afirmar que as estirpes trabalhadas ndo sao produtoras de outras

proteinas nematicidas.

Tabela 17. Resultado das estirpes avaliadas para presenca do gene cry6.

Estirpe Resultado Estirpe Resultado Estirpe Resultado

S601 - 52558 - S65 -
S906 - S70 - S73 -
S907 - S2538 - S92 -
S908 - S1338 - S89 -
S1705 - S1577 - S85 -
S2493 * S13 - S75 -
S53 - S69 - S93 -
S1450 - S83 - S78 -
S2195 - S1783 - S86 -
S2193 - S72 - S90 -
S09 - S76 - S43 -
S1930 - S74 - S348 -
S2548 - S108 - S256 -
S1617 + S518 - S1615 -
51620 - S99 - S1295 -
S1615 - S278 - S279 -

- . Sem amplificagéo; + : Com amplificacéo. *: Estirpe Controle positivo.
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Diferentemente do trabalho de Jouzani et al. (2008) onde foram testados 70 isolados de Bt
usando 12 iniciadores especificos para 0s genes cry5, cry6, cryl2, cryl3, cryl4 e cry2l, que
codificam proteinas ativas contra nematoides, e encontraram 22 isolados (31,5%) que contém
no minimo um gene cry ativo contra nematoides. As estirpes contendo o gene cry6 foram as
mais abundantes e representam 22,8% dos isolados. Cepas de Bt contendo genes cryl4 também
foram abundantes (14,2%). Os genes cry21 e cry5 foram menos abundantes, e encontrados em
4,2% e 2,8% das estirpes, respectivamente. Por outro lado, Bravo et al. (1998) analisando com
base em PCR multiplex com primers gerais e especificos, um total de 496 amostras de Bacillus
thuringiensis que foram isoladas de 503 amostras de solo coletadas das cinco macrorregides do
México, encontraram que das proteinas que sdo nematicidas e foram analisadas neste trabalho
(Cry5, Cry12, Cry13 e Cry14) nenhuma estirpe carregando 0s genes cry5, cryl2, cryl3, cryl4

ou cry21 foi encontrada.
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6. CONCLUSOES

e Definiu-se uma metodologia de bioensaio in vitro utilizando-se Bacillus thuringiensis e
o resorcinol como indutor de ingestao de proteinas em M. incognita.

e EXxistem estirpes toxicas ao nematoide M. incognita in vitro e que possuem seu potencial
aumentado com o uso do resorcinol.

e Os tratamentos bioldgicos ndo apresentaram resultados satisfatorios de controle dos
nematoides M. incognita e M. javanica quando testados in vivo.

e A estirpe S1617 apresentou resultado positivo para a amplificacdo do gene cry®6.

e Aestirpe S1930 apresentou resultados satisfatorios na promogéo de crescimento vegetal
até proximo aos 30 dias ap0s o transplantio das mudas de tomate.
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7. CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

e Estirpes de B. thuringiensis que sdo tdxicas contra M. incognita no meio EMBRAPA
testadas neste trabalho, precisam ser testadas em novos bioensaios com outras
concentragdes e também, outros meios de cultura que viabilizem a maior producao de
metabolitos secundarios para determinar a sua total toxicidade e também realizar

ensaios de sinergismos com as estirpes que se mostrarem mais toxicas.

e Devem ser realizados novos bioensaios com as proteinas purificadas Cry6 oriundas das
estirpes S2493 e S1617, associando com o uso do resorcinol para verificar o seu efeito

nematicida.

e Estirpes de B. thuringiensis possuem potencial para a promogéo de crescimento vegetal,
sendo necessario realizar ensaios em casa de vegetacdo com demais culturas para

selecionar a melhor estirpe para teste em campo.

e Apesar da deteccdo dos genes relacionados a promogdo de crescimento, devem ser
realizados ensaios para mensurar a producdo de auxina in vitro e a deteccdo da

solubilizacédo de fosfato e producéo de siderdforos.

e Os tratamentos bioldgicos ndo apresentaram resultados satisfatorios de controle dos
nematoides quando testados in vivo, porém, a estirpe 1930 foi a que apresentou 0 menor
fator de reproducdo na espécie M. incognita, sem diferir estatisticamente do tratamento

controle, devendo ser novamente testada em outras condi¢des.

e Encontrar estirpes toxicas a M. javanica, sendo que nenhum dos tratamentos biolégicos
foi capaz de reduzir seu FR.

e Avaliar a toxicidade de estirpes de Bt a indculos iniciais menores dos que foram

utilizados neste experimento (6.000 ovos).
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