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PROMOCAO DE CRESCIMENTO E CONTROLE DE INSETOS DAS ORDENS
LEPIDOPTERA E HEMIPTERA VIA COLONIZACAO SISTEMICA POR Bacillus
thuringiensis EM ALGODOEIRO E TOMATEIRO

RESUMO GERAL

As toxinas Bt tém sido usadas como bioinseticidas no controle de insetos da ordem Lepidoptera,
Coleoptera e Diptera, e algumas toxinas foram selecionadas para &caros, nematoides e insetos
sugadores (hemipteros). Foi demonstrado a capacidade de Bacillus thuringiensis em promover
crescimento de plantas de algoddo, além de possuir efeito tdxico sobre Spodoptera frugiperda.
A descoberta desta capacidade colonizadora do Bt, abriu perspectivas para novos estudos em
plantas e uso sobre insetos mastigadores e sugadores. Sendo assim, o objetivo deste estudo foi:
(a) avaliar o crescimento das plantas de algoddo em fungdo do método de inoculagdo por Bt e
avaliar o potencial germinativo de cultivares de algodao submetidas ao tratamento de sementes
com a bactéria; (b) avaliar o desenvolvimento de S. frugiperda alimentadas na sua fase larval
com plantas de algodoeiro endofiticamente colonizadas com Bt, e verificar o comportamento
de oviposicao das mariposas; (c) testar a habilidade de Bemisia tabaci em adquirir Bt e testar a
preferéncia de oviposicao por plantas inoculadas e ndo inoculadas com Bt; (d) avaliar os efeitos
da colonizacédo do tomateiro por estirpes de Bt na capacidade promotora crescimento do vegetal
e sua toxicidade sobre Helicoverpa armigera. Os ensaios realizados com plantas verificaram
que o tratamento com Bt afetou positivamente o indice de velocidade de emergéncia e o
desenvolvimento de plantas de algodoeiro com incremento de cerca de 30% no peso seco das
raizes da cultivar IMA 1318 e 14% no peso de raizes da cultivar BRS 8H. Cerca de 40% dos
genotipos testados foram afetados positivamente pelo uso de Bt no tratamento das sementes
sendo que a matéria seca das plantas da cultivar IMA 6035 B2RF aumentou em torno de 30%.
Quanto aos bioensaios com os insetos-praga foi observado que os tratamentos com Bt ndo
influenciaram negativamente na duracédo e na viabilidade de S. frugiperda. Apés o periodo de
72 horas, as plantas do tratamento testemunha apresentaram maior nimero de oviposi¢des do
que as plantas tratadas com a bactéria. No ensaio de translocacéo e aquisicao de Bt por B. tabaci
foi comprovada a colonizacdo endofitica nas plantas de algoddo com capacidade de ser
adquirida por adultos e ninfas B. tabaci durante a alimentacdo. Além disso, plantas que foram
tratadas com a estirpe S1806 apresentaram menor nimero de ovos de B. tabaci. O tomateiro
colonizado por Bt ndo apresentou diferencas de crescimento em relacdo as plantas ndo

colonizadas. A colonizacgéo e a translocacdo de Bt nas plantas de tomate foram confirmadas
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pela visualizagdo das suas estruturas por microscopia e pela recuperacdo do Bt das raizes, do
caule e das folhas de plantas tratadas com a estirpe S1450. Foi verificado um percentual de
13,3% de mortalidade de larvas de H. armigera alimentadas em plantas de tomateiro
inoculadas, mas ndo foi visualizado sintomas de intoxicacdo pela bactéria. Esses resultados
mostram que o uso do Bt como colonizador e endofitico de plantas possui potencial no controle

bioldgico de insetos-pragas e como promotor de crescimento de plantas de algodoeiro.

Palavras-chave: Bacillus, acdo endofitica, biocontrole, promotor de crescimento de plantas



GROWTH PROMOTION AND CONTROL OF INSECTS OF THE ORDERS
LEPIDOPTERA AND HEMIPTERA VIA SYSTEMIC COLONIZATION BY Bacillus
thuringiensis IN COTTON AND TOMATO

OVERVIEW

Bacillus thuringiensis (Bt) toxins have been used as bioinsecticides in the control of insect’s
orders Coleoptera, Lepidoptera and Diptera, and some toxins were selected for mites,
nematodes and in sucking insects of the order Hemiptera. The Bt demonstrated the ability to
induce growth of cotton plants, furthermore, to have toxic effect against Spodoptera frugiperda.
The discovery of this endophytic ability of Bt opened prospects for further studies using this
bioinsecticide against chewing and sucking insects, as well as in other plants species. Thus, the
objective of this study was: (a) to evaluate the growth of cotton plants according to the method
of inoculation by Bt and to evaluate the germination potential of cotton cultivars submitted to
seed treatment with the bacterium; (b) to evaluate the development of S. frugiperda fed in their
larval phase with cotton plants endophytically colonized with Bt and to verify the oviposition
behavior; (c) test the ability of Bemisia tabaci to acquire Bt and test the oviposition preference
in inoculated and non-inoculated plants with Bt; (d) to evaluate the effects of tomato
colonization by Bt strains on the growth promoter capacity and its toxicity on Helicoverpa
armigera. Plant trials showed that Bt treatment positively affected the rate of emergence speed
and the development of cotton plants with an increase of about 30% in the dry weight of the
roots of the cultivar IMA 1318 and 14% in the weight of the roots of the cultivar BRS 8H.
About 40% of the tested genotypes were positively affected by the use of Bt in the treatment of
the seeds and the dry matter of the plants of the cultivar IMA 6035 B2RF increased around
30%. As for the bioassays with the pest insects, it was observed that the treatments with Bt did
not negatively influence the duration and viability of S. frugiperda. After the 72 hour period,
the plants of the control treatment had a higher number of ovipositions than the plants treated
with the bacterium. In the assay of Bt translocation and acquisition by B. tabaci, the Bt
endophytic colonization in cotton plants with the ability to be acquired by B. tabaci adults and
nymphs during feeding was confirmed. Furthermore, plants that were treated with strain S1806
presented lower numbers of B. tabaci eggs. The tomato colonized with Bt showed no
differences for the growth of the plants. The colonization and translocation by Bt in tomato
plants were confirmed by visualization of their structures by microscopy and by Bt recovery of

roots, stem and leaves of plants treated with strain S1450. A percentage of 13,3% mortality of
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H. armigera larvae fed in the inoculated plant were verified, but no symptoms of bacterial
intoxication were observed. These results show that the use of Bt as colonizer and endophytic
of plants has potential in the biological control of insect pests and as growth promotion of cotton

plants.

Keywords: Bacillus, endophytic action, biocontrol, plant growth promotion
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1 INTRODUCAO GERAL

Nos sistemas de producdo agricola, a cultura do algodoeiro é considerada uma das mais
desafiadoras, devido a complexidade do manejo e ao elevado custo de produgdo. Ainda assim,
0 Brasil € um dos principais produtores e exportadores da fibra (Mapa, 2018; Abrapa, 2022). A
tomaticultura é outra cultura que também enfreta tais dificultades na produgéo, possui elevada
importancia comercial e é a segunda hortaliga mais cultivada no mundo (Conab, 2019).

O aumento da populagédo mundial vem elevando gradualmente a demanda por alimentos,
roupas e combustiveis em todo o planeta. Até o ano de 2050, estima-se que a populagdo mundial
crescerd em dois a trés bilhdes atingindo um nimero cerca de 10 bilhdes de pessoas. Para 0 ano
de 2100 espera-se que a populacdo ultrapasse 11,2 bilhGes de habitantes (FAO, 2020). As
expectativas das condigdes climéaticas também sdo sabidamente um grande desafio para o
desenvolvimento das plantas e as condigdes de sanidade dos cultivos (Embrapa, 2018).

Estas duas culturas, algoddo e tomate, hospedam varias espécies de insetos-praga,
obrigando o produtor a efetuar suscessivas pulverizagbes de pesticidas, muitas vezes,
indiscriminadas (Moura et al., 2014; Silva et al., 2018). O controle destes insetos-praga é um
dos fatores que mais oneram o0s custos de producdo. A espécie Spodoptera frugiperda (J. E.
Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) esta presente no algodoeiro e sua injdria pode ser percebida
durante todo ciclo da cultura, assim como a presenca danosa de Bemisia tabaci (Gennadius)
(Hemiptera: Aleyrodidae) predominante em quase todo o territdrio brasileiro (Miranda e Silva,
2022). A Helicoverpa armigera Hibner (Lepidoptera: Noctuidae) obteve o status de praga em
cultivos brasileiros, inclusive em cultivos de tomate e causou perdas econdémicas significativas
em varios estados brasileiros desde a sua introducéo no pais (Czepak et al., 2013; Pratissoli et
al., 2015).

A ocorréncia e permanéncia dessas pragas sdo beneficiadas pelos cultivos continuos e

sucessivos, predominantes no pais, assim como o controle através do uso de inseticidas



sintéticos em larga escala (Boica Junior, 2013; Embrapa, 2018). O controle de insetos-praga no
algodao e no tomate, além de onerar os custos de produgéo pelo elevado numero de aplicacoes
de inseticidas sintéticos, levam a selecdo de organismos-praga resistentes, riscos ambientais e
a salde humana (Moura et al., 2014; Gémez et al., 2018; Soberon et al., 2018).

A medida que ha expansdo da agricultura a demanda pelo uso de agrotoxicos cresce,
verifica-se os efeitos negativos sobre o ambiente e sobre as populag6es alvo e ndo alvo desta
forma de controle (Michaud et al., 2018; Souza et al., 2019). Um dos desafios para a
sustentabilidade dos sistemas de produgdo agricola estd na busca por novas medidas
ambientalmente amigaveis e que promovam mais resiliéncia dos cultivos (Embrapa, 2018).

O uso de microrganismos associados a plantas no controle de pragas e doencas tem sido
apontado como um método seguro e uma alternativa sustentavel para 0 manejo de pragas
(Valicente, 2019; Rocha et al., 2023; Faria et al., 2023). Atualmente, o Brasil é referéncia
mundial na utilizacdo de defensivos agricolas bioldgicos (CropLife Brasil, 2022). O uso do
controle biol6égico apresenta vantagens em relacdo ao controle quimico no que tange a
preservacao do ambiente, dos inimigos naturais, otimizacdo do uso dos pesticidas sintéticos
especialmente onde se observa perda de eficiéncia de controle e redugcdo no uso dos pesticidas
sintéticos (Parra e Coelho Jr., 2022).

Dentre as formas mais efetivas de controle, cita-se a adoc¢ao de produtos de baixo impacto,
como os formulados a base de Bacillus thuringiensis (Berliner), que podem produzir toxinas
altamente especificas aos seus insetos-alvo, a0 mesmo tempo em que Sdo indcuas ao ser
humano, aos vertebrados e plantas e ndo poluem o meio ambiente (Bravo et al., 2011; Monnerat
etal., 2015).

Estudos indicam a possibilidade de uso do B. thuringiensis através da colonizacéo de
tecidos de plantas de algodéo abrindo a possibilidade de uso endofitico deste organismo. Tais

estudos verificaram que a estirpe padréo de B. thuringiensis kurstaki HD-1 inoculada no solo



proximo as raizes de algodoeiro e de couve se espalhavam nos tecidos da parte aérea, chegando
aos insetos que se alimentavam dessas plantas (Monnerat et al., 2009; da Costa et al., 2020). Os
resultados apresentados mostram o potencial de pesquisa nessa area e comprovaram que
estirpes de B. thuringiensis podem atuar como organismos endofiticos em plantas, promovendo
0 incremento no seu crescimento, além da sua reconhecida capacidade toxica para lepidopteros-
praga.

Portanto, novas tecnologias vém sendo incorporadas ao sistema de producdo na busca da
garantia e elevagdo dos niveis atuais de produtividade, bem como na reducdo dos custos de
producdo no Brasil (Abrapa, 2015; Mapa, 2022). A utilizagdo de microrganismos endofiticos
na agricultura é uma ferramenta extremamente promissora que abre novas perspectivas de uso
do B. thuringiensis no desenvolvimento de plantas e no controle de insetos que que se
alimentam dessas plantas (Praga et al., 2012, Cunha et al., 2017; Garcia-Suarez et al., 2017; da
Costa et al., 2020).

Os estudos propostos neste trabalho podem colaborar para um maior entendimento da
interagcdo hospedeiro sistemicamente colonizado pelo B. thuringiensis no crescimento de
plantas de algodoeiro e de tomate, e no potencial toxico sobre S. frugiperda e H. armigera,
respectivamente. Podem permitir ainda avaliar o efeito do B. thuringiensis sobre o sugador B.

tabaci em plantas de algod&o inoculadas.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 A cultura do algodoeiro

O algodao é uma dicotileddnea, da familia Malvaceae, pertencente ao género Gossypium,
composto por mais de 50 espécies (Laws, 2013). O género Gossypium esta disperso em cinco
continentes, e as espécies responsaveis por maior parte da producdo mundial de algod&o séo G.

hirsutum L. e G. barbadense L. (Barros et al., 2020).



Gossypium hirsutum, conhecido como algodéo herbaceo ou anual, € a espécie de algodao
mais cultivada em todo o mundo, responsavel por cerca de 95% da producdo mundial devido
ao seu rendimento de fibras e por sua ampla adaptagdo ambiental (Lee e Fang, 2015). Todos 0s
anos, uma média de 35 milhdes de hectares de algoddo é plantada em todo o planeta (Abrapa,
2022).

A fibra produzida pela planta de algoddo é o principal produto e destinado,
prioritariamente, & inddstria téxtil. Os carocos sdo utilizados nas industrias de alimentos e de
racdes, devido ao acimulo de 6leos e proteinas, é utilizado também como matéria-prima e
transformado em energia renovavel na fabricacéo de biodiesel (Mapa, 2020).

O algodao € um produto de grande importancia social e econdémica para o Brasil, pois a
sua cadeia produtiva (téxtil, alimentacdo animal e humana, moda, entre outros) é importante
fonte de renda e empregos (Mapa, 2019; Abrapa, 2022).

O Brasil tem se destacado entre os cinco maiores produtores mundias da fibra ficando em
quarta posicéo logo atras da India, China, Estados Unidos e a frente do Paquistdo, e o quinto
maior em area plantada. Estes paises responderam por 75% de toda a fibra produzida no mundo
todo em 2021/2022. Atualmente, o Brasil € o segundo maior exportador e a China o maior
mercado consumidor e importador mundial da fibra de algodédo (ICAC, 2022).

A érea de producdo no Brasil foi de 1,6 milhdo de hectares na safra 2021/2022,
registrando uma producéo de 2.815,40 em toneladas da pluma e a meédia de produtividade de
1.414,94 em kg da pluma por hectare. O pais ocupa o primeiro lugar em produtividade em
cultivo de sequeiro (Abrapa, 2022; Conab, 2022).

Os maiores produtores da pluma no Brasil se concentram no bioma Cerrado,
representados por grandes grupos produtores localizados nos estados do Mato Grosso e Bahia.
Estes dois estados sdo responsaveis por mais de 90% de toda a fibra produzida e juntos

representam a maior area cultivada com 1,4 milhdes de hectares (Conab, 2022). As demais

4



areas produtoras de algodao estdo localizadas principalmente nos estados do Maranhao, Goias,
Mato Grosso do Sul e Piaui (Conab, 2022).

O avanco da tecnologia pelo uso comercial de cultivares de algodao biotecnoldgicos e
programas de manejo de pragas bem sucedidos contra pragas, tém contribuido para o
desenvolvimento do setor e 0 aumento da produtividade (Adams, 2015). A adocéo de cultivares
transgénicas ou geneticamente modificadas contribuiram para o crescimento das lavouras de
algodao, devido a expressiva reducdo de custos de producdo e qualidade do produto (James,
2007; Gowda et al., 2016; Barros et al., 2020) sem que houvesse, proporcionalmente, expanséo
das areas cultivadas.

A tecnologia que utiliza plantas transgénicas tem por caracteristicas a tolerancia a
herbicidas e a resisténcia a insetos suscetiveis, e sdo uma solucéo eficiente e sustentavel (Barros
et al., 2020). As variedades de algoddo que apresentam resisténcia a insetos-praga da ordem
Lepidoptera, possuem genes que codificam proteinas inseticidas de Bacillus thuringiensis
Berliner (Plantas Bt/trangénicas), com beneficios constatados que incluem aumentos na
produtividade, reducdo dos custos de manejo de pragas, reducdo na quantidade de uso de
inseticidas e na intoxicagdo de trabalhadores a campo (Santos e Torres, 2010; Barroso et al.,
2015).

O mercado de fibra branca obtida de cultivares tansgénicas é o principal segmento
explorado no Brasil e no mundo, porém as fibras naturais coloridas abrem novas oportunidades
para pequenos agricultores do semiarido, que adotam manejos organicos ou agroecologicos
(Barros et al., 2020).

A cada ano séo registrados problemas recorrentes relativos a manifestacdo do ataque das
pragas. Na Gltima safra 2021/2022, além da incidéncia do bicudo-do-algodoeiro, Anthonomus
grandis grandis Boheman (Coleoptera: Curculionidae), que continua sendo a principal praga

da cultura, a Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae), os acaros fitofagos
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e percevejos migrantes foram citados por sua grande importancia nas lavouras de algodao
(Miranda e Silva, 2022).

O algodoeiro atrai e hospeda um complexo significativo de pragas, as quais atacam as
raizes, caule, folhas, botbes florais, macds e capulhos que podem ocasionar prejuizos
significativos a producao além de provocar preocupacdes quanto a sustentabilidade do sistema
produtivo (Santos, 2001; Santos, 2007; Santos, 2015).

Dentre as pragas séo citados com frequencia causando danos no algodoeiro: o pulgdo do
algodoeiro Aphis gossypii Glover (Hemiptera: Aphididae); tripes Thrips tabaci Lindeman
(Thysanoptera: Thripidae); mosca-branca Bemisia tabaci (Gennadius) (Hemiptera:
Aleyrodidae); &caro-rajado Tetranychus urticae Koch (Acari: Tetranychidae); acaro- vermelho
Tetranychus ludeni Zacher (Acari: Tetranychidae); acaro-branco Polyphagotarsonemus latus
(Banks) (Acari: Tarsonemidae); percevejo-rajado Horcias nobilellus (Berg) (Hemiptera:
Miridae); cochonilha Planococcus minor (Maskell) (Hemiptera: Pseudococcidae); a lagarta
curuqueré Alabama argillacea Hubner (Lepidoptera: Noctuidae); lagarta falsas-medideira
Trichoplusia ni Hibner (Lepidoptera: Noctuidae); Chrysodeixis includens (Walker)
(Lepidoptera: Noctuidae); lagartas-das-macés Chloridea virescens (Fabricius) (Lepidoptera:
Noctuidae); Helicoverpa zea (Boddie) (Lepidoptera: Noctuidae) e Helicovera armigera Hibner
(Lepidoptera: Noctuidae); lagarta-rosada Pectinophora gossypiella Saunders (Lepidoptera:
Gelechiidae); as lagartas do género Spodoptera spp. (Lepidoptera, Noctuidae); percevejo-
manchador Dysdercus spp. (Hemiptera: Pyrrhocoridae); além de outros artropodes que
possuem importancia secundaria e incluem os percevejos migrantes da soja (Hemiptera:
Pentatomidae), o percevejo-castanho Scaptocoris castanea Perty (Hemiptera: Cydnidae), a
lagarta-rosca Agrotis ipsilon (Hufnagel) (Lepidoptera: Noctuidae) e a broca-da-raiz-do-algodao
Eutinobothrus brasiliensis (Hambleton) (Coleoptera: Curculionidae) (Miranda e Suassuna,

2004; Pereira et al., 2006; Miranda, 2010; Ribeiro et al., 2015; Silva et al., 2018; Rabelo et al.,



2020). Dentre os insetos-praga do género Spodoptera a espécie S. frugiperda é a mais
prevalente em areas de cerrado e por essa razdo foi selecionada para os estudos com Bt
realizados nesse trabalho.

Um dos grandes desafios para atender a crescente demanda por fibras, é proteger a cultura
das perdas causadas por estas pragas, preservando recursos naturais, mantendo a qualidade
ambiental alem da seguranca da saide humana (Naranjo et al., 2015).

Na cultura do algodoeiro, embora varias estratégias que compdem o0 manejo integrado
sejam utilizadas para conter populagdes de pragas (monitoramento, utilizacdo de diferentes
taticas de controle incluindo controle quimico, biolégico, comportamental, cultural, legislativo
e resisténcia hospedeira), o controle mais adotado ainda é o quimico (Miranda e Silva, 2022).
O controle de pragas por meio de inseticidas sintéticos de amplo espectro, de maneira
sequencial, tem levado a selecdo de organismos-praga resistentes, reduzindo a eficécia e a vida
util destes compostos, além de onerar excessivamente os custos de producdo. O problema da
resisténcia tem afetado a producéo agricola a nivel mundial (Nauem et al., 2019).

Em 2013, de Lima e colaboradores ja relatavam a elevacao dos custos de producao devido
as frequentes aplicagdes de inseticidas sintéticos de amplo espectro que somavam
aproximadamente 15 pulverizagc6es por safra da cultura. Na safra 2020/2021, foram efetuadas
em média 26 aplicacOes de inseticidas sintéticos e biologicos nos cultivos de algodoeiro. Dentre
estas aplicacGes o maior percentual foi direcionado a conter os surtos populacionais do bicudo
(70%), seguido do controle de lagartas (20%) (Miranda e Silva, 2022).

As solucbes biologicas utilizam agentes predadores, parasitoides e organismos
entomopatogénicos (fungos, virus e bactérias) para combater pragas que atacam as lavouras.
Essa pratica utiliza a gestdo racional, que integrada ao manejo fitossanitario, contribui de forma
eficiente na minimizacdo dos atuais niveis de utilizacdo de inseticidas sintéticos e promove a

biodiversidade nos ambientes agricolas (Anuario Brasileiro do Algodéo, 2022).



H& uma grande disponibilidade de pessoas no Brasil envolvidas no uso de novas
tecnologias que permitam o enfrentamento de condi¢6es climaticas adversas, de acordo como
o0 Painel Intergovernamental para Mudanca do Clima - IPCC (2019), que desafiam e afetam o
desenvolvimento das plantas e as condi¢des da sanidade dos cultivos (Embrapa, 2018; FAO,
2020). Cada vez mais se consolida a visdo de que os produtos de base bioldgica podem compor
diferentes e mais eficientes estratégias para o controle real integrado de pragas (Borsari e Vieira,

2022; Miranda e Silva, 2022).

2.1.1 Spodoptera frugiperda (J. E. Smith)

A lagarta Spodoptera frugiperda (Smith) é considerada praga-chave do milho e, a
despeito desse fato, provoca injuria significativa no algodoeiro (Lepidoptera: Noctuidae)
(Miranda, 2006).

Spodoptera frugiperda é uma espécie nativa das regides tropicais e subtropicais da
Américas, onde esta geograficamente distribuida, se alimenta e se hospeda em uma ampla gama
de plantas cultivadas (Luginbill, 1928). E considerada uma praga em grande expansio, pela
frequéncia e intensidade dos prejuizos causados em regides produtoras de algoddo no cerrado
brasileiro, que pode reduzir de forma significativa a producdo (Miranda, 2006; Fontes et al.,
2006; Santos, 2007; Santos et al., 2010; Nascimento et al., 2016).

Esta presente em todas as areas de cultivo do algodoeiro no Brasil (Degrande, 1998;
Fontes et al., 2006). Plantas da familia Poaceae estdo entre as maiores hospedeiras da praga,
com destaque para 0 milho (Zea mays L.), trigo (Triticum spp.), sorgo (Sorghum bicolor L.),
arroz (Oryza sativa L.), milheto (Pennisetum glaucum L.) e as brachiérias (Bolzan et al., 2019).
Apesar da preferéncia em se alimentar em espécies gramineas, ela ataca outras culturas de
importancia econémica tais como a soja (Glycine max L.), a batata (Solanum tuberosum L.) e

o amendoim (Arachis hypogaea L.) (Campos et al., 2012).



No sistema de cultivo atual em que existe sobreposi¢éo ou sucessao dos cultivos de soja,
milho e algodao, existe uma oferta continuada de alimentos para espécies polifagas tais como
S. frugiperda (Santos, 2001; Boica Janior et al., 2013), aumentando a sobrevivéncia e 0 nimero
de geracOes do inseto-praga. Além disso, outras causas estdo envolvidas nas elevagdes das
populaces da espéecie, como condi¢des climéaticas favoraveis (altas temperaturas e baixa
umidade do ar), o plantio do algoddo sobre a palhada de espécies gramineas ou proximo as
espécies hospedeiras, e as pulverizacBes excessivas e inadequadas de inseticidas (Soares e
Araujo, 2001; Valicente e Fonseca, 2004; Miranda, 2006).

A lagarta de S. frugiperda causa injdria em todas as fases do desenvolvimento do
algodoeiro, desde a emergéncia das plantulas (plantas jovens) até o amadurecimento dos frutos
(Santos, 2001; Campos et al., 2012). As larvas cortam as plantulas na base do caule e reduzem
0 estande de plantas (Santos 2001; Santos et al., 2010; Campos et al., 2012). Com o
desenvolvimento da cultura, as lagartas destroem folhas, necrosam as partes basais do caule,
destroem o meristema do broto apical, perfuram bot6es florais, flores e magas (Degrande 1998;
Santos, 2001; Miranda, 2006; Santos et al., 2010), resultando em comprometimento da
produtividade e na qualidade da fibra (Campos et al., 2012).

O adulto de S. frugiperda é uma mariposa que apresenta habito noturno, fazendo suas
posturas durante a noite, ovipositando na maioria dos estadios fenoldgicos da planta,
normalmente, na parte mediana da planta e preferencialmente na superficie inferior das folhas
(Cruz, 1995; Boica Junior et al, 2013). A atividade diaria das mariposas comeca ao por-do-sol
e atinge o pico entre duas e quatro horas mais tarde. O acasalamento ocorre nessa ocasido e a
oviposicdo durante o terceiro e o quarto dia apos a emergéncia da fémea (Cruz, 1995; Moraes
etal., 2015).

A fémea oviposita de 500 a 600 ovos em camadas sobrepostas e o0 periodo de incubacéo

é de cerca de trés dias (Cruz et al., 1997; Miranda, 2006). Apds a postura, 0s ovos de S.



frugiperda sdo de coloracdo verde-clara, passando a uma coloracdo alaranjada. Eles sdo
recobertos por uma camada fina e longa de escamas, colocada pela fémea por ocasido da postura
(Cruz, 1995). As lagartas recém-emergidas permanecem junto a postura dos ovos, Sdo
esbranquicadas antes de se alimentarem e esverdeadas apos a alimentacdo (Cruz, 1995).

A lagarta de S. frugiperda apresenta variagbes nas coloragOes, de parda-escura, a
esverdeada ou quase preta. O estagio larval possui seis intares de desenvolvimento, sendo
completado em 12 a 30 dias, quando a lagarta pode medir cerca de 50 mm (Miranda, 2006;
Silva etal., 2017; Lucchetta et al., 2022).

Apos o términio do periodo larval, as lagartas completamente desenvolvidas penetram no
solo, onde se transformam em pré-pupas e posteriormente, em pupas, € ndo se alimentam
(Miranda, 2010). A pupa possui tegumento transparente com as visceras visiveis, nessa fase o
corpo € fragil e muito sensivel a danos (Miranda, 2010; Lucchetta et al., 2022). O periodo pupal
pode variar de 8 a 25 dias, dependendo da temperatura do ambiente (Miranda, 2006).

Normalmente o controle da S. frugiperda é feito em grande escala através do uso de
inseticidas sintéticos, pela utilizacdo de cultivares resistentes e pelo uso de plantas
geneticamente modificadas. O manejo do inseto com o uso de inseticidas é um dos métodos
mais utilizados no Brasil para o controle da praga, sobretudo quando ha altas infestacdes,
mesmo mediante o uso da tecnologia Bt (Valicente et al., 2010; Campos et al., 2012; Moraes et
al, 2015; Barroso et al., 2015; Barros et al., 2020; Miranda e Silva, 2022).

O controle também ¢é possibilitado pelo uso de microrganismos como fungos, virus e
bactérias, patogénicos para S. frugiperda, liberacdo de espécies parasitdides e nematoides
entomopatogénicos que sdo produzidos em escala industrial e disponiveis comercialmente
(Agrofit, 2022). Bacillus thuringiensis (Bt) é o organismo base da maioria dos produtos
biopesticidas disponiveis e mais explorados no controle de lepiddpteros-praga (Agrofit, 2022).

Larvas de S. frugiperda séo suscetiveis a diferentes isolados de Bt (Monnerat et al., 2007; dos
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Santos et al., 2009; Valicente et al., 2010; Cerqueira et al., 2016), e cada isolado, por sua vez,
possui uma composicao diferenciada de genes codificadores da proteina toxica a praga.

Além dos bioinseticidas, as toxinas Bt ainda estdo presentes nas plantas de algodoeiro
transgénicas resistentes a lagartas. As plantas geneticamente modificadas produzem as toxinas
inseticidas de Bt em seus tecidos devido a expressdo dos genes (crylAc, cry 2Ab, cry 2Ae e
cry1F) utilizados na construcao dos seus eventos (Barroso et al., 2015; Yang et al., 2022).

Entretanto, apesar das vantagens econdmicas e ambientais proporcionadas pelos
transgénicos, existe atualmente grande preocupacdo com a evolucdo da resisténcia em
populacdes de insetos-pragas que sao alvos dos cultivos de Bt (Farias et al., 2014). Ja foram
relatadas populacdes de S. frugiperda apresentando resisténcia as plantas Bt (Farias et al., 2014;
Monnerat et al., 2015). O problema da selecdo de insetos resistentes € maior pois o milho, outra
cultura de elevada importancia econdmica e abundante nos atuais sistemas agricolas, € um
hospedeiro preferencial de S. frugiperda, e plantas de milho transgénico também possuem os
mesmos genes portadores das toxinas utilizada em algodoeiro (Barroso et al., 2015).

A continua expressdo de genes cry em grandes extensdes de cultivos com plantas Bt
exerce uma forte pressdo e acelera a selecdo para resisténcia das pragas-alvo (Zhang et al.,
2013). Foi sugerido que a causa desta resisténcia estaria relacionada a perda de receptores do
intestino médio ou a sua capacidade de ligacdo as proteinas (Tabashnik, 1994; Gémez et al.,
2018). Assim, foi demostrada que as toxinas expressas em plantas de milho Bt competiram
entre si pela ligacdo aos receptores (Monnerat et al., 2015).

Uma forma eficiente de evitar ou retardar o desenvolvimento da resisténcia dos insetos a
toxina € pela préatica de cultivo das areas de reflgio (com algodoeiros que ndo contenham toxina
de Bt), nas proximidades das areas de cultivos com algodoeiro transgénicos resistentes a

insetos. Essa pratica permite que a populacdo dos insetos suscetiveis a toxina se multiplique,
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mantendo 0s genes de resisténcia a toxina presente na populagdo dos insetos sob baixa

expressdo (Barroso et al., 2015).

2.1.2 Bemisia tabaci (Gennadius)

Bemisia tabaci (Gennadius) (Hemiptera: Aleyrodidae) é um inseto sugador de seiva,
polifago e cosmopolita (Lourengdo e Nagai, 1994).

As moscas-brancas tém o ciclo de vida que inclui: ovo, quatro instares ninfais e a fase
adulta (Flint, 1995). Tanto os adultos quanto as ninfas possuem aparelho bucal do tipo picador-
sugador, que € inserido até o floema, onde ocorre a succéo da seiva elaborada, de onde retiram
o alimento (Villas Boas et al., 2002).

Os adultos dessa espécie medem aproximadamente de um a dois milimetros de
comprimento, o corpo € de coloracdo amarelo palido e as fémeas geralmente sdo maiores que
0 macho. A reproducdo € sexuada ou assexuada, onde os ovos fertilizados originam
descendentes fémeas e as fémeas ndo acasaladas colocam ovos néo fertilizados originando
descendentes machos (Byrne e Bellows, 1991).

As fémeas de B. tabaci se alimentam e colocam os ovos preferencialmente na superficie
abaxial das folhas, e 0s ovos encontram-se presos por meio de um pedicelo curto (Silva et al.,
2013). Cada fémeas pode ovipositar de 100 a 300 ovos durante todo seu ciclo de vida (Brown
e Bellows, 1992). Os ovos possuem coloragdo branca, posteriormente se tornam amarelados, e
adquirem coloracdo marrom avermelhada quando as ninfas estdo proximas de emergir (Byrne
e Bellows, 1991; Silva et al., 2013).

Ao emergirem, as ninfas de B. tabaci passam por quatro instares, e as do primeiro instar
sdo as unicas mdveis, 0 que possibilita a localizacdo de um ponto favoravel para a sua
alimentacéo e desenvolvimento (Simmons, 2002), tornando-se, em seguida, sesseis. No quarto

e ultimo instar, também denominado de “pupario”, caracterizado morfologicamente por
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apresentar olhos de coloracdo vermelha, os individuos séo transparentes o que possibilita a
visualizacdo do adulto proximo a emergéncia (Pessoa, 2015). A duracdo do ciclo de vida da
mosca-branca varia de acordo com a espécie hospedeira, porém a temperatura é um dos fatores
mais determinantes (Villas Boas et al, 2002). Em algodoeiro, o ciclo de ovo a adulto para B.
tabaci pode variar entre 17 e 28 dias, aproximadamente, conforme a temperatura (Powell e
Bellows, 1992).

As injurias causadas por B. tabaci no algodoeiro estdo principalmente relacionadas a
grande extracdo de seiva e, de forma indireta, pela transmissao de viroses, incluindo o “mosaico
comum” (Abutilon mosaic virus - AbMV) (Rodrigues e Vivan, 2007; Farroq et al., 2021). Além
disso, o inseto ao se alimentar secreta uma substancia agucarada e propicia o acimulo do fungo
responsavel pela ocorréncia da fumagina sobre as folhas, o que prejudica a fotossintese, e sobre
a pluma, provocando danos no beneficiamento e causando depreciacdo da qualidade da fibra
(Lourengédo et al., 1999; Toscano et al., 2003).

O método mais utilizado no controle de B. tabaci ocorre por meio da aplicagdo de
inseticidas sintéticos que, quando utilizados indiscriminadamente, favorecem a selecdo de
populacgdes resistentes e afetam diretamente a populacéo de inimigos naturais (Navas-Castilho
et al., 2011; Salazar-Magallon et al., 2015; Velasco et al., 2020).

A ampla distribuigdo da mosca branca também esté relacionada a sistemas de cultivo que
utilizam a rotacéo e sucessao de culturas hospedeiras durante todo o ano (Embrapa, 2018). Mais
de 600 espécies sdo registradas como hospedeiras do género Bemisia, incluindo tanto plantas
cultivadas quanto silvestres, que disponibilizam alimento continuamente permitindo que a
praga ndo interrompa seu desenvolvimento e garantindo o continuo crescimento populacional

(Haji et al., 2004).
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2.2 A cultura do tomateiro

O tomateiro, Solanum lycopersicum L., da familia Solanaceae é uma planta herbacea e
perene, sendo cultivada como anual. Pode apresentar crescimento determinado ou
indeterminado, dependendo da cultivar, com ciclo variando de 90 a 120 dias. O caule é flexivel
com a necessidade de tutorar as plantas destinadas ao consumo in natura (Silva et al., 2010). O
sistema radicular é constituido por raizes principal, secundérias e adventicias que alcangcam até
20 cm de profundidade (Silva et al., 2010).

O tomateiro tem como centro primario de origem os paises andinos da América do Sul,
desde o Norte do Chile até a Colémbia (Jaramillo et al., 2007; Silva et al., 2010). No México,
segundo centro de origem, o tomate passou a ser cultivado e domesticado por tribos indigenas
primitivas e chegou ao Brasil por imigrantes europeus ente o século XVIII e XIX (Alvarenga,
2013).

Juntamente com a batata, 0 tomateiro € uma das hortalicas mais cultivadas no mundo.
Encontra-se na segunda posicdo em &rea cultivada e a principal em volume industrializado
comparado as demais olericolas (Alvarenga, 2013; Conab, 2019). Considerada uma cultura
cosmopolita devido a sua ampla capacidade adaptativa pois é cultivada nas mais diferentes
latitudes geograficas (Filgueira, 2008).

Os maiores produtores mundiais de tomate s&o: a China, seguida pela India, Turquia,
Estados Unidos, Egito, Ird, Italia, Espanha e Mexico, respectivamente. O Brasil ocupa o décimo
lugar no ranking mundial de maiores produtores dessa hortalica (Faostat, 2020).

A safra brasileira de tomates ficou em torno de 3,6 milhGes de toneladas em uma area de
51,9 mil hectares e com rendimento médio de 70,8 toneladas por hectare. Essa producéo
encontra-se dividida em “tomate rasteiro”, mais utilizado no processamento industrial para a
producdo de molhos e extratos, ¢ “tomate estaqueado”, utilizado de forma in natura, nas

cozinhas brasileiras (IBGE, 2022). Os maiores produtores sdo Goias com 20,57% da producéo
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nacional, S&o Paulo com 18,90%, Minas Gerais com 14,13% e Bahia com 9,21% da producéo
nacional de tomate industrial e in natura (IBGE, 2022).

Apesar da grande expressdo da tomaticultura no mundo, a espécie pode ser considerada
uma das mais suscetiveis ao ataque de artrépodes-praga, devido a area foliar extensa e ao
microclima gerado, propicio ao desenvolvimento de organismos fitofagos, que causam
prejuizos quanto a produtividade e reduzem seu valor comercial (Figueira, 2003; Alvarenga,
2013; Moura et al., 2014).

As espécies de artrépodes-praga ocorrem no cultivo desde a sementeira, apds o
transplante das mudas no campo, até a colheita dos frutos. A importancia que cada uma dessas
espécies assume para a cultura varia de acordo com a regido e a época de cultivo (Moura et al.,
2014). Nexte contexto sdo citadas: moscas-brancas Bemisia tabaci (Gennadius) e Trialeurodes
vaporariorum Westwood (Hemiptera: Aleyrodidae); tripes Frankliniella spp. € Thrips spp.
(Thysanotera: Thripidae); pulgdes Aphis gossypii Glover, Myzus persicae (Sulzer) e
Macrosiphum euphorbiae (Thomas) (Hemiptera: Aphididae); traga-do-tomateiro Tuta absoluta
(Meyrick) (Lepidoptera: Gelechiidae); broca pequena Neoleucinodes elegantalis (Guenée)
(Lepidotera: Crambidaea); vaquinha Diabrotica speciosa (Germar) (Coleoptera:
Chrysomelidae); mosca-minadora Liriomyza spp. (Diptera: Agromyzidae); lagarta rosca
Agrotis ipsilon (Hufnagel) (Lepidoptera: Noctuidae); Spodoptera spp. (Lepidoptera:
Noctuidae); broca-gigante (complexo Heliothinae) Helicoverpa armigera Hubner, Helicoperva
zea (Boddie) (Lepidoptera: Noctuidae), Chloridea virescens (Fabricius) (Lepidoptera:
Noctuidae); lagarta-falsa-medideira (complexo Plusiinae) (Chlysodeixis includens (Walker),
Trichoplusia ni (Hlbner) e Rachiplusia nu (Guenée) (Lepidoptera: Noctuidae); percevejo-da-
perna-folhada Leptoglossus zonatus (Dallas) (Hemiptera: Coreidae); percevejo-do-tomate

Phthia picta (Drury) (Hemiptera: Coreidae); os acaros Aculops lycopersici (Massee) (Acari:
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Eriophyidae); Tetranychus urticae Koch (Acari: Tetranychidae) e Polyphagotarsonemus latus
(Banks) (Acari: Tarsonemidae) (Moura et al., 2014; Michereff Filho et al., 2019).

Para mitigar os problemas de ordem fitossanitaria associados a cultura do tomateiro,
como a ocorréncia destes insetos e acaros-praga, que afetam significativamente o setor agricola,
as medidas de controle sdo realizadas em grande parte utilizando inseticidas e acaricidas
sintéticos. Nesse sentido, o desenvolvimento de novas taticas de controle ambientalmente
amigaveis pode contribuir com a crescente demanda pela producdo de tomates de elevada
qualidade e livres de contaminantes e, a0 mesmo tempo, com respeito e observacdo a

preservacdo do ambiente, e a salide do consumidor e do trabalhador rural (Moura et al., 2014).

2.2.1 Helicoverpa armigera Hibner

Helicoverpa armigera Hubner (Lepidoptera: Noctuidae) é uma das mais importantes
pragas e de ampla distribuicdo geografica que causa prejuizos em cultivos de importancia
econdmica (Ali et al., 2009; Pratissoli et al., 2015).

Em 2013, houve a confirmacdo de sua ocorréncia nas culturas da soja e do algodao nos
estados de Goias, Bahia e Mato Grosso, quando ocorreu o primeiro registro de H. armigera no
continente americano (Czepak et al., 2013). Foi relatado também a ocorréncia deste inseto em
cultivos de tomate, no Estado do Espirito Santo (Pratissoli et al., 2015).

Na fase adulta, as fémeas de H. armigera sdo capazes de ovipositar de 1000 a 1500 ovos
num periodo de 12 a 15 dias. Os ovos séo colocados isolados sobre talos, folhas, frutos e flores,
preferencialmente na face superior da folha ou em superficies mais asperas (Czepak etal.,
2013).

A fase larval de H. armigera possui seis instares e, em condi¢cfes tropicais, a cor dos
individuos varia entre branco-amarelado, aos tons de verde, marrons ao preto, com listras

brancas longitudinais (Czepak et al., 2013). No primeiro e segundo instares as larvas sdo pouco
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moveis e sua capsula cefalica pode ser de tons marroms-escuros a preto. No quarto instar, a
espécie apresenta no primeiro segmento abdominal o formato de “sela”, devido a presenca de
tubérculos abdominais escuros e visiveis (Czepak et al., 2013; Srinivasan et al., 2013).

J& no sexto instar as cores variam de acordo com a alimentacdo, predominando o amarelo-
palha e o verde com listras marrons na lateral do térax, abdémen e cabeca (Czepak et al., 2013).
O ciclo completo do seu desenvolvimento é em torno de 30 dias e varia com a alimentagéo e
com as condi¢des climaticas (Guedes et al., 2013).

Helicoverpa armigera causa perdas severas em diferentes espécies de plantas entre
espécies cultivadas e silvestres, incluindo diferentes culturas de interesse agronémico como o
algodo, sorgo, feijdo, soja, milho, milheto e tomate (Moral Garcia, 2006; Avila et al., 2013;
Pratissoli et al., 2015). A lagarta pode infestar tanto a fase vegetativa quanto a fase reprodutiva
das plantas, alimentando-se de folhas, caules, brotos, inflorescéncias, frutos e vagens (Pratissoli
et al., 2015), mas possui preferéncia pelas estruturas reprodutivas (Avila et al., 2013). A injuria
direta causada as estruturas de floracdo e frutificacdo das plantas hospedeiras de H. armigera e
0 uso intensivo de inseticidas resultam em baixa produtividade e altos custos de controle,
respectivamente (Fathipour e Naseri, 2011). Os prejuizos a cultura podem chegar a até 55% de
perda da producéo (Usman et al., 2013).

No mesmo periodo em que foram detectados surtos populacionais da praga no pais, e em
virtude da liberacdo emergencial do pesticida quimico benzoato de emamectina pelo MAPA
(Ministério da Agricultura e Pecuaria), frente a ineficacia dos inseticidas disponiveis para o
controle da praga, os biodefensivos a base de Bt foram uma boa solugdo encontrada para o
manejo de H. armigera nas lavouras de todo o pais (CropL.ife Brasil, 2022).

Ainda assim, o controle quimico é um dos principais métodos empregados contra pragas
na cultura do tomateiro em todo o mundo. No entanto, o uso de inseticidas como unica ou

principal tatica de manejo pode ocasionar danos severos ao ambiente, como desequilibrio
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bioldgico, e danos a saude do trabalhador rural e do consumidor, além do desenvolvimento de

resisténcia a inseticidas sintéticos (Ali et al., 2009; Mamta et al., 2016).

2.3 Bacillus thuringiensis (Berliner)

Bacillus thuringiensis é uma bactéria da familia Bacillaceae, gram-positiva com formato
de bastonete, aer6bia podendo crescer facultativamente em anaerobiose e de ocorréncia
cosmopolita, sendo encontrada em todas as partes do mundo (Monnerat e Bravo, 2000;
Monnerat et al., 2015). Seus esporos, que sdo suas estruturas de resisténcia, podem ser isolados
em varios substratos tais como solo, rizosfera, filoplano, agua fresca, gréos, superficie de
plantas, teias de aranhas, insetos e crustaceos (Krywunczyk e Fast, 1980; Raymond et al., 2010;
Bravo et al., 2011).

Esta bactéria foi isolada primeiramente em 1902, porém foi em 1960 que foi isolada uma
estirpe de Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki, chamada de HD-1 (Dulmage, 1970), a qual
apresentou toxicidade até 20 vezes superior as estirpes anteriormente utilizadas nos produtos
comerciais. Atualmente, este isolado é empregado como padrdo e como base de produtos no
controle de lepidopteros-praga (Bravo et al., 2011; Palma et al., 2014; Gémez et al., 2018).

Esta bactéria se distingue de outras espécies de Bacillus pela capacidade de sintese de
inclusdes cristalinas, as quais contém as proteinas inseticidas, conhecidas como as &-
endotoxinas ou protoxinas Cry (cristal) e protoxinas Cyt (citolitica), produzidas durante a fase
de esporulacdo. Apos serem ingeridas pelos insetos suscetiveis em sua fase imatura, essas
protoxinas sdo solubilizadas e ativadas tanto pelo pH quanto pelas proteases existentes no
intestino do inseto. Essa acdo faz com que a estrutura do cristal seja ativada tomando uma
conformacdo que possibilitara que ela seja reconhecida pelo receptor presente no intestino,
promovendo a formacdo de um poro que altera a sua permeabilidade levando o inseto a morte

por septicemia (Bravo et al., 2007; Soberon et al., 2018).
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Os isolados de Bt produzem diferentes proteinas com acgdo tdxica e que sdo altamente
especificas a diferentes ordens de insetos, principalmente Lepidoptera, Diptera e Coleoptera
(Bravo et al., 2005; Bideshi et al., 2013; Palma, et al. 2014). Também ha relatos da sua acéo
toxica sobre insetos da ordem Hemiptera (Torres-Quintero et al., 2016; Cabra e Hernandez
Fernandez, 2019; Dorta et al., 2020; da Costa et al., 2020).

Para a agricultura a adocao do Bt traz muitas vantagens, pois essas bactérias sao seguras
para 0 meio ambiente, de facil manipulagdo, sdo normalmente indcuas aos seres humanos e aos
animais domésticos (Bravo et al., 2005). Os produtos a base de Bt sdo amplamente
comercializados e utilizados em todo o mundo em programas de controle bioldgico. A insercao
de genes de Bt em plantas, através da sintese de toxinas que conferem resisténcia a lepidopteros-
praga, também é uma tecnologia difundida, incluindo na cotonicultura, que contribui para a
conservacao do seu potencial produtivo e € parte integrante das praticas de manejo mais
sustentaveis (Anuério Brasileiro Algodao, 2022).

A grande maioria dos produtos a base de Bt sdo comercializados para controle de
lepiddpteros. Para o algodoeiro os bioinseticidas a base de Bt estdo no rol de produtos
disponibilizados para uso no controle de lagartas do complexo Heliothinae (Helicoverpa
armigera, Helicoverpa zea e Chloridea virescens), além de outros noctuideos tais como
Alabama argillacea, Chrysodeixis includens e S. frugiperda (Agrofit, 2022). Para a cultura do
tomateiro o Bt também € o agente de controle biologico mais utilizado no controle de lagartas
tais como Tuta absoluta, Liriomiza spp., Heliothis zea, Helicoverpa armigera (Moura et al.,
2014). Ha também o desenvolvimento de linhagens de plantas do tomateiro com respostas de
eficiéncia na resisténcia a insetos lepidopteros como acontece com a cultura do algodoeiro

(Koul et al., 2014; Kumar et al., 2020).
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2.4 Microrganismos endofiticos

Plantas sdo naturalmente associadas a microrganismos. Os organismos endofiticos sao
assim denominados por colonizarem os tecidos internos das plantas em alguma fase do seu ciclo
de vida sem provocar quaisquer sintomas de danos as plantas hospedeiras (Azevedo e Araujo,
2007; Araujo et al., 2010; Hardoim et al., 2015; Wang et al., 2019; Rocha et al., 2021).

Espécies do género Bacillus sdo comuns entre 0s organismos residentes nos tecidos
internos de vérias espécies de plantas, incluindo o algodoeiro (Mclnroy e Kloepper, 1995; Reva
et al., 2002; Monnerat et al., 2009).

Além de serem citados como potenciais agentes de biocontrole, as bactérias pertencentes
ao género Bacillus destacam-se por possuir grandes vantagens considerando a capacidade de
sobreviver narizosfera, colonizar as raizes das plantas e apresentar varios beneficios as culturas,
tais como promocédo de crescimento de plantas, disponibilizacdo de nutrientes e hormonios
vegetais, por seu efeito antagonico a fungos e nematoides, por indugéo de resisténcia a estresses
bidticos e abioticos (Strobel e Long, 1998; Reva et al., 2002; Machado et al., 2012; Rao et al.,
2017; Qiao et al., 2017; Rocha et al., 2023).

O crescimento vegetal promovido por bactérias endofiticas envolve mecanismos de
fixacdo de nitrogénio, producdo de fitormonio como auxinas, citocininas, giberelinas, e a
regulacdo da sintese de etileno, além de uma variedade de outras moléculas bioativas, a
solubilizacdo de fosfatos, o controle bioldgico de patdgenos, e 0 aumento da resisténcia vegetal
a diferentes estresses abioticos (Oliveira et al., 2014).

Outra contribuicdo bastante interessante destas bactérias endofiticas é a capacidade de
uso do seu potencial entomopatogénico em plantas colonizadas. Foi relatado por Praga et al.
(2012) a atividade inseticida de plantas de repolho (Brassica oleracea L.) tratadas com Bt sobre
P. xylostella. Esta atividade também foi descrita por Prabhakar e Bishop (2009) trabalhando

com plantas de Brassica campestres var. chinensis colonizadas por Bt sobre Pieris brassicae
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L. (Lepidoptera: Pieridae). Estudos realizados por Castro et al. (2019) relataram efeitos de
controle de Hypsipyla grandella Zeller (Lepidoptera: Pyralidae) pelo uso do Bt sistémico em
mudas de mogno (Swietenia macrophylla King). Plantas de algodoeiro foram endofiticamente
colonizadas por estirpes de Bt com potencial efeito promotor no crescimento e sobre S.
frugiperda (da Costa et al., 2020). A translocacdo de Bt em mudas de citros também foi
verificada com efeito tdxico sobre ninfas de Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera: Liviidae)
(Dorta et al. 2020).

Embora o entendimento da interacdo entre plantas e endofitos seja mais complexo, ainda
sdo poucos os relatos que descrevem como as relagdes benéficas entre bactéria e planta séo
efetivamente firmados, definindo a acdo de biocontrole sobre as pragas, além de ndo existir um
padrdo da dispersdo desses microrganismos nos diferentes tecidos (Turner et al., 2013). Ha a
possibilidade até mesmo de que a complexidade quimica manifestada pelas plantas na interacao
possa manipular seus fen6tipos e modificar sua relacdo com os insetos (Wittstock e Gerhenzon,
2002).

A associacdo de uma espécie bacteriana com uma determinada espécie vegetal envolve
fatores bioquimicos de compatibilidade entre os gen6tipos vegetal e bacteriano que culminam
na perpetuacdo do microrganismo e beneficios para a planta (Glick, 2012).

Assim, a utilizagdo de microrganismos do géneto Bacillus com acgéo de biocontrole e/ou
promocéo de crescimento vem sendo estudada e é alternativa viavel para sistemas de producao
agricolas economicamente sustentaveis (Sousa et al., 2009; Compant et al., 2010; Rocha et al.

2021; Pacifico et al., 2021; Agrofit, 2022).

3 PROBLEMATICA E RELEVANCIA
O Brasil é lider mundial na utilizacao de agrotoxicos sintéticos, e uma referéncia mundial

na utilizacdo de produtos biologicos no campo (Anvisa e UFPr, 2012; Pelaez et al., 2013;
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Monnerat et al., 2015; CropL.ife Brasil, 2022). Uma das alternativas para o controle de pragas,
em virtude dos diversos problemas proporcionados pelo uso indiscriminado desses produtos
quimicamente sintetizados, tais como contaminac¢ao do ambiente, intoxicagao dos trabalhadores
rurais e selecdo de populacGes resistentes de pragas aos principios ativos, é 0 uso de produtos
biolégicos ou biodefensivos (Freire, 2015).

O volume de negdcios de produtos para controle bioldgico atravessa um cenario muito
positivo com demandas e oportunidades de crescimento em inovagéo e aperfeicoamento de uso
de biodefensivos para agricultura brasileira (Monnerat et al., 2015). O crescimento do mercado
bioldgico € evidenciado pela maior oferta de ativos bioldgicos, novas formulages e técnicas
de aplicacdo (CropLife Brasil, 2022). A adogédo global de biodefensivos pelos agricultores
cresceu 16% de 2015 a 2020; comparado ao setor de defensivos quimicos essa taxa de
crescimento foi de 1% no mesmo periodo. Entre os produtos bioldgicos registrados 64%
possuem ingredientes ativos baseados em microrganismos (Mapa, 2022; CropLife Brasil,
2022).

As culturas do algodoeiro e do tomateiro sdo expostas a estresses biodticos e abioticos
desde o estabelecimento da cultura do algodao e da fase inicial de producdo de mudas de
tomateiro, etapas fortemente ligadas a produtividade, até a colheita (Pareek et al., 2010: Naranjo
et al., 2015; Silva et al., 2018). Tais fatores demonstram que sdo desejaveis medidas que
auxiliem as culturas favorecendo condi¢es ideais de estabelecimento e fitossanidade. Contudo,
sdo frequentes os relatos dos custos com uso de inseticidas como sendo um dos mais onerosos
para a producéo destes cultivos (Moura et al., 2014; Miranda e Silva, 2022).

Do grande nimero de insetos que atacam a cultura do algodoeiro, o controle do
lepidoptero-praga S. frugiperda e a praga sugadora B. tabaci tem se mostrado desafiador
(Farrog et al., 2021; Miranda e Silva, 2022). Por outro lado, a lagarta H. armigera ja foi

identificada provocando prejuizos na cultura do tomateiro (Pratissoli et al., 2015).
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O Bacillus thuringiensis é amplamente utilizado e ja consolidado na agricultura (Palma
et al., 2014; Monnerat et al., 2015; Gomez et al., 2018). No entanto, sdo poucos os relatos do
uso de Bt colonizando plantas e induzindo respostas positivas tanto no crescimento de plantas
como no potencial biocontrolador de insetos-praga.

Em pesquisa realizada por Monnerat et al. (2003) com estirpes de B. thuringiensis
isoladas de plantas de algoddo, constatou-se que a planta é capaz de absorver a bactéria aplicada
no solo, protegendo-a contra insetos da ordem Lepidoptera. Estes resultados foram pioneiros e
abriram perspectivas de uso do Bt nesta nova modalidade utilizando a colonizag&o sistémica na
reducéo das desvantagens do produto que incluem a sensibilidade aos raios ultravioletas e a
lavagem do bioproduto pela 4gua das chuvas.

O entendimento dessa interacdo planta e bactéria, em especial a exploragdo do potencial
de uso biotecnoldgico do microrganismo de interesse agronémico, pode trazer multiplos
beneficios para a planta e com possibilidade de uso como taticas de controle biolégico que
auxilie no manejo destes insetos-praga.

Assim sendo, as perspectivas de uso de B. thuringiensis colonizando sitemicamente
plantas de interesse agricola sao promissoras. Para o alcance desses objetivos, sd0 necessarios
esforcos para entender os efeitos desta interacdo benéfica do Bt toxico e planta sobre
importantes pragas das culturas, e o estabelecimento de métodos de aplicacdo da bactéria para

que respostas promotoras de crescimento vegetal e de controle sejam favorecidas.

4 HIPOTESES
e A utilizacdo de métodos de inoculacdo do B. thuringiensis em plantas de algodoeiro
influenciam no desempenho do crescimento vegetal.
e Plantas de algodoeiro colonizadas por B. thuringiensis interferem no ciclo bioldgico de

S. frugiperda e s&o reconhecidas diferentemente como hospedeiras para oviposicéo.
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e Bacillus thuringiensis translocado na planta de algodao pode ser adquirido por B. tabaci
e influenciar na sua oviposicao.
e Estirpes de B. thuringiensis sdo capazes de colonizar plantas de tomate, induzir o

crescimento das plantas e provocar toxicidade sobre H. armigera.

5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo Geral
Avaliar o efeito da colonizacdo sisttmica por B. thuringeinsis na promocao de
crescimento de plantas de algodéo e de tomate, e no controle de insetos das ordens Lepidoptera

e Hemiptera.

5.2 Objetivos Especificos

e Avaliar o crescimento de plantas de algoddo em fungdo do método de inoculagéo por B.
thuringiensis e avaliar o potencial germinativo de cultivares de algodao tratadas com a
bactéria nas sementes.

e Avaliar o desenvolvimento de S. frugiperda alimentadas na sua fase larval com plantas
de algodoeiro colonizadas com B. thuringiensis e verificar o comportamento de
oViposicao.

e Testar a capacidade de aquisi¢do de B. thuringiensis por B. tabaci e testar a preferéncia
de oviposicdo em plantas inoculadas com a bactéria.

e Avaliar a capacidade de colonizagdo e promogdo de crescimento de estirpes de B.

thuringiensis em tomateiro e potencial toxico sobre H. armigera.
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PROMOCAO DE CRESCIMENTO VEGETAL POR Bacillus thuringiensis EM
ALGODOEIRO (Gossypium hirsutum L.)

RESUMO

O Bacillus thuringiensis (Bt) € um microrganismo utilizado na cultura do algodoeiro para o
controle bioldgico de lepidopteros-praga, mas seu efeito endofitico na promocdo de
crescimento de plantas precisa ser mais bem estudado. A estirpe S2122 de Bt é colonizadora de
plantas de algodoeiro e apresentou potencial promotor de crescimento vegetal quando utilizada
no tratamento das sementes de algoddo. Com o objetivo de estudar o efeito de métodos de
inoculacdo com a estirpe S2122 de Bt sobre o crescimento das plantas de algodoeiro foram
realizados trés ensaios. Os métodos tiveram o tratamento de sementes (TS) semelhantes aos
demais tratamentos. Foram observados os efeitos do TS sozinho, o TS + a adicdo do pellet
bacteriano no solo no momento do semeio (TS + Pellet) e 0 TS + aplicacdo de 1 mL da
suspensdo no solo circundando as raizes da planta a cada sete dias. No primeiro ensaio 0s
tratamentos foram aplicados sobre a cultivar BRS 8H e observados até 55 dias apds a
emergéncia (DAE). Os dados de crescimento foram coletados a partir da emergéncia (para 0 %
de plantulas e do indice de velocidade de emergéncia (IVE)); a altura das plantas (cm) e o
estddio fenologico de desenvolvimento foram coletados semanalmente e os dados do
comprimento das raizes (cm), peso da matéria seca da parte aérea e radicular (g), comprimento
total das raizes (cm) e volume das raizes (cm?) foram coletadas aos 15, 25, 35 e 55 DAE. No
segundo ensaio, os métodos de inoculagdo foram aplicados sobre a cultivar IMA 1318 e 0 ensaio
conduzido por 35 DAE quando foram anotados os valores em altura (cm), namero de folhas,
estadio fenoldgico, peso da matéria seca da parte aérea e radicular (g), e 0 comprimento da raiz
(cm). Por altimo, foi testado o efeito do tratamento de sementes com a estirpe bacteriana sobre
a germinacdo e o desenvolvimento de plantulas de 10 gendtipos de algodoeiro (IMA 5675
B2RF, IMA 08-3869, IMA 07-6035, IMA 2106 GTL, IMA 6035 B2RF, IMA 8405, FM 966
LL, IMA 2106, IMA 0250 GLT 05, IMA 0250 GLT 15). Para os genotipos com melhor
performance foram obtidos altura (cm), comprimento da raiz (cm) e peso da matéria fresca e
seca da plantula inteira (mg) aos 11 DAE. Os resultados dos ensaios com BRS 8H mostraram
que o IVE de plantas com tratamento nas sementes foi superior a testemunha. A diferenca entre
os tratamentos com Bt para o desenvolvimento das plantas foi acentuada até os 32 DAE
independentemente do método utilizado. Ndo houve efeito sobre a altura, porém aos 35 DAE a
matéria seca da parte aérea foi aumentada em até 30% pelo uso do Bt. Ao final do ensaio, 0
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TS+Aplicagdo proporcionou aumento de 14% da matéria seca das raizes com tendéncia positiva
para 0 comprimento das raizes em resposta aos métodos de inoculacdo e um incremento de 21%
no volume das raizes para o tratamento TS. Os métodos utilizados com Bt para a cultivar IMA
1318 demonstraram plantas com desenvolvimento maior que a testemunha que por sua vez
apresentava plantas em estagio iniciais. A matéria seca das raizes foi aumentada 30% em média
independentemente do método. Nao houve interferéncia sobre a altura, niumero de folhas,
matéria seca aérea e comprimento da raiz. O tratamento de sementes com Bt demonstram que
o IVE para os gendtipos IMA 07-6035, IMA 2106 GTL, IMA 6035 B2RF e IMA 0250 GTL
15 foram positivamente afetados pela bactéria nas sementes. Enquanto os genétipos IMA 08-
3869 e FM 966 apresentaram menores indices. Ndo foram verificadas diferencas entre 0s
tratamentos com as cultivares IMA 5675 B2RF, IMA 8405 e 0250 GLT e IMA 2106. O
tratamento com Bt na semente aumentou em cerca de 20% a matéria seca de plantas da cultivar
IMA 6035 B2RF. Os resultados obtidos indicam que o tratamento com Bt pode interferir
positivamente o desenvolvimento e crescimento das plantas e atuar no potencial germinativo

das sementes de algodéo.

Palavras-chave: bioestimulante, tratamento de sementes, bactéria, interacdo planta-

microrganismo, agricultura sustentavel
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PLANT GROWTH PROMOTION BY Bacillus thuringiensis IN COTTON (Gossypium
hirsutum L.) AND INOCULATION METHODS

ABSTRACT

Bacillus thuringiensis (Bt) is a microorganism used in the cotton crop for the biological control
of lepidopteran-plague, but its endophytic effect on the promotion of plant growth needs to be
better studied. Bt strain S2122 is a cotton plant colonizer and has potential plant growth
promoter when used in the treatment of cotton seeds. In order to study the effect of inoculation
methods with Bt strain S2122 on the growth of cotton plants, three tests were carried out. The
methods had seed treatment (ST) similar to the other treatments. The effects of ST alone, ST +
addition of the bacterial pellet in the soil at the time of sowing (ST + Pellet) and ST + application
of 1 mL of the bacterial suspension in the soil surrounding the roots of the plant every seven
days were observed. In the first assay, the treatments were applied on BRS 8H cultivar and
noticed up to 55 days after emergence (DAE). Growth data were collected from emergence (for
% of seedlings and the rate of emergence speed (RES)); the height of the plants (cm) and the
phenological stage of development were collected weekly; and root length (cm), shoot and root
dry matter weight (g), total root length (cm) and root volume (cm?) were collected at 15, 25, 35
and 55 DAE. In the second assay, the inoculation methods were applied on the cultivar IMA
1318 and the test conducted by 35 DAE when the values of height (cm), number of leaves,
phenological stage, shoot and root dry matter weight (g), and root length (cm) were noted.
Finally, the effect of seed treatment with the bacterial strain on germination and seedling
development of 10 cotton genotypes (IMA 5675 B2RF, IMA 08-3869, IMA 07-6035, IMA
2106 GTL, IMA 6035 B2RF, IMA 8405, FM 966 LL, IMA 2106, IMA 0250 GLT 05, IMA
0250 GLT 15) was tested. For the genotype with the best performance, height (cm), root length
(cm), dry and fresh matter weight of the entire seedling (mg) were obtained at 11 DAE. The
results of the BRS 8H assays showed that the RES of plants with treatment in the seed was
superior to the control. The difference of the treatments with Bt for the development of the
plants was accentuated until the 32 DAE independently of the method used. There was no effect
on height, however, at 35 DAE, shoot dry matter was increased by up to 30% by the use of Bt.
At the end of the trial, ST + application provided a 14% root dry matter increase with a root
length positive trend in response to inoculation methods and a 21% increase in root volume for
ST treatment. The methods used with Bt for the cultivar IMA 1318 demonstrated plants with

better development than the control that presented plants in initial stages. Root dry matter was
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increased 30% on average independent of the method. There was no interference on height,
number of leaves, aerial dry matter and root length. Seed treatment with Bt shows that the RES
for the IMA 07-6035, IMA 2106 GTL, IMA 6035 B2RF and IMA 0250 GTL 15 genotypes was
positively affected by the bacterium in the seeds. While the IMA 08-3869 and FM 966
genotypes presented lower indexes. No differences were observed between treatments with the
cultivars IMA 5675 B2RF, IMA 8405 and 0250 GLT and IMA 2106. Bt treatment in the seed
increased about 20% in the dry matter of plants of the cultivar IMA 6035 B2RF. The results
indicate that the treatment with Bt can interfere positively in the development and growth of

the plants and to act on the germinative potential of cotton seeds.

Keywords: biostimulant, seed treatment, bacteria, plant-microorganism interaction,

sustainable agriculture
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1 INTRODUCAO

Bactérias promotoras de crescimento vegetal colonizam diferentes 6rgdos das plantas e
exercem efeitos benéficos sobre elas, podendo aumentar a producdo e o rendimento das culturas
em casa de vegetacdo e no campo, além de atuarem como componentes bioldgicos para
protecdo de plantas (Compant et al., 2010). Com esse proposito, cepas bacterianas tém sido
isoladas e identificadas como bactérias promotoras de crescimento utilizando diferentes
mecanismos diretos e indiretos (Kloepper e Schroth, 1981).

Dentre os principais mecanismos observados na promocao de crescimento de plantas por
bactérias estdo a producdo de horménios, a emissdo de compostos organicos volateis (VOCs),
0 estimulo ao aumento da superficie radicular ou ainda suprindo as suas necessidades
nutricionais por mecanismos como a fixacdo bioldgica do nitrogénio e a solubilizagcdo de
fosfatos (Hardoim et al., 2008; Martinez-Viveros et al., 2010). Como beneficio indireto do uso
de microrganismos em sementes ou plantulas pode ser citado a supressao de infec¢des causadas
por patégenos (Harman et al., 2004, Glick, 2012; Medeiros e Bettiol, 2021; Pacifico et al., 2021;
Montalvao et al., 2022), pela producgéo de enzimas ou inducao de resisténcia sistémica (Ahkami
etal., 2017).

Os géneros mais estudados de bactérias promotoras de crescimento de plantas sdo
Bacillus, Pseudomonas, Azospirillum e Rhizobium e Bradyrhizobium. Os efeitos destes
microrganismos benéficos que se associam as plantas e contribuem para o seu desenvolvimento
sdo amplos e incluem os efeitos benéficos atuantes desde a germinacdo de sementes, na
emergéncia de plantulas, no crescimento das plantas, na melhoria do desenvolvimento de raizes,
na absorcéo de agua, na producéo de gréos, além de tolerancia a estresses bidticos e abioticos
(Lazaretti e Bettiol, 1997; Figueiredo et al. 2010; Nascente et al., 2017; Rehman et al., 2020;

Hungria et al., 2021).
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O género Bacillus é citado como um grupo de organismos versateis podendo ser utilizados
como bioprotetores, além de serem candidatos ideais para o desenvolvimento de produtos
bioldgicos estaveis e eficientes devido a sua capacidade em produzir enddsporos resistentes ao
calor e a condi¢bes ambientais adversas (Yanez-Mendizabal et al., 2012; Setlow, 2014,
O’Callaghan, 2016).

Um dos objetivos da biotecnologia é desenvolver inoculantes microbianos que aumentem
a protecéo e estimulem o crescimento das plantas (Adesemoye et al., 2009). O uso de agente
bioldgico no tratamento de sementes pode trazer melhoria para protecdo do cultivo, atuando
desde a germinacdo, ao estabelecimento e desenvolvimento das fases iniciais das plantas de
algod&o. Pode, ainda, contribuir para minimizar os efeitos negativos sobre os agroecossistemas.

A aplicagdo de microrganismos benéficos nas sementes € um mecanismo eficiente para a
colocacdo de indculos microbianos no solo, onde estardo bem-posicionados para colonizar as
raizes das plantulas e proteger contra doencas e pragas (Melo et al., 2016; O’Callaghan, 2016).

Resultados obtidos utilizando diferentes cultivares de algodoeiro inoculados com estirpes
de B. thuringiensis toxicas a insetos lepiddpteros mostraram que essas estirpes sdo capazes de
colonizar endofiticamente a planta, com potencial efeito bioestimulante, e tal atributo necessita
ser mais bem explorado (da Costa et al., 2020). A cultura do algodoeiro é tradicionalmente
dependente do uso de pesticidas sintéticos (Pereg e McMillan, 2015), porém seu uso excessivo
impacta os custos de producéo e causa desequilibrios dos ambientes de cultivo. Por isso, o setor
produtivo possui demanda por novas solugdes e inovacgdes biotecnologicas que auxiliem na
protecdo dos cultivos e no controle efetivo de populacBes de insetos-praga, com efeitos
positivos para a preservacao do meio ambiente, dos inimigos naturais e para a satde humana.

Neste contexto, este trabalho pode contribuir para demais pesquisas que visam a selecdo

de estirpes de Bt promotoras de crescimento. O laboratério de bactérias entomopatogénicas
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detém um expressivo nimero de bactérias em sua colegdo que podem ser explorados com essa
finalidade sobre gendtipos de algodoeiro de importancia econémica.

Portanto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o potencial germinativo de
cultivares de algodédo tratadas com B. thuringiensis nas sementes bem como avaliar o

crescimento das plantas de algodao em func¢do dos métodos de inoculagdo da bacteéria.

2 MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Bactérias Entomopatogénicas da
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (Embrapa Cenargen) e no Laboratério de
Genética e Biotecnologia da Embrapa Agroenergia, ambos situados em Brasilia, DF.

Foram realizados trés ensaios independentes utilizando a estirpe S2122 de B.
thuringiensis no tratamento de sementes, que foi previamente selecionada pelo potencial efeito
promotor de crescimento de plantas quando testados com a cultivar BRS 8H de algodoeiro (da
Costa et al., 2020). Foram realizados trés ensaios, sendo que no primeiro e no segundo ensaio
foi verificado o efeito da utilizacdo dos métodos de inoculacdo com a bactéria nos parametros
de crescimento da planta das cultivares BRS 8H e IMA 1318. No terceiro ensaio, foi avaliado
o efeito da bactéria aplicada em tratamento de sementes sobre o potencial germinativo de lotes
de cultivares de algodao.

A estirpe S2122 de B. thuringiensis pertence a Colecdo de Bactérias Entomopatogénicas
da Embrapa Cenargen. A cultivar BRS 8H de algodé&o foi obtida junto a Embrapa Algodéo de
Campina Grande, PB. As demais cultivares foram cedidas pelo Instituto Mato-Grossense do

Algodao (IMAmt) de Primavera do Leste, MT.

2.1 Cultivo do material bacteriano
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A estirpe bacteriana utilizada neste trabalho foi cultivada em Fermentador (Marca Xangai
Biobox) com capacidade para 100 litros efetivos de suspensdo bacteriana. Inicialmente, foram
preparados dois erlenmeyers (2 L) contendo 600 mL do meio Embrapa (Monnerat et al., 2007)
submetidos ao crescimento por 15 horas a 180 rpm e 28 °C em incubador rotativo horizontal.

O contetdo bacteriano cultivado nestes erlenmeyers foi utilizado como pré-indculo e
transferidos de forma asséptica para o fermentador contendo meio de cultivo Embrapa,
previamente esterilizado a 120 + 2 °C por 60 min. A multiplica¢éo das bactérias ocorreu por 48
horas a temperatura de 29 + 2 °C, rotacdo de 350 rpm, 1vvm (ar), pH 7,0 (£ 0,2) e em rotacao
variavel visando manter o Oz na ordem de 20%.

Apos este periodo, a bactéria multiplicada foi submetida a centrifugacdes de 9500 rpm
por 10 min (Centrifuga Hettich Zentrifugen, modelo Rotanda 460R) para coleta do pellet
(concentrado bacteriano contendo esporos e cristais) e desprezando o sobrenadante (foi
centrifugado cerca de 38 litros da bactéria multiplicada). Ao pellet coletado foi adicionado 100
mL de &gua destilada estéril, a solucdo foi homogeneizada e transferida de forma gradual para
recipientes de vidro de liofilizacdo (600mL de capacidade) imersos em nitrogénio liquido. Os
frascos de vidro foram recobertos com papel aluminio e armazenados a -80 °C. O material
seguiu para o processo de liofilizacdo em Liofilizador Christ, modelo Alpha 2-4 LD plus por
29 horas e estocado a -2 °C.

A biomassa liofilizada foi avaliada a partir da quantificacdo de esporos utilizando a
determinacéo do niimero de unidades formadoras de col6nia por mg (UFC mg™) (Westergren
e Krasse, 1978). Em capela de fluxo laminar, 5 mg da biomassa liofilizada foi diluida em 5 mL
de solucio de NaCl 0,9% estéril (diluicdo 102). A diluicdo 10 foi homogeneizada em vortex,
e para a composicio da diluicio 102, foram acrescentadas 4,5 mL de agua destilada estéril e
0,5 mL da diluicdo anterior e assim sucessivamente até a diluicio 10°. Foram semeados 10uL

de cada diluicdo em triplicata em placas de Petri contendo meio Embrapa Agar (Monnerat et
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al., 2007) com auxilio de uma pipeta. As placas foram vedadas com filme PVC e colocadas em
incubadora (Precision 6LMS) a 28 + 2 °C por aproximadamente 15 horas para contagem das

células.

2.2 Descrigdo dos metodos de inoculagdo com B. thuringiensis

Para verificar o efeito do tratamento com B. thuringiensis no crescimento de plantas da
cultivar BRS 8H de algodoeiro foram utilizados trés métodos de tratamento com a bactéria: (i)
somente tratamento da semente com B. thuringiensis (TS); (ii) TS + adicdo do pellet
(concentrado bacteriano) ao solo no momento do plantio (TS + Pellet); (iii) TS + aplicacdo de
1 mL da suspensdo bacteriana no solo proximo a raiz da planta a cada sete dias (TS +
Aplicacgdo), e (iv) testemunha, tratamento utilizando dgua estéril em substituigdo a bactéria.

Tratamento de sementes: No preparo das suspensdes para o tratamento das sementes, 0
produto bacteriano liofilizado foi adicionado a 4gua deionizada estéril, homogeneizada em tubo
Falcon (50 mL) com auxilio de pérolas de vidro para composi¢do da suspensdo na concentracdo
108 UFC mL™. As sementes foram imersas nesta suspensdo em potes de vidro (200 mL) e
submetidas a agitacdo por 20 minutos a 130 rpm em plataforma horizontal. Em seguida a
suspensdo foi desprezada e as sementes distribuidas em placas de Petri (90 x 15 mm) estéreis e
secas em fluxo laminar.

Pellet bacteriano: uma aliquota de 5 mg do concentrado bacteriano liofilizado na
concentragio 10’ UFC mg™ foi incorporada ao solo a uma distancia de 1 cm da cova de
semeadura e na mesma profundidade da semente (cerca de 2 cm).

Aplicacdo da suspensdo bacteriana: a suspensdo aplicada foi constituida basicamente
pela homogeneizacdo da bactéria liofilizada em agua destilada esteéril, obtida a concentracéo de
10" UFC mL™. Uma aliquota de 1 mL da suspens3o deste preparado foi aplicada proximo a raiz

da planta a cada sete dias contados a partir da emergéncia das plantas.
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2.3 Interferéncia de métodos de inoculagdo com a estirpe S2122 de B. thuringiensis na
promocao de crescimento de plantas de algodoeiro
2.3.1 Efeito promotor de crescimento de B. thuringiensis sobre a cultivar BRS 8H

Para este ensaio os dados de desenvolvimento da planta foram observados a partir da
emergéncia até os 55 dias apds a emergéncia das plantas (DAE). As plantas foram conduzidas
em tubos polivinil clorido (PVC) de 1 m de altura e 100 mm de diametro, preenchidos com a
mistura solo estéril adubado, misturado ao substrato (BioPlant®) na proporc¢do 2:1. Os tubos
foram posicionados verticalmente, trés a trés, e permaneceram presos as bancadas com
amarracdo feita com fitilho plastico (Anexo 1).

Foram semeadas quatro sementes por tubo a uma profundidade de 2 cm. O desbaste de
plantas ocorreu aos 6 DAE deixando uma planta por tubo. As plantas foram mantidas em casa
de vegetacdo a 22-38 °C de temperatura e cerca de 43 + 27% de umidade relativa do ar. Durante
o0 desenvolvimento das plantas foi realizada a irrigacéo de acordo com a necessidade das plantas
e ndo ocorreu aplicacdo de fungicidas e inseticidas.

As avaliagdes e aquisicao dos dados foram iniciadas a partir da emergéncia das plantas a
fim de calcular o indice de velocidade de emergéncia (IVE) obtido pela coleta do nimero de
plantas emergidas diariamente até o 5° dia. A emergéncia das plantulas foi caracterizada pela
emissdo de seus cotilédones acima da superficie do solo segundo o critério de Chiavegato e
Cémara (2001), e o célculo do IVE realizado segundo a metodologia proposta por Maguire
(1962): IVE = G1/N1+G2/N2+...Gn/Gn, onde G1, G2 e Gn representam o nimero de plantulas na
primeira, segunda e na ultima contagem. Enquanto, N1, N2 e Ny, 0 nimero de dias de semeadura
a primeira, segunda e Gltima contagem.

A partir destes dados obtidos, foi avaliado também o percentual de emergéncia das
plantulas, que foi determinado considerando plantas emergidas com os cotilédones elevados

acima do solo. O percentual de plantas emergidas foi calculado com uso da expressdo: PE =
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NPE / NSS x 100, onde PE é a porcentagem de plantas emergidas, NPE é o nimero de plantulas
emergidas e NSS € o nimero de sementes semeadas.

Os estadios de desenvolvimento das plantas de algodoeiro foram determinados por
avaliacdo visual baseados nas escalas fenoldgicas estabelecidas por Marur e Ruano (2001), que
divide o ciclo do algodoeiro em quatro fases: a fase vegetativa, a fase de formacao de botdes
florais, florescimento e abertura de capulhos. Neste estudo foram observadas: a fase vegetativa
(V) e a fase de formacdo de botdes florais (B). Deste modo, a fase vegetativa compreende:

V0 - vai da emergéncia da plantula até o momento em que a nervura principal da primeira
folha verdadeira alcanca 2,5 cm de comprimento.

V1 - do final de VO até a segunda folha alcance 2,5 cm de comprimento.

V2 - do final de V1 até que a nervura central da terceira folha atinja 2,5 cm de
comprimento.

V3-Vn - segue 0 mesmo critério.

Para a fase de formacéo de botes florais:

B1 - inicia-se quando o primeiro botéo floral se torna visivel.

B2 - o primeiro botdo floral do segundo ramo frutifero é visivel.

B3 - o primeiro botdo floral do terceiro ramo frutifero visivel. Nesta época, 0 segundo
botdo do primeiro ramo também é visivel.

B4-Bn - segue-se 0 mesmo critério.

Para a altura das plantas foi anotado o valor a partir do nivel do solo até o apice da planta
(meristema apical) com auxilio de uma régua graduada em centimetros. O comprimento da raiz
foi determinado tendo referéncia o colo da planta e a extremidade da raiz principal também com
uma régua graduada em centimetros.

As plantas foram amostradas ao nivel do solo para obtencdo dos dados relativos ao peso

da matéria seca. O solo contendo raizes foi cuidadosamente retirado da coluna de PVC
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envolvido pelo filme de polipropileno, aberto sobre uma bancada para obtengdo dos dados de
comprimento da raiz principal e para a coleta das raizes da planta. As raizes foram mantidas em
agua e levadas ao laboratério para as analises. Para coleta dos dados, as raizes foram
cuidadosamente espalhadas em uma bandeja em acrilico contendo agua e digitalizadas
utilizando scanner de mesa.

As imagens de raizes foram analisadas por meio do programa computacional
WinRhizo®, acoplado a um sistema scanner profissional (Epson® Expression 10 000XL), para
aquisicdo das imagens com parametros de 300 dpi (pontos por polegada) e o software
configurado para obter a estimativa do volume das raizes.

Apos as imagens serem digitalizadas, as raizes e a parte aérea foram mantidas em estufa
com circulacdo de ar a 60 °C por aproximadamente 72 horas até a estabilizagdo da massa seca.

A altura (cm) e o estadio fenoldgico das plantas foram avaliados aos 8, 13, 17, 22, 27, 32,
43 e 52 dias de emergéncia das plantas (DAE). As varidveis peso da matéria seca da parte aérea
e radicular (g), comprimento das raizes (cm) e volume das raizes (cm?) foram analisados aos
15, 25, 35 e 55 DAE.

Para 0 peso da matéria seca da parte aérea e das raizes, comprimento da raiz principal e
volume das raizes os dados foram obtidos a partir da média de doze plantas, exceto para a
avaliacdo que ocorreu aos 55 DAE onde foram avaliados os valores das observagdes de quatro
plantas por tratamento.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado contendo 60 plantas por
tratamento, com quatro tratamentos correspondentes aos métodos de inoculacdo com o B.

thuringiensis, incluindo o tratamento testemunha com apenas agua.

2.3.2 Efeito promotor de crescimento de B. thuringiensis sobre a cultivar IMA 1318
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Para este ensaio os parametros de crescimento foram anotados ao final dos 35 DAE das
plantas. O semeio foi realizado em vasos de polipropileno (0,5 L) contendo a mistura de solo
estéril, adubado e corrigido e substrato (Plantmax®) na propor¢do de 2:1. O plantio foi
realizado colocando uma semente por vaso e conduzido até o final do ensaio.

As plantas foram tratadas com a estirpe S2122 de B. thuringiensis utilizando trés métodos:
1) Tratamento na semente na concentragdo 108 UFC mL™ (TS); 2) TS e adigdo de um pellet
bacteriano a 10’ UFC mg™ ao solo no momento do plantio (TS + Pellet); 3) TS e aplicagdo de
um mL da suspensdo bacteriana a 10° UFC mL™ (TS + Aplicacéo) a cada semana.

Para verificacdo do efeito promotor de crescimento das plantas foram anotados os dados
da altura (cm), estadio fenoldgico de desenvolvimento, peso da matéria seca da parte aérea e
radicular (g), além do comprimento da raiz (cm).

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado com os quatro
tratamentos (métodos de inoculagdo com B. thuringiensis incluindo o tratamento testemunha

na auséncia da bactéria) e doze repeticGes (plantas) para cada tratamento.

2.3.3 Potencial germinativo de sementes de algodao tratadas com B. thuringiensis

Neste momento foi verificado o efeito do tratamento de sementes com o B. thuringiensis
sobre o potencial germinativo em 10 lotes de cultivares de algodoeiro.

Entre estes lotes, as sementes das cultivares IMA 5675 B2RF, IMA 08-3869, IMA 07-
6035, IMA 2106 GTL, IMA 6035 B2RF, IMA 8405 e FM 966 LL ndo continham tratamentos
com pesticidas quimicamente sintetizados, enquanto as cultivares IMA 2106, IMA 0250 GTL
05, IMA 2050 GTL 15 apresentavam tratamento com fungicidas e inseticida sintéticos
(carboxamida + thiram e thiametoxam) nas doses 1 e 2,45 g do i.a. kg de sementes,

respectivamente.
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Para este ensaio foi utilizado somente o tratamento com B. thuringiensis nas sementes, na
qual foram tratadas com a estirpe S2122 na concentragio 108 UFC mL™. Foi adicionado agua
as sementes do tratamento testemunha. Apds o tratamento, a suspensdo bacteriana foi
desprezada e a semeadura realizada em bandejas de polietileno flexivel para produgdo de mudas
(contendo 60 células) preenchidas com solo e substrato Plantmax® estéreis na proporcao de
1:1. Foram semeadas duas sementes por célula para cada cultivar, 10 células receberam as
sementes tratadas com B. thuringiensis e 10 receberam as sementes do tratamento sem a
bactéria.

A partir da emergéncia da primeira plantula foram realizadas contagens diérias do niamero
de plantulas emergidas até o quinto dia para calculo do IVE. Apds a Gltima contagem das plantas
emergidas foi mantida apenas uma planta por célula.

Apos 11 dias da emergéncia, as plantas mais vigorosas foram selecionadas de acordo com
a andlise visual. As plantas foram, ent&o, retiradas do substrato, lavadas e anotados os dados de
altura (cm), comprimento da raiz (cm), peso da matéria fresca e seca da planta inteira (g). O
peso da planta foi mensurado em balanca analitica (Marte AS500C) e os dados de altura e
comprimento da raiz obtidos utilizando régua graduada em centimetros.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 20 repeti¢6es (plantulas)

para calculo do IVE e dez repeti¢Ges por tratamento para as demais caracteristicas analisadas.

2.4 Analise estatistica

Os dados referentes ao percentual de germinacdo foram transformados em arco sen
(x/100)°° para homogeneizagéo das variancias antes da analise. Para verificacéo dos efeitos dos
tratamentos, os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e quando houve
diferencas significativas entre tratamentos as médias foram comparadas pelo teste Tukey a 5%

de significancia utilizando o software estatistico Sisvar 5.8 (Ferreira, 2018).
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3 RESULTADOS

3.1 Interferéncia de métodos de inoculagdo com a estirpe S2122 de B. thuringiensis na
promocao de crescimento de plantas de algodoeiro

3.1.1 Efeito promotor de crescimento de B. thuringiensis sobre a cultivar BRS 8H

3.1.1.1 Percentual de emergéncia e Indice de velocidade de emergéncia (1VE)

A emergéncia das plantulas nesse ensaio teve inicio ao quinto dia apés o plantio quando
foram iniciadas a coleta de dados para o calculo do percentual de emergéncia e do IVE para 0s
tratamentos.

As taxas de emergéncia de plantulas sdo apresentadas a seguir. O percentual de plantulas
obtidas para o tratamento TS (88,33%) foi semelhante ao obtido para o tratamento TS + Pellet
(92,5%) e para a testemunha (88,75%), ndo havendo, portanto, diferenca significativa entre os
tratamentos (Figura 1A).

Verifica-se que o tratamento TS (2,73) apresentou IVE superior a testemunha (2,133) e
obteve resposta semelhante ao TS + Pellet (2,28), configurando um estimulo na velocidade de
emergéncia das plantulas pelo uso do TS com o Bt nas sementes (ANOVA: F = 4,548; P =

0,0135) (Figura 1B).
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Figura 1. Percentual de plantulas emergidas (Fig. 1A) e o indice de velocidade de emergéncia

(IVE) de plantulas (Fig. 1B) obtidos para o tratamento com B. thuringiensis nas sementes da
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cultivar BRS 8H de algodoeiro. O tratamento TS refere-se as sementes que receberam B.
thuringiensis somente nas sementes; o tratamento TS + Pellet recebeu B. thuringiensis nas
sementes e adicdo de pellet da bactéria no solo no momento do plantio. As colunas que

apresentam letras iguais ndo diferem entre si ao nivel de 5% de significancia.

3.1.2 Desenvolvimento vegetativo e de botdes florais

Para as avaliacOes realizadas aos 8 DAE foram observadas plantas apresentando folhas
cotiledonares, no estddio VO e em V1 (Figura 2A); aos 13 DAE foram constatadas plantas
somente no estadio de V1 e V2 (Figura 2B); aos 17 DAE havia plantas em V1, V2 e V3 (Figura
2C); aos 22 DAE as plantas estavam na fase V2, V3, V4 e V5 (Figura 3A); aos 27 DAE as
plantas encontravam-se em V4, V5 e V6 (Figura 3B); aos 32 DAE havia plantas em V4, V5,
V6 e B1 (Figura 3C); aos 43 DAE foram observadas plantas em B2, B3, B4 e B5 (Figura 4A)
e aos 52 DAE as plantas estavam em B5, B6, B7 (Figura 4B).

Os intervalos de confianca calculados para os percentuais de plantas por estadio
fenoldgico para os tratamentos podem ser verificados no Anexo 2.

Na avaliagéo realizada aos 8 DAE (Figura 2A) pode ser observado que o tratamento TS
+ Aplicacdo (98,3%) e TS + Pellet (95%) apresentaram uma maior porcentagem de plantas em
VO comparadas a testemunha (76,7%) e foram semelhantes ao TS (81,7%). O tratamento
testemunha mostrou maior percentual de plantas com folhas cotiledonares (23,3%), estagio
inicial de estabelecimento, comparado ao TS (5%), TS + Pellet (5%) e TS + Aplicacéo (1,7%).
Somente o TS apresentou plantas na fase de V1 (13,3%). As figuras no Anexo 3 mostram um
rapido desenvolvimento das plantas que receberam o tratamento com B. thuringiensis
comparado ao tratamento testemunha.

Para a avaliacdo realizada aos 13 DAE (Figura 2B) os tratamentos com B. thuringiensis

exibiram percentuais superiores de plantas atingindo o estadio V2 (TS - 26,7%; TS + Pellet -
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31,7%e TS+ Aplicacéo - 26,7%) quando comparadas a testemunha (8,3%). Logo, a testemunha
demonstrou maior percentual de plantas contendo folhas cotiledonares (91,7%) do que os
tratamentos com a bactéria (TS - 73,3%; TS + Pellet - 68,3% e TS + Aplicacéo - 73,3%).

Aos 17 DAE (Figura 2C) cerca de 50% das plantas do tratamento com Bt atingiram a fase
de V3 (TS - 47,9%; TS + Pellet - 58,3% e TS + Aplicacdo - 50%) superando o percentual
apresentado para a testemunha (14,6%) que apresentou um maior percentual de plantas ainda
em V2. Somando-se 0s percentuais de plantas em V1 e V2 do tratamento testemunha (85,4%)
temos uma maior quantidade de plantas, ainda, nestas primeiras etapas de estabelecimento

comparados aos tratamentos com Bt: TS (52,1%), TS + Pellet (41,7%) e TS + Aplicagéo (50%).
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Figura 2. Percentual de plantas de algodoeiro por estadio fenoldgico de desenvolvimento da
cultivar BRS 8H em dias apds a emergéncia das plantas (DAE). Os tratamentos utilizaram a

estirpe S2122 de B. thuringiensis nas sementes (TS), TS + adigdo do pellet bacteriano ao solo
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(TS + Pellet), TS + aplicacdo de 1 mL da bactéria a cada sete dias (TS + Aplicacdo). As

avaliacOes ocorreram aos 8 (Fig. 2A), 13 (Fig. 2B) e 17 (Fig. 2C) DAE. (n = numero de plantas)

Aos 22 DAE (Figura 3A) as plantas tratadas com a estirpe bacteriana apresentaram um
mesmo padrdo de desenvolvimento independentemente do método de inoculacdo utilizado.
Mais de 60% das plantas com B. thuringiensis estavam na fase em V3 (TS - 64,6%; TS + Pellet
- 62,5% e TS + Aplicacéo - 68,7%) enquanto a testemunha apresentava 95,8% de plantas na
mesma fase. No caso deste Ultimo tratamento, o estande restante se completava com 2,1% de
plantas em V4 e ainda um percentual de 2,1% de plantas em V2. A porcentagem de plantas em
V4 dos tratamentos TS, TS + Pellet e TS + Aplicacdo foram 31,2%, 37,5% e 29,2%,
respectivamente. Somente nos tratamentos TS (4,2%) e TS + Aplicacdo (2,1%) havia plantas
na fase V5.

Analisando os valores obtidos aos 27 DAE (Figura 3B) é possivel observar que as plantas
em V5 admitem intervalos percentuais semelhantes para todos os tratamentos incluindo a
testemunha (Testemunha - 66,7%; TS - 66,7%, TS + Pellet - 83,3%; TS + Aplicagéo - 83,3%).
O mesmo ocorre com as plantas no estadio V4 (Testemunha - 33,3%; TS - 20,8%, TS + Pellet
- 14,6%; TS + Aplicacédo - 14,6%). O que diferiu nesta fase foram as plantas dos tratamentos
Bt apresentando o estagio V6 de desenvolvimento (TS - 12,5%, TS + Pellet - 2,1%; TS +
Aplicacéo - 2,1%) o que ndo ocorreu com a testemunha.

Aos 32 DAE os tratamentos ja haviam iniciado a fase de formacéo de botdes florais (B1).
No entanto, o percentual de plantas em B1 no tratamento TS + Aplicacéo (66,7%) foi superior
a testemunha (33,4%) e semelhante ao TS (58,3%) e TS + Pellet (61,1%). O TS e TS + Pellet
obtiveram um padrdo de desenvolvimento muito similar e os valores se confundiram com 0s
intervalos percentuais dos dados obtidos para a testemunha. Somente o TS + Pellet e TS +

Aplicacdo ndo exibiam mais plantas em estagio V4 nessa avaliacdo (Figura 3C).
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Figura 3. Percentual de plantas de algodoeiro por estadio fenoldgico de desenvolvimento da

cultivar BRS 8H em dias ap6s a emergéncia das plantas (DAE). As plantas foram tratadas com
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a estirpe S2122 de B. thuringiensis nas sementes (TS), TS + adi¢do do pellet bacteriano ao solo
(TS + Pellet), TS + aplicacdo de 1 mL da bactéria a cada sete dias (TS + Aplicacdo). As

avaliacOes ocorreram aos 22 (Fig. 3A), 27 (Fig. 3B) e 32 (Fig. 3C) DAE. (n=ntmero de plantas)

A partir dos 43 DAE (Figura 4A) todos os tratamentos exibiam o estadio de botdes florais.
A testemunha apresentava plantas somente em B2 (41,2%) e B3 (58,3%) ao contrario dos
tratamentos com a bactéria que ja& demonstravam o estande de plantas em B4 (TS - 25%; TS +
Pellet - 16,6%; TS + Aplicacéo - 45,8%) inclusive o TS + Pellet com 4,2% de suas plantas na
fase B5. O Unico tratamento com a bactéria que apresentou plantas ainda em B2 foi 0 TS
(20,8%).

A Ultima avaliacdo realizada aos 52 DAE (Figura 4B) apresentou 0 mesmo padréo da
observacao realizada anteriormente em que os tratamentos Bt (TS - 4,2%, TS + Pellet - 12,5%
e TS + Aplicacdo - 8,3% em B7) exibiram plantas em um estdgio mais avancado de
desenvolvimento que a testemunha (que ndo havia atingido a fase B7). Somente uma planta do
tratamento testemunha e uma do tratamento TS+Aplicacdo apresentaram a emissao da primeira

flor expandida.
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Figura 4. Percentual de plantas de algodoeiro por estadio fenoldgico de desenvolvimento da
cultivar BRS 8H em dias apds a emergéncia das plantas (DAE). Os tratamentos utilizaram a
estirpe S2122 de B. thuringiensis nas sementes (TS), TS + adi¢do do pellet bacteriano ao solo
(TS + Pellet), TS + aplicacdo de 1 mL da bactéria a cada sete dias (TS + Aplicacdo). As

avaliacOes ocorreram aos 43 (Fig. 4A) e 52 (Fig. 4B) DAE. (n = nimero de plantas)

3.1.3 Altura de plantas

O padréo de crescimento da cultivar BRS 8H de algodoeiro tratada com Bt utilizando

métodos de inoculacdo com a estirpe S2122 ¢ apresentado na Figura 5.
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Para os métodos de inoculacdo estudados, a cultivar de algoddo tratada com Bt nédo
apresentou diferencas significativas para a altura das plantas nas avaliagdes realizadas ao longo
do ensaio. A tabela contendo a altura média para os tratamentos obtidos nas avaliagdes

encontra-se no Anexo 4.

BRS 8H
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Altura de plantas (cm)
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8 13 17 22 27 32 43 52
DAE

—&— Testemunha —@—TS TS + Pellet —>—TS + Aplicacdo

Figura 5. Altura de plantas da cultivar BRS 8H de algodoeiro submetidas ao tratamento com a
estirpe S2122 de B. thuringiensis em dias ap6s a emergéncia (DAE) das plantas. Os métodos
de inoculago utilizados no ensaio foram o tratamento de sementes (TS) a 108 UFC mL*?, TS +
adicio do pellet bacteriano ao solo com 107 UFC mg™ (TS + Pellet), TS + aplicacdo de 1 mL
da suspens&o bacteriana a 10’ UFC mL™ no solo a cada sete dias (TS + Aplicagdo). O tratamento

testemunha recebeu agua em substituicdo a bactéria. (n = nimero de plantas)

3.1.4 Matéria seca da parte aérea
Na Tabela 1 sdo apresentados os valores medios da matéria seca da parte aérea obtidas

para a cultivar BRS 8H tratadas utilizando inoculagcdo com a bactéria.
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Observa-se aos 15 DAE que o tratamento TS e TS + Aplicacdo promoveram um
incremento na matéria seca foliar da ordem de 21% e 24% quando comparados com a
testemunha (ANOVA: F = 9,3399; P = 0,0018) e o tratamento TS+Pellet.

O mesmo efeito foi verificado aos 35 DAE com incrementos de 20% a 30% na formagéo
de biomassa da parte aérea proporcionado pelos métodos de inoculagdo do Bt quando
comparados a testemunha (ANOVA: F = 4,6895; P = 0,0216). Ao final do ensaio realizado aos

55 DAE né&o houve diferenca entre os tratamentos.

Tabela 1. Peso da matéria seca da parte aérea de plantas de algodoeiro cultivar 8H submetidas
ao tratamento com B. thuringiensis. Os métodos incluem o tratamento de sementes (TS) na
concentracdo 102 UFC mL™?, TS + adic&o do pellet bacteriano a 10’ UFC mg™ no solo de plantio
(TS + Pellet), TS + aplicagio da suspenséo bacteriana no solo (10’ UFC mL ) a cada 7 dias
(TS + Aplicacdo). O tratamento testemunha recebeu agua substituindo a bactéria. (n = nimero

de plantas) (média + desvio padrdo).

Peso da matéria seca da porcéo aérea de plantas de algodoeiro tratadas com Bt (g)

(n=12)
Tratamentos Dias ap6s a emergéncia das plantas (DAE)
15** 25 35* 55
Testemunha 0,445 + 0,028b 2,195 +0,218a 3,392 + 0,057b 11,212 +0,533a
TS 0,541 + 0,098a 2,344 + 0,160a 4,010 + 0,436a 11,717 £ 0,711a
TS + Pellet 0,436 £ 0,036b 2,270 £ 0,141a 4,425 + 0,687a 11,782 + 0,957a
TS + Aplicagéo 0,550 + 0,038a 2,328 +0,120a 4,338 + 0,288a 12,045 + 0,913a

*significativo ao nivel de 5% de probabilidade por Tukey
** significativo ao nivel de 1% de probabilidade
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3.1.5 Peso da matéria seca de raizes, comprimento da raiz principal, volume de raizes

As médias obtidas para a producdo de matéria seca de raizes, comprimento da raiz
principal e do volume das raizes sdo apresentadas na Tabela 2.

Foi observado que o tratamento TS + Aplicagdo proporcionou um aumento de matéria
seca radicular para a cultivar BRS 8H aos 15, 35 e 55 DAE. O incremento proporcionado por
Bt foi de 31% aos 15 DAE (ANOVA: F =4,174; P = 0,0306); 20% aos 35 DAE (ANOVA: F
=2,051; P =0,1604), e de 14% aos 55 DAE (ANOVA: F = 4,206; P = 0,0299) sobre os valores
médios das raizes de plantas em comparagdo ao tratamento sem a bactéria (Tabela 2).

Analisando a tabela que apresenta o comprimento de raizes, observa-se uma tendéncia de
crescimento em resposta aos métodos de inoculacdo com Bt. Aos 15 DAE o tratamento TS
superou em 12,75 cm o comprimento observado para a testemunha, e obteve valores
intermediarios ao TS + Pellet e TS + Aplicacdo (ANOVA: F = 3,420; P = 0,0252). Aos 25
DAE néo foram observadas diferengas entre os tratamentos. Para a avaliacdo realizada aos 35
DAE houve uma diferenca superior a 6 cm para o TS e TS + Pellet em relacdo a testemunha
(ANOVA: F= 2,4939; P=0,0723). Este mesmo padrao foi registrado ao final do ensaio (55
DAE) com os tratamentos TS + Pellet e TS + Aplicagéo apresentando efeitos significativos no
crescimento das raizes, e repetindo os acréscimos de 6 cm nas médias dos tratamentos em
relacdo a testemunha sem o Bt (ANOVA: F=4,7681; P=0,0206).

Com relacao ao volume de raizes evidenciou-se efeito significativo do tratamento TS aos
55 DAE apresentando resultados positivos e proporcionando incremento de 21% sobre a

testemunha e semelhante aos demais tratamentos com Bt (ANOVA: F=4,8592; P= 0,0194).
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Tabela 2. Peso da matéria seca, comprimento da raiz principal e volume das raizes das plantas
de algodoeiro (BRS 8H) submetidas ao tratamento com a estirpe S2122 de B. thuringiensis. Os
métodos de inoculagdo com Bt incluem o tratamento de sementes (TS) a 108 UFC mL?, TS +
adicéo do pellet bacteriano a 107 UFC mg™ no solo de plantio (TS + Pellet), TS + aplicago de
um mL da suspensdo bacteriana (107 UFC mL™) no solo semanalmente (TS + Aplicagdo), a

testemunha ndo recebeu a bactéria. (n= nimero de plantas) (média + desvio padrao).

Peso da matéria seca de raizes (g)

Dias ap6s a emergéncia das plantas (DAE)

Tratamentos (n=12)
15* 25 35* 55*
Testemunha 0,109 £ 0,015b 0,566 + 0,083a 1,166 + 0,100b 4,097 = 0,404b
TS 0,139 + 0,015ab 0,590 + 0,020a 1,334 + 0,204ab 4,177 £ 0,054ab
TS + Pellet 0,126 + 0,016ab 0,570 + 0,028a 1,325 +0,111ab 4,397 £ 0,190ab
TS + Aplicacgéo 0,141 £ 0,008a 0,581 + 0,060a 1,403 £ 0,112a 4,682 + 0,240a
Comprimento das raizes (cm)
15* 25 35* 55*
(n=12) (n=4)
Testemunha 46,958 + 8,351b 88,541 + 12,149a 98,833 + 4,590b 105,250 + 2,061b
TS 59,708 + 6,042a 98,833+ 7,223a 105,666 + 6,548a 107,625 + 1,600ab
TS + Pellet 53,125 + 4,340ab 99,958 + 1,935a 105,250 £ 2,872a 111,000 * 4,690a
TS + Aplicagdo 52,375+7,949ab 95208 +3,172a 104,333 +£2,394ab 112,375+ 2,495a
Volume de raizes (cmd)
(n=4)
15 25 35 55*

Testemunha 2,990 + 0,268 a 8,950 + 2,235a 19,311 + 3,441a 40,752 £2,825b
TS 3,676 £ 0,643 a 9,245 +1,521a 20,160 £+ 3,121a 49,419 + 3,842 a
TS + Pellet 2,972 +0,503 a 9,640 + 1,737a 19,834 +3,068a 43,974 + 3,329 ab
TS + Aplicagéo 3,303+0,181 a 8,849 + 1,933a 20,205+ 4,098a 45,071 + 3,049 ab

* significativo ao nivel de 5% de probabilidade por Tukey
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3.2 Promocéao de crescimento vegetal por B. thuringiensis na cultivar IMA 1318
3.2.1 Desenvolvimento vegetativo

Na avaliacdo realizada nos estadios fenoldgicos avaliados foi observado que aos 35 DAE
a cultivar IMA 1318 apresentava plantas em estadios de desenvolvimento vegetativo V3, V4 e
V5 no (Figura 6). Nos tratamentos que utilizaram a bactéria as plantas haviam superado o
estadio V3, enquanto a testemunha ainda apresentava 16,6 % de plantas em V3, com 66,6% em
V4 e 16,6% em V5. Os tratamentos TS e TS + Aplicacdo apresentaram padrfes de
desenvolvimento semelhantes com 50% de plantas em V4 e 50% em V5. Para o tratamento
TS+Pellet o indice foi de 75% de plantas amostradas em V4 e 25% em V5 (Figura 6).

O tratamento com Bt foi capaz de interferir no desenvolvimento das plantas da cultivar
IMA 1318 apresentando estande de plantas mais desenvolvidas. Os intervalos de confianca para
0s percentuais de plantas evidenciados por cada estadio fenoldgico dos tratamentos podem ser

observados no Anexo 5.
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Figura 6. Percentual de plantas de algodoeiro por estadio fenologico da cultivar IMA 1318 aos
35 dias apds a emergéncia das plantas (DAE). As plantas foram tratadas com a estirpe S 2122

de B. thuringiensis na semente na concentracdo 108 UFC mL™ (TS); TS e adi¢&o de um pellet
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bacteriano a 10’ UFC mg™ ao solo no momento do plantio (TS + Pellet); TS e aplicacdo de um
mL da suspenséo bacteriana a 10’ UFC mL™ (TS + Aplicacdo) semanalmente. (n= niimero de

plantas)

3.2.2 Altura, peso da matéria seca da parte aérea e das raizes, e comprimento de raiz

As caracteristicas relativas ao crescimento da cultivar IMA 1318 de algodoeiro tratadas
com Bt utilizando os diferentes métodos de inoculacdo sdo apresentados na Tabela 3. Aos 35
DAE das plantas, os dados mostram que n&o houve interferéncia do tratamento com Bt sobre a
altura das plantas, peso de matéria seca da parte aérea e para 0 comprimento das raizes. Porém,
0s resultados indicam um aumento na producdo de matéria seca de raizes proporcionada pelos
tratamentos com Bt pelos métodos TS e TS + Aplicacdo, com aumentos de cerca de 27% no
valor da matéria seca das raizes quando comparados a testemunha sem o Bt (F= 7,658; P=

0,0003).

Tabela 3. Avaliacéo de crescimento de plantas de algodoeiros da cultivar IMA 1318 submetidas
a diferentes métodos de inoculagdo com a estirpe S2122 de B. thuringiensis aos de 35 DAE.

(n= ndmero de plantas) (média + desvio padrao).

Peso matéria seca (g) Comprimento
Altura (cm) raiz
Tratamentos Parte a.érea Raiz* (Cm)
(n=12)
Testemunha 32,566 + 2,584a 2,77 £ 0,063a 0,61 +0,0677b 20,5 +£5,341a
TS 32,041 + 3,318a 2,77 £0,051a 0,77 £0,0510a 22,9 £ 5,488a
TS + Pellet 32,125 + 3,620a 2,82+0,197a 0,81 +0,1971ab 24,7 £ 3,360a

TS + Aplicacéo 31,750 + 3,726a 2,91 £ 0,0538a 0,77 £0,0538a 23,1 + 3,398a

*apresentam diferenca a 5% de significancia por Tukey
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3.3 Potencial germinativo de sementes de algodao tratadas com B. thuringiensis
3.3.1 Percentual de emergéncia e Indice de velocidade de emergéncia (IVE)

Os dados referentes ao percentual de plantulas emergidas e do IVE para as cultivares de
algodoeiro, submetidos ao tratamento com Bt nas sementes, sdo apresentados a seguir. O
percentual de emergéncia pode ser observado na Figura 7. Para essa caracteristica o tratamento
com Bt ndo alterou significativamente a porcentagem de plantulas emergidas de nenhum dos

genotipos testados em relagdo a testemunha.
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Figura 7. Percentual de emergéncia de plantulas de cultivares de algodoeiro tratados com a
estirpe S2122 de B. thuringiensis (Bt) nas sementes (TS) em comparagdo com sementes sem 0

Bt (Testemunha). (n= 20 repeticdes).

Os dados do indice de velocidade de emergéncia sdo apresentados na Figura 8. As médias
seguidas do desvio padrdo sdo apresentados no Anexo 6. Observa-se que as cultivares IMA 07-
6035, IMA 2106 GTL, IMA 6035 B2RF e IMA 0250 GTL 15 apresentaram IVE superior a

testemunha quando foram tratadas com Bt. Ja as cultivares IMA 08-3869 e FM 966 o IVE foi
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significativamente menor que a testemunha quando tratadas com Bt. Nao foram verificadas
diferencas entre os tratamentos para as cultivares IMA 5675 B2RF, IMA 8405, IMA 0250 GTL
05 e IMA 2106 (Figura 8).

As cultivares IMA 0250 GTL 15 e IMA 0250 GTL 05 obtiveram resposta significativas

positiva e neutra, respectivamente, ao tratamento Bt nas sementes (Figura 8).
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Figura 8. indice de velocidade de emergéncia (IVE) de cultivares de algodogiro tratadas (TS)
com a estirpe S2122 de B. thuringiensis (Bt) nas sementes e ndo-tratadas (testemunha sem o
Bt). (n= 20 repeticbes). As colunas acompanhadas por (*) apresentam efeito significativo ao

nivel de 5% de probabilidade.

3.3.2 Altura, comprimento da raiz e peso da matéria fresca e seca das plantas

Apos 15 dias de realizado o plantio as cultivares IMA 6035 B2RF, IMA 8405, IMA 5675
B2RF, IMA 2106 GL foram selecionadas visualmente pelo seu vigor. Dos quatro genotipos
selecionados, verificou-se que plantas do genétipo IMA 6035 B2RF tratadas com Bt obtiveram
um aumento de 10% na altura (F= 7,964; P= 0,0113) e cerca de 20% para 0 peso da materia

seca das plantas comparado ao tratamento que ndo utilizou a bactéria (F= 4,449; P= 0,0492)
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(Tabela 4). A analise das caracteristicas de crescimento das cultivares IMA 8405, IMA 5675
B2RF e 2106 GTL ndo mostrou diferenca do tratamento Bt em relagéo a testemunha (Tabela

4).

Tabela 4. Avaliagdo do crescimento de plantas das cultivares de algodoeiro tratadas com as
sementes da estirpe S2122 de B. thuringiensis sobre os parametros de altura, comprimento da

raiz, matéria fresca e seca da planta inteira aos 15 dias apés o plantio. (n= nimero de plantas).

o Altura (cm) Comprimento ] _Peso ) I?eso

atamento Raiz (cm) matéria fresca (g) matéria seca (g)
(n=10)

IMA 6035 B2RF

Testemunha 9,43+ 0,629 7,96+ 2,362 1,750+ 0,221 0,147+ 0,020

TS 10,39+ 0,499* 8,54+ 1,044 1,890+ 0,158 0,175+ 0,019*

IMA 8405

Testemunha 8,65+ 0,397 8,20+ 0,878 1,551+ 0,176 0,152 £ 0,031

TS 9,38+ 1,545 8,76+ 1,615 1,613+ 0,226 0,139+ 0,016

IMA 5675 B2RF

Testemunha 9,26+ 0,600 10,37+ 1,434 1,664+ 0,265 0,170+ 0,031

TS 9,01+ 0,768 9,66+ 0,962 1,630+ 0,294 0,171+ 0,042

IMA 2106 GTL

Testemunha 8,26+ 1,195 8,35+ 1,123 1,861+ 0,342 0,173+ 0,038

TS 8,31+ 0,715 7,99+ 1,142 1,696+ 0,342 0,167+ 0,032

* médias significativas a 5% de probabilidade

4 DISCUSSAO

Bactérias do género Bacillus sdo amplamente conhecidas por sua atividade rizosférica
como bioprotetores contra patdgenos em diversos cultivos vegetais (Parray et al., 2016;
Azizoglu, 2019; Nithyapriya et al.,, 2021). Varias espécies sdo candidatas para o
desenvolvimento de produtos bioldgicos estaveis e eficientes, devido a sua capacidade de
produzir enddsporos resistentes a temperatura, pela facilidade de formulagdo, armazenamento

e maior sobrevivéncia em campo (Yanez-Mendizabal et al., 2012; Setlow, 2014).
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Os resultados obtidos nesse trabalho em relacéo a velocidade de emergéncia, os estadios
fenoldgicos, a parte aérea e radicular das plantas dos ciclos de crescimento do algodoeiro foram,
de forma geral, afetados pelo tratamento com B. thuringiensis. Ha evidéncias de que a
promocédo de crescimento vegetal é maior quando induzida por bactérias endofiticas do que
apenas por bactérias do rizosfera, conferindo protecdo contra estresses bidticos e abioticos
(Tanuja et al., 2013; Le Cocq et al., 2017).

Bactérias capazes de promover o crescimento vegetal em culturas de importancia
econdmica tem apresentado uma relevancia mais ampla nos sistemas de producéo agricola
(Senthilkumar et al., 2011, Rana et al., 2020). Porém, o uso especificamente de B. thuringiensis
colonizando endofiticamente plantas em observancia ao crescimento das plantas ainda é pouco
relatado.

A resposta das plantas a inoculacéo bacteriana nos ensaios realizados foi observada pelos
ganhos de biomassa expressas em peso seco radicular das duas cultivares testadas nos dois
primeiros ensaios. Este ganho também foi encontrado para um genétipo observado no terceiro
ensaio, entretanto o crescimento nao foi percebido igualmente em todas as cultivares avaliadas.
Tais resultados reafirmam as observagdes realizadas por da Costa et al. (2020) que propdem
haver especificidades com relacdo as cultivares de algodoeiro e os isolados de B. thuringiensis.
Alguns autores descrevem que as bactérias podem beneficiar a planta, dependendo do genétipo,
da espécie bacteriana e do isolado observado (Vaz et al., 2011; Fernandes et al., 2013, Castro
etal., 2019).

Os avangos na pesquisa indicam que as plantas sdo capazes de identificar o endofito e
permitir a colonizacdo por meio de monitoramento de nutrientes (Plett e Martin, 2018; Khare
et al., 2018). A literatura descreve que existem interacdes especificas entre plantas e bactérias,
especialmente relacionados a enddfitos, com interferéncia na composicdo de exsudatos

radiculares ricos em nutrientes incluindo agucares, acidos organicos, compostos fendlicos e
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metabolitos (Compant et al., 2010; Sessitsch et al., 2012). Durante a germinacdo e 0
crescimento de raizes sdo apresentados exsudatos que contém muitos compostos
biologicamente ativos que influenciam positivamente na coloniza¢do e no crescimento da
bactéria na planta, além de protegé-la contra doencas e pragas transmitidas pelo solo (Melo et
al., 2016). Um dos componentes dos exsudados que mais varia entre as espécies € o triptofano,
o principal precursor de AIA em bactérias (Spaepen et al., 2007; Giassi et al., 2016).

Os tratamentos com B. thuringiensis promoveram o crescimento e o acimulo de massa
pelas raizes através do aumento do comprimento, volume e peso em relagdo a testemunha. A
modificacdo nas raizes obtidas em plantas inoculadas provavelmente teve influéncia no melhor
desempenho na extra¢do da &gua e nutrientes o que ocasionou aumento da biomassa (Luo et al.,
2013; Hulugalle et al., 2015; Hassan et al., 2015; Zhang et al., 2017). Deste modo, a proliferacdo
e a penetracdo de raiz sdo capazes de explorar melhor o potencial do solo sob condic¢des de
estresse hidrico, além de produzir hormonios vegetais e sintese de acidos organicos e
amino&cidos (Yang, 2004). Modificagdes de caracteristicas morfoldgicas radiculares expressas
Nno peso seco estdo positivamente relacionados ao crescimento, desenvolvimento e
produtividade das plantas (Yang et al., 2008; Chu et al. 2014; Hulugalle et al., 2015).

Alguns trabalhos relatam tais interferéncias de bactérias no crescimento de plantas
cultivadas. Assim, resultados foram alcangados no aumento da producéo de arroz (Oryza sativa
L.) que receberam o tratamento de sementes com a bactéria endofitica Achromobacter
xylosoxidans (Joe et al., 2012). Do mesmo modo, a inoculacdo de sementes de milho com
isolados bacterianos enfofiticos proporcionou aumento no peso seco das plantulas (Montanez
et al., 2012). Isolados de Bacillus amyloliquefaciens inoculados em plantulas de arroz e pepino
(Cucumis sativus L.) aumentaram significativamente o crescimento das plantas e a qualidade

das mudas em comparacdo as plantas nao tratadas (Silveira et al., 2004; Shahzad et al., 2016).
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O seu uso pode também ser ampliado para a area florestal, tendo em vista que isolados
endofiticos de Bacillus altitudinis (19RS3 e T5ST4) foram usados como in6culos para mudas
de llex paraguariensis St. Hil e mostraram-se excelentes no desenvolvimento e obtencdo de
biomassa seca de erva-mate (Lackeski et al., 2020). Chanway (1995) reportou que o isolado
PW2 de Bacillus polymyxa resultou na colonizacdo de plantas e em aumentos significativos na
emergéncia de uma espécie de pinus (Tsuga heterophylla Raf.). Otieno et al. (2015) verificaram
a capacidade de estirpes endofiticas de Pseudomonas sp. na estimula¢do do crescimento de
plantas de Pisum sativum L. Da mesma foram que a inoculagdo com a bactéria também
endofitica de Bacillus pumilus ES4 proporcionou um aumento na biomassa nos ciclos de
crescimento de mudas de algaroba (Prosopis articulata S.), importante na recomposicdo de
areas degradadas (Pereira et al., 2016). Tais plantas com maior lignificacdo dos seus tecidos sao
capazes de responder a interacdo com as bactérias com resultados na incorporacdo de carbono
ao solo (Otieno et al., 2015; Pereira et al., 2016).

A interferéncia benéfica de bactérias no estimulo ao crescimento de plantas de algodao
foi reportada por Egamberdiyeva e Hoflich, (2004), utilizando a inoculacdo de Bacillus
polymyxa BcP26 que permitiu aumento significativo do crescimento de raizes e brotos de
algodoeiro e em plantas de ervilha (Pisum sativum L.). O tratamento de sementes de algodoeiro
com Bacillus fusiformis S10 (AY548956) e Pseudomonas aeruginosa Z5 (AY548952)
contribuiu para a melhoria de caracteristicas de crescimento e na produtividade de algoddo em
campo (Yasmin et al., 2013).

Tais microrganismos de importancia agricola e colonizadores possuem capacidade de
aumentar o crescimento das plantas atraves de uma série de mecanismos (Vassilev et al., 2006;
Auvis et al., 2008; Compant et al., 2010; Pérez-Garcia et al., 2011). Os principais mecanismos
de promocdo de crescimento de plantas incluem biocontrole, aumento da disponibilidade de

nutrientes e a fitoestimulacdo por sintese de horménios vegetais (Bhattachrya e Jha, 2012,
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Cassén et al., 2014). Alguns autores afirmam que a producdo de hormdnios reguladores possui
o principal mecanismo envolvido na promogéo de crescimento de plantas (Compant et al., 2010;
Szentes et al., 2013; Oliveira et al., 2014).

O efeito promotor do crescimento de plantas através da associagdo com B. thruringiensis
pode compreender a a estimulos da bactéria na producéo e liberacdo do AIA com consequente
aumento da sintese de auxinas. As estirpes de B. thuringiensis utilizadas nesse trabalho foram
investigadas quanto a capacidade de producédo de AIA a partir de metabdlitos secundarios, e a
quantidade produzida variou de 1,17 a 7,44 pg mL™ em ensaios in vitro na presenca de
triptofano (Caixeta et al., 2015). Diferentes isolados bacterianos de Bacillus spp. foram capazes
de produzir AIA que variaram entre 0,96 e 29,45 pug mL™ na presenca de triptofano (Silveira,
2008). Outra pesquisa também destacou a producdo de AIA in vitro com quantidades que
variaram entre 1,53 e 9,71 ug mL para isolados de B. thuringiensis (Radaddi et al., 2008).

O &cido indol acético (AlA) é a molécula classificado como auxina, um dos principais
fitormoénios produzidos por plantas e bactérias. O AIA é um dos mais prevalecentes ativos em
sistemas bioldgicos, capazes de induzir habilidades de desenvolvimento das plantas como
diferenciacdo do tecido vascular, estimulo da divisdo celular, resposta na expressao de genes,
germinacao de sementes, iniciacdo e alongamento de caule e raizes, respostas tropicas e sobre
a fotossinstese (Teale et al., 2006; Cassan et al., 2013; Rehaman et al., 2020).

Neste trabalho pressupde-se que o efeito promotor do crescimento em plantas de
algodoeiro esteja associado a producdo de AlA. As estirpes de B. thuringiensis colonizadoras
de plantas estudadas por da Costa et al. (2020) no efeito de crescimento do algoddo também
foram analisadas quanto a producdo e expressdo de genes relacionados a sintese deste
fitormoénio. As estirpes produziram metabolitos secundarios da ordem de 2,74 a 4,93 pg mL*
na producdo de auxinas, e foram positivas para genes ipdC, iaml e iam2, codificadores de

biossintese deste hormdnio vegetal. Porém a interacdo benéfica e de potencial efeito
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fitoestimulante nas plantas foi observada somente para a estirpe S2122 de B. thuringiensis
(produziu 3,12 pg mL1) (Caixeta et. al., 2015).

Conjugar resultados de analises in vitro, bioquimicos e moleculares, com observagdes in
vivo € de grande importancia, pois proporciona a obtencdo de ativos para fins de bioprospeccéo.
Alguns trabalhos descrevem que o isolado capaz de expressar uma maior quantidade de AlA in
vitro ndo possui necessariamente correlacdo com o desenvolvimento vegetal (Araujo e
Guerreiro, 2010; Smyth et al., 2011; Rodrigues et al., 2016), pois existem fatores como custos
metabolicos para a planta, sinalizagcBes a estimulos internos e externos que devem ser
considerados para expressao de genes que codificam as enzimas da rota de biossintese de AIA
(Beneduzi et al., 2008; Goes et al., 2012, Caixeta et al., 2015; Wang et al., 2019).

O microrganismo Azospirillum spp. € considerado um dos mais representativos
microrganismos promotores de crescimento vegetal e, portanto, modelo experimental para
compreensdo do papel fisiolégico e molecular de auxinas nas interagdes entre plantas e
microrganismos (Cassan et al., 2016). Sdo descritas pelo menos quatro rotas envolvendo a
biossintese de AIA para Azospirillum, dentre elas, o envolvimento da expressao do gene ipdC
ou via IPyA (indol-3piruvado descarboxilase) e da enzima iam na via indol acetamida, como
principais responsaveis pela regulacdo e producdo de AIA, ambas dependentes do triptofano
(Bar e Okon, 1993; Vande Broek et al., 1999, Ona et al., 2005; Raddad et al., 2008, Cassan et
al., 2014). Esta capacidade de producao de AlA e estimulacdo da expresséo do gene ipdC tem
sido reportado nos genomas de B. thuringiensis ssp. konkukian e Bacillus cereus sugerindo que
esses organismos, originalmente de solo, possam ter desenvolvido uma relagdo benéfica na
interferéncia do equilibrio hormonal da planta ao longo do tempo (Rasko et al., 2004; Raddad
et al., 2008).

Em contraponto, com as elevadas taxas de auxinas obtidas por Azospirillum descritas na

literatura que variaram entre 5 e 50 pg mL™ conforme as condic@es de cultivo e da estirpe, foi
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possivel observar que as quantidades de AlIA obtidas por B. thuringiensis estdo proximas as
produzidas pela bactéria promotora de crescimento Pseudomonas putida GR12-2 (Patten e
Glick, 2002; Martinez -Morales et al., 2003; Radadad et al. 2008).

Outro aspecto importante observado por Costa et al. (2014) nos ensaios de promocéo de
crescimento de plantas de algodéo, foram que plantas inoculadas com B. thuringiensis e plantas
nédo inoculadas apresentaram diferentes teores do elemento zinco (Zn) em sua composicéo. O
Zn é elemento essencial a sintese de triptofano, precursor de AIA atuando na sintese de
carboidratos (Cerigioli, 2005; Cassan et al., 2014; Adeleke et al., 2021). Isso pode indicar que
a estirpe S2122 de B. thuringiensis avaliada neste trabalho pode assimilar o triptofano dos
exsudados de raizes, e entdo produzir AlA para induzir a transcricdo de fatores de resposta a
auxina, promovendo o crescimento das plantas de algoddo. Araljo et al., 2005 também
observaram respostas em relagdo a producdo de AIA nos exsudados de raizes de plantas de soja
(Glycine max L.) com interacdo de B. subtilis.

A estirpe S2122 de B. thuringiensis além de produzir e abrigar genes necessarios em duas
das principais rotas para a producdo de AlA, também apresenta determinantes genéticos para a
enzima fosfatase acida e para a sintese de sideréforos (Caixeta et al., 2015) o que indica a
capacidade de hidrolisar fosfatos e na captacéo e producdo de ferro do ambiente (Raddad et al.,
2008). Alguns estudos apresentaram isolados endofiticos de B. thuringiensis atuando
positivamente na promocao de crescimento em plantas arroz e amendoim e atribuem tal fator a
capacidade de estimulo na producéo de AIA e solubilizagéo de fosforo (Mbai et al., 2013; Wang
etal., 2013; Rana et al.,2020).

Neste estudo, os resultados obtidos até cerca dos 30 DAE das plantas, o efeito do
tratamento TS foi interessante para que se perceba os efeitos no desenvolvimento das plantas
pelo tratamento com a estirpe bacteriana. A aplicacdo de microrganismos benéficos as sementes

€ um mecanismo eficiente para a colocacdo de indculos microbianos no solo (O’Callaghan,
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2016). Uma das vantagens de uso do método do tratamento de sementes é requerer menores
quantidades de produto que outros métodos de aplicagdo (Wilson e Jackson, 2013).

Uma alternativa sugerida para beneficiar o microrganismo para que ele expresse seu
efeito promotor por maior periodo, poderia estar na utilizacdo de diferentes nanomateriais em
suspensOes bacterianas ou aplicados ao tratamento das sementes, bem como o uso de
formulagdes encapsuladas contendo a bactéria promotora de crescimento. S&o possibilidades
de utilizacdo de ferramentas que dispdem de particulas adequadas que garantem a liberacéo
progressiva das células e podem estimular o desempenho e garantir a eficacia do microrganismo
na interacdo com as plantas cultivadas (do Espirito Santo Pereira et al., 2021; Balla et al., 2022).
Isto porque aos 40 DAE o tratamento TS + Aplicagdo demonstrou potencial para no
desenvolvimento das plantas de algoddo. No entanto, a pratica de aplicagdes com maior
frequéncia visando favorecer o efeito da colonizacgdo da planta pode se apresentar mais onerosa.

Os resultados obtidos no presente trabalho demonstram uma correlagdo positiva de uso
da estirpe de B. thuringiensis no desenvolvimento e crescimento de plantas de algodao, além
de oferecer boa oportunidade de uso e desenvolvimento de bioinoculantes em plantas de
algoddo e por ser fonte ndo danosa ao meio ambiente contribuindo para a consolidagdo de

sistemas agricolas sustentaveis.
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CAPITULO I

INOCULACAO DE Bacillus thuringiensis EM PLANTAS DE

ALGODOEIRO (Gossypium hirsutum L.) E EFEITO SOBRE Spodoptera
frugiperda (J. E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) E Bemisia tabaci

(Gennadius) (Hemiptera: Aleyrodidae)
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INOCULACAO DE Bacillus thuringiensis EM PLANTAS DE ALGODOEIRO
(Gossypium hirsutum L.) E EFEITO SOBRE Spodoptera frugiperda (J. E. Smith)
(Lepidoptera: Noctuidae) E Bemisia tabaci (Gennadius) (Hemiptera: Aleyrodidae)

RESUMO

Microrganismos benéficos podem ser aplicados no solo ou em contato com sementes e sdo
capazes de produzir protecdo contra insetos-pragas ou patégenos em plantas. Porém pouco se
sabe a respeito dos mecanismos envolvidos no controle de pragas advindos desta interagdo com
o organismo benéfico. Com o objetivo de investigar o efeito desta interacdo foi avaliado o
desenvolvimento de S. frugiperda alimentadas na sua fase larval em plantas de algodoeiro
endofiticamente colonizadas com a estirpe S2122 de B. thuringiensis utilizando trés métodos
de inoculacéo da bactéria (somente tratamento de sementes com Bt (TS a 102 UFC mL™?), TS
+ adicdo de um pellet (concentrado bacteriano a 10" UFC mg™) ao solo, TS + Aplicacéo de 1
mL da suspensdo bacteriana (10’ UFC mL™) no solo proximo a raiz da planta a cada sete dias;
e testemunha, tratamento utilizando agua estéril) e também verificar o comportamento de
oviposicdo do inseto-praga. Ainda neste trabalho foi testada a capacidade de aquisicdo do Bt
por B. tabaci em plantas inoculadas com a bactéria marcada com GFP (Green Fluorescent
Protein) e testada a oviposic¢ao entre plantas tratadas e ndo tratadas. Os resultados mostraram
que as plantas tratadas com Bt ndo influenciaram negativamente na duracdo e na viabilidade
dos estagios imaturos e adulto de S. frugiperda. Na fase adulta o tratamento TS + Aplicacédo
aumentou em quatro dias a duracdo de fémeas, mas ndo diferiu no nimero de ovos nos
tratamentos. Apos 72 horas, plantas do tratamento testemunha foram mais ovipositadas que
plantas contendo o tratamento com Bt. Nos ensaios realizados com B. tabaci, permitiu constatar
a colonizacéo e translocacdo do Bt na planta com capacidade de aquisi¢cdo por ninfas e adultos
do inseto. Plantas tratadas com a estirpe S1806 apresentaram menor nimero de ovos de B.

tabaci do que plantas que receberam somente agua estéril.

Palavras-chave: insetos, plantas de algoddo, antibiose, bactéria entomopatogénica,

inoculacéo
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INOCULATION OF Bacillus thuringiensis IN COTTON PLANTS (Gossypium hirsutum
L.) AND EFFECT ON Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) AND

Bemisia tabaci (Gennadius) (Hemiptera: Aleyrodidae)

ABSTRACT

Beneficial microorganisms can be applied to soil or in contact with seeds being able to produce
protection against insect-pests or pathogens in plants. However, little is known about the
mechanisms involved in pest control arising from this interaction with the beneficial organism.
In order to investigate the effect of this interaction, it was evaluated the development of S.
frugiperda fed in their larval phase in endophytic cotton plants colonized with B. thuringiensis
strain S2122 using three methods of bacterial application: (only seed treatment with Bt (ST),
ST + addition of a pellet (bacterial concentrate at 10’ CFU mg™) to the soil, ST + application
of 1 mL of the bacterial suspension (10" CFU mg™) in the soil near to root of the plant every
seven days; and control, treatment using sterile water) and also to verify the oviposition
behavior of the insect-plague. Also in this work, the ability of B. tabaci to acquire Bt in plants
inoculated with bacteria labeled with GFP (Green Fluorescent Protein) and the oviposition
between treated and untreated plants were tested. The results showed that plants treated with Bt
did not negatively influence the duration, viability of the immature and adult stages of S.
frugiperda. In the adult phase, the TS + application treatment increased the duration of females
in four days but did not differ in the number of eggs in the treatments. After 72 hours, plants
from the control treatment were more oviposited than plants containing the Bt treatment.
Regarding the tests carried out with B. tabaci, it was possible to verify the colonization and
translocation of Bt in the plant with capacity of acquisition by nymphs and adults of the insect.
Plants treated with strain S1806 presented lower numbers of B. tabaci eggs than plants that

received only sterile water.

Keywords: insects, cotton plants, antibiosis, entomopathogenic bacteria, inoculation
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1 INTRODUCAO

Bacillus thuringiensis (Bt) € uma bactéria entomopatogénica encontrada em varias partes
do mundo e que tem a capacidade de produzir cristais durante a fase estacionaria de
crescimento. Esses cristais sdo toxinas compostas por proteinas ativas contra uma ampla
variedade de fases imaturas de insetos-praga. As toxinas do Bt tém sido usadas como
bioinseticidas por décadas no controle de insetos especialmente da ordem Lepidoptera.

Uma alternativa para o emprego do Bt é através da forma endofitica, que pode proteger
da sensibilidade da bactéria aos raios ultravioleta e reduzir as chances de lavagem direta
provocada pela dgua da chuva. Estudos anteriores demonstraram a possibilidade de sucesso de
uso desta tecnologia tendo em vista a habilidade da bactéria em ser adquirida e colonizar tecidos
de algoddo e couve, disponibilizando-a endofiticamente para aquisicdo por insetos que se
alimentam do tecido vegetal, tais como S. frugiperda e P. xylostela, respectivamente (Monnerat
etal., 2009). Em outros estudos, Praca et al. (2012) demonstraram que a utilizagé&o da tecnologia
de uso do Bt apresentou controle de P. xylostella em plantas de repolho. A acdo sistémica de
Bt em mudas de citros também foi verificada e apresentou efeito toxico sobre ninfas de
Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera: Liviidae) (Dorta et al., 2020) e controle sobre
Hypsipyla grandella Zeller (Lepidoptera: Pyralidae) em mudas de mogno (Castro et al., 2019).

Estudos anteriores sugerem que existe uma estreita relacdo entre a estirpe de Bt e a
cultivar de algoddo testada, e que a bactéria é capaz de colonizar endofiticamente as plantas
atuando simultaneamente na promocédo do crescimento vegetal e como potencial controlador
de insetos (da Costa et al., 2020).

Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o desenvolvimento de S. frugiperda
alimentadas em sua fase larval com plantas de algodoeiro endofiticamente colonizadas com Bt,

e verificar o comportamento de oviposicdo dos adultos do inseto. Adicionalmente, objetivou-

106



se testar a capacidade de aquisicdo do Bt por Bemisia tabaci e verificar a preferéncia de

oviposicdo em plantas inoculadas.

2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorios de Bactérias Entomopatogénicas, no
Laboratério de Microscopia da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (Embrapa
Cenargen) em Brasilia-DF.

As estirpes bacterianas de Bt utilizadas neste estudo sdo pertencentes & Colegdo de
Bactérias de Invertebrados da Embrapa Cenargen. A cultivar de algoddo BRS 8H foi obtida

junto a Embrapa Algoddo em Campina Grande-PB.

2.1 Condic0es experimentais dos ensaios com S. frugiperda
Foi utilizada a estirpe S2122 de B. thuringiensis selecionada por se apresentar mais
promissora tanto na promocao do crescimento vegetal como no potencial controlador de S.

frugiperda e a cultivar BRS 8H de algodéo.

2.1.1 Cultivo do material bacteriano

A estirpe bacteriana utilizada neste trabalho foi cultivada pelo uso de Fermentador (Marca
Xangai Biobox) com capacidade para 100 litros efetivos de suspensdo bacteriana. Inicialmente,
foram preparados dois erlenmeyers (2 L) contendo 600 mL do meio Embrapa (Monnerat et al.,
2007) e submetidos ao crescimento por 15 horas a 180 rpm e 28 + 2 °C em incubador rotativo
horizontal (inicio da fase vegetativa da bactéria).

O contetdo bacteriano cultivado nestes erlenmeyers foi utilizado como pré-inoculo e
transferidos de forma asséptica para o fermentador contendo meio de cultivo Embrapa,

previamente esterilizado a 120 = 2 °C por 60 min. A multiplicacdo das bactérias ocorreu por 48
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horas a temperatura de 29 + 2 °C, rotagdo de 350 rpm, 1 vvm (ar), pH 7,0 (= 0,2) e em rotacdo
varidvel visando manter o O2 na ordem de 20%.

Apos este periodo, a bactéria multiplicada foi submetida a centrifugacGes de 9500 rpm
por 10 min (Centrifuga Hettich Zentrifugen, modelo Rotanda 460R) para coleta do pellet
(concentrado bacteriano contendo esporos e cristais) e desprezado o sobrenadante. Ao pellet foi
adicionado 100 mL de agua destilada estéril, sendo a solucdo homogeneizada transferida
gradualmente para garrafas de vidro (600mL) enquanto imersa em nitrogénio liquido até
completar o volume final. Os frascos de vidro foram recobertos com papel aluminio e
armazenados a -80 °C. O material seguiu para o processo de liofilizagdo em Liofilizador Christ,
modelo Alpha 2-4 LD plus por 29 horas e estocado a -2 °C.

A biomassa liofilizada foi avaliada a partir da quantificacdo dos esporos utilizando a
determinacgio do niimero de unidades formadoras de coldnia por mg (UFC mg™) (Westergren
e Krasse, 1978). Sob capela de fluxo laminar, 0,005 g da biomassa liofilizada foi diluida em 5
mL de solucgdo de NaCl 0,9% estéril (diluicio 102) e, a esta diluicdo homogeneizada em vortex,
foram acrescentadas 4,5 mL de dgua destilada estéril e 0,5uL da diluicdo anterior para se obter
a diluicdo de 1072, e assim sucessivamente até a diluicio 10°. Foram semeados 10pL de cada
diluicdo em triplicata em placas de Petri contendo meio Embrapa Agar (Monnerat et al., 2007)
com auxilio de uma pipeta. As placas foram vedadas com filme PVVC e colocadas em incubadora

(Precision 6LMS) a 28 * 2 °C por aproximadamente 15 horas para contagem das células.

2.1.2 Preparo do material vegetal

A semeadura foi realizada em vasos de poliestireno com 17,5 cm de altura x 9 cm de
didmetro de abertura e 6,5 cm de didmetro na base com capacidade para 0,7 L preenchidos com
0,5 Kg da mistura solo esteéril, corrigido e adubado adicionado de substrato BioPlant® na

proporcao 2:1. Os vasos foram colocados sobre recipientes do mesmo material com 8,5 cm de
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didmetro de base e mantidos sobre bancadas em casa de vegetacdo a temperatura de 30 + 12 °C
e umidade relativa de 47 £ 21%.

O plantio foi realizado em "backups" com o cuidado em garantir a obtencédo de plantas de
mesma idade e em quantidade adequadas para a alimentag&o das lagartas até o estagio de pupas.
A adubacgdo de plantio foi feita de acordo com as necessidades da cultura e ndo ocorreu

aplicacdo de inseticidas ou de fungicidas.

2.1.3 Descrigdo dos métodos de inoculagédo

a) Tratamento de semente: imersdo das sementes em suspensédo bacteriana na concentracédo
108 UFC mL* e a agitacdo a 130 rpm por 20 minutos em plataforma horizontal. Em
seguida a suspensao foi desprezada e as sementes secas em fluxo laminar.

b) Pellet bacteriano: uma aliquota com cerca de 0,005 mg do concentrado bacteriano
liofilizado na concentragdo 10’ UFC mL™ foi incorporada ao solo a uma distancia de
1cm da cova de semeadura e na mesma profundidade da semente (cerca de 2 cm).

c) Aplicacdo de suspensdo bacteriana: composta basicamente pela homogeneizacdo da
bactéria liofilizada em agua destilada estéril, obtida a concentragio de 10 UFC mL™.
Foi aplicado uma suspensédo de 1 mL proximo a raiz da planta a cada sete dias contados
a partir da emergéncia das plantas.

Os tratamentos estudados foram constituidos por tratamento com Bt nas sementes,
variando-se a metodologia e a frequéncia de aplicacdo deste organismo. O delineamento
experimental foi o inteiramente casualizado com 28 repeticoes.

Os tratamentos foram assim constituidos: (i) somente tratamento de sementes com Bt
(TS), (ii) TS + adicdo de um pellet (concentrado bacteriano) ao solo (TS + Pellet), (iii) TS +

inoculacdo de 1 mL da suspensdo bacteriana no solo proximo a raiz da planta a cada sete dias
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(TS + Aplicagdo), e (iv) testemunha, tratamento utilizando somente &gua estéril em

substitituicdo a bactéria.

2.1.4 Criacéo de S. frugiperda

Foram utilizadas lagartas provenientes da criacdo massal de S. frugiperda mantidas na
Plataforma de Criacédo de Insetos da Embrapa Cenargen sob condigdes de 28°C de temperatura,
12 horas de fotoperiodo e 60% de umidade relativa. A alimentagdo de S. frugiperda foi baseada
em dieta artificial composta de feijdo, levedo de cerveja, germe de trigo, vitaminas e sais

minerais (Schmidt et al., 2001).

2.1.5 Desenvolvimento de S. frugiperda alimentadas na fase larval em plantas de
algodoeiro colonizadas por B. thuringiensis
2.1.5.1 Fase larval e de pupas

Para esse ensaio cada parcela foi constituida por uma planta de algodoeiro e uma lagarta
(repeticdo), que permaneceram confinadas em uma gaiola durante todo o periodo larval. As
gaiolas foram confeccionadas utilizando recipientes plasticos com capacidade para 2 L, 14 cm
de didmetro e 16,5 cm de altura contendo abertura de 8,5 cm de didmetro no &pice da gaiola,
com abertura nas laterais e revestida internamente com tecido “voile” (Figura 1A e 1B). Foram
utilizadas lagartas neonatas para evitar qualquer condicionamento ao alimento. Para avaliacdo
das caracteristicas biologicas da espécie referente a fase larval, plantas com 22 dias de
emergidas receberam duas lagartas recém-emergidas que foram depositadas no ultimo par de
folhas expandidas. Uma lagarta foi retirada de cada repeticdo apos 48 horas da exposicéo,
permanecendo apenas uma lagarta por planta que foi observada até a fase de pupa. Na base das
gaiolas foi colocada uma tampa plastica que serviu como vedacdo do recipiente. Nesta tampa

plastica foi realizado, previamente, uma abertura no centro de 2,5 cm de diametro para
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confinamento da planta (que ocorreu aos 18 dias apos a emergéncia da planta), vedada com

algodao hidrofilo para evitar o contato direto do inseto com o solo.

Figura 1. Parcelas constituidas por gaiolas contendo lagartas de S. frugiperda em plantas de
algoddo inoculadas com B. thuringiensis e mantidas em ambiente de casa de vegetacdo (Fig. A
e B). Os insetos permaneceram confinados durante todo seu periodo larval e foram expostos a
alimentagdo contendo tratamento com B. thuringiensis nas sementes (TS) na concentracgéo 10°
UFC mL%; TS + adigdo de um pellet bacteriano (10’ UFC mg?) adicionado ao solo (TS +
Pellet); TS + aplicagdo de 1 mL da suspensdo bacteriana a 10” UFC mL™ préximo a raiz das
plantas no intervalo de sete dias (TS + Aplicagdo); e o tratamento testemunha conduzido na

auséncia da bactéria.

As plantas foram substituidas a cada sete dias para garantir a qualidade e a continuidade
do alimento, com cuidado em oferecer plantas com a mesma idade e provenientes do mesmo
tratamento até que as lagartas chegassem ao estagio de pupa.

As pupas obtidas foram coletadas, pesadas e sexadas de acordo com Butt e Cantu (1962).
Em seguida, elas foram destinadas a recipientes plasticos (50 mL de capacidade), vedados com
tampas de acrilico, e observadas até a emergéncia dos adultos. Mediante a emergéncia, 0s

adultos foram avaliados em relacdo a presenca de deformidades. Foram considerados
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deformados, os adultos com asas defeituosas e com incapacidade de se desprender da pupa (Ng
et al. 1985).

As caracteristicas biologicas observadas foram: peso (mg) e comprimento médio (mm)
das lagartas, duracdo média da fase larval (dias), viabilidade da fase larval (%), peso de pupas
com 24 horas de formagdo (mg), duragéo da fase de pupas (dias), viabilidade das pupas (%),
duracdo do periodo de lagarta a adulto (dias).

A pesagem das lagartas e pupas foi realizada em balanca de precisdo com quatro casas
decimais (Denver M-310) e para o comprimento das lagartas foi utilizado paquimetro digital

com duas casas decimais (DIGIMES 100.171).

2.1.5.2 Fase adulta de S. frugiperda

Na avaliagdo das caracteristicas bioldgicas referentes a fase adulta, para cada tratamento
foram construidas 10 gaiolas (repeti¢ces) contendo um casal de adultos normais cada uma,
provenientes de lagartas que se alimentaram de plantas com Bt, e mantidas a 28 + 2 °C, 12 horas
de fotoperiodo e 60% de umidade relativa. As mariposas foram confinadas nestas gaiolas
confeccionadas por recipientes plasticos com 14 c¢cm de diametro e 16,5 cm de altura de
capacidade para 2 L. A parte superior das gaiolas foi recoberta por papel toalha e vedada com
tampa em material pléstico contendo abertura de 12 cm de didmetro. Para alimentagdo dos
adultos, mantida no fundo da gaiola, dois recipientes (5mL) contendo um chumaco de algodao
hidrofilo, um embebido em solucdo aquosa de mel a 5% (50 mL de mel + 950 mL de agua
destilada) e outro embebido em agua esteril foram utilizados. O revestimento interno foi feito
com papel sulfite e as solugOes substituidas diariamente. Uma folha de algodoeiro, coletada da
planta contendo o mesmo tratamentos correspondente ao tratamento em que a lagarta se

desenvolveu, foi oferecida no fundo do recipiente como substrato de oviposicéo.
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Foram realizadas avaliagGes diérias a partir da emergéncia dos adultos até sua morte,
anotando-se 0 numero de ovos presentes em cada gaiola para obten¢do do nimero em dias
gastos na oviposicao. As massas de ovos foram retiradas a cada dias e, em seguida, a gaiola foi
novamente revestida internamente com papel sulfite. A contagem de ovos foi feita de acordo
com metodologia de Leuck e Perkins (1972), onde o nimero total de ovos da camada superior
é multiplicado pelo nimero de camadas existentes na postura, somando-se 0s ovos contados
nas bordas das camadas subsequentes. As massas de ovos foram mantidas em placa de Petri
(9,5 cm de didmetro) e observadas diariamente durante cinco dias para verificar sua capacidade
de emergéncia das larvas.

As caracteristicas bioldgicas analisadas nesta fase foram: nimero médio e total de
ovos/fémea, periodo de oviposicao (dias), viabilidade dos ovos (%), longevidade de machos e

fémeas (dias) e o porcentual de adultos deformados.

2.1.6 Comportamento de oviposic¢do de S. frugiperda em plantas de algodéo colonizadas
por B. thuringiensis
2.1.6.1 Preparo do material vegetal
Para obtencdo das plantas para este ensaio as sementes foram semeadas em vasos de
material pléstico de 2 L preenchidos com a mistura de solo autoclavado adubado e misturado
ao substrato BioPlant® na proporcao de 2:1. Os vasos foram colocados sobre pratos com 19,5
cm de didmetro e mantidos em casa de vegetacdo a 30 + 12 °C e umidade relativa de 47 £ 21%.
Inicialmente, as pupas dos insetos foram sexadas, sendo mantidos 6 casais por gaiola
constituida por material plastico com capacidade para 2L (14 cm de didametro e 16,5 cm de
altura). A superficie interna foi forrada com papel sulfite branco e o recipiente da gaiola
recoberto com papel toalha, sendo que a tampa continha abertura de 12 cm e internamente foi

adicionado um recipiente de 50 mL contendo um chumaco de algodéo hidrofilo embebido em
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agua estéril visando manter a umidade. Préximo a emergéncia dos adultos, um segundo
recipiente de 50 mL contendo algod&o embebido em solucéo aquosa de mel a 5% foi adicionado
para alimentacdo dos adultos. Apds 24 horas do inicio da oviposi¢do, os adultos estavam
prontos para serem liberados nas gaiolas contendo as plantas com Bt.

O ensaio de oviposi¢cdo com chance de escolha foi realizado em gaiolas confeccionadas
em cano PVC, revestidas com tecido tipo "tule”, nas dimensdes de 80 cm x 100 cm x 100 cm e
contendo tiras de velcro na parte frontal em formato de "C" invertido para facilitar o manuseio.
Plantas com 22 dias de emergidas foram dispostas dentro da gaiola de maneira equidistantes ao
centro e foram randomizadas ap6s cada avaliacdo para evitar o condicionamento do inseto na
planta. As gaiolas foram colocadas sobre bancadas em casa de vegetagdo a uma distancia de 2
metros na horizontal e de 1,7 metros uma da outra (Figura 2).

Os insetos foram liberados no centro da gaiola em nimero de 10 a 12 casais no periodo
entre as 17 e 18 horas do dia evitando horarios mais quentes permanecendo até a avaliacdo
final. Apds 24 horas da liberacdo, foi realizada a primeira leitura anotando-se o nimero de
posturas por planta. Este procedimento se repetiu apds 48 e 72 horas de iniciada a liberacdo dos
insetos.

O delineamento utilizado foi o de blocos ao acaso, com 10 repeti¢Ges por tratamento
constituidos por: (i) somente tratamento de sementes com Bt (TS), (ii) TS + adicdo de um pellet
(concentrado bacteriano) ao solo (TS + Pellet), (iii) TS + inoculacdo de 1 mL da suspensédo
bacteriana no solo proximo a raiz da planta a cada sete dias (TS + Aplicacdo), e (iv) testemunha,

tratamento utilizando somente agua estéril em substitituicdo a bactéria.
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Figura 2. Gaiolas utilizadas no teste de ndo-preferéncia para oviposi¢do com chance de escolha,
confeccionada por tubos de PVC e revestidas por tecido tipo “tule” com abertura na parte frontal
e fechamento com tiras de velcro. No interior foram confinadas plantas contendo os tratamentos

com B. thuringiensis expostas a oviposic¢do por S. frugiperda.

2.2 CondicgGes experimentais dos ensaios com B. tabaci bidtipo B
2.2.1 Criacdo de manutencéo de B. tabaci

A populacdo inicial de moscas brancas foi proveniente da Embrapa Arroz e Feijdo -
Goiania-GO, pertencentes a coldonia mantida por Dr. Josias Faria e Dr. Francisco Aragéo,
previamente identificada como B. tabaci biotipo B.

A col6nia foi mantida em plantas de couve Brassica oleraccea var. acephala (ISLA), e a
criacdo foi realizada em gaiolas construidas por canos de PVC e tecido tipo “voile”, contendo
8 plantas, conduzidas em casa de vegetacdo a 28 + 2°C de temperatura e 60 + 10% de umidade
relativa do ar. O manuseio na parte interna da gaiola foi possivel erguendo-se o tecido das
laterais que permaneceram fixos a mesa com auxilio de barras de madeira presas nas
extremidades do tecido. As plantas foram irrigadas e substituidas conforme a necessidade para

manutenc¢éo da sua qualidade nutricional.

2.2.2 Teste de aquisicao de Btk-gfp por B. tabaci em plantas de algodeiro
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Para o preparo do material vegetal foram utilizados 4 vasos contendo 3 plantas de algodao
(BRS 8H ap06s18 dias da semeadura). As plantas foram cultivadas em vasos de polietileno nas
dimens6es 20 x 32 cm e preenchidos com 500 g da mistura solo e substrato BioPlant® estéreis
na proporgao 2:1.

A bactéria utilizada foi a estirpe que codifica o gene GFP, Btk-gfp (B. thuringiensis subsp.
kurstaki - green fluorescent protein) multiplicada em meio liquido suplementado com
eritromicina (10 pug mL™) por 48 horas a 28 + 2°C e 200 rpm em incubador rotativo (Monnerat
et al., 2007). Um volume de 5 mL da suspensdo bacteriana obtida foi inoculado no solo
envolvendo o sistema radicular de cada planta. Dois vasos foram usados para inocular a bactéria
contendo a proteina fluorescente e para o controle negativo foi utilizado somente &gua estéril.

Para a observacdo da capacidade de aquisicdo do Btk-gfp por B. tabaci, cinco dias apds a
realizacdo da inoculacdo, 35 adultos ndo-sexados foram expostos e confinados nas plantas de
algodoeiro por 48 horas permitindo a alimentacao e oviposi¢édo. A gaiola foi confeccionada com
tecido tipo "voile" e um aro em arame. O solo foi recoberto com papel aluminio para evitar o
contato dos insetos. Apds este periodo os adultos foram coletados com auxilio de um aspirador
bucal e as plantas contendo as ninfas foram transferidas para gaiolas de 0,3 x 0,8 x 0,3 m de
dimensdo e recobertas com "voile". As plantas e ninfas permaneceram por 11 dias apds o
término da exposicdo dos adultos e cerca de 80 individuos (obtidos de folhas cotiledonares e
do 1° n6 de folhas verdadeiras), foram coletados para verificar a capacidade em adquirir a
bacteéria.

Os insetos foram coletados, desinfectados superficialmente com alcool 70%, hipoclorito
2%, agua destilada estéril por 10 segundos em cada solucdo (Loureiro e Moino, 2006) e
macerados na presenca de NaCl 0,9%. Uma aliquota de 25 puL da amostra foi semeada em
triplicata em placas de Petri contendo meio Embrapa agar seletivo (eritromicina na

concentracéo de 10 pg mL™) e incubadas a 28 + 2°C por 48 horas a 200 rpm (Monnerat et al.,
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2007). Apos este periodo, e com auxilio de uma al¢a descartavel estéril de um pL, foi coletada
uma porcao da bacteria infectante dos insetos, e no escuro suas colénias foram visualizadas por
microscopia de fluorescéncia em microscopio Axiophot Zeiss (Jena, Germany) utilizando filtro
475-550 nm para deteccdo do GFP nas céluas vegetativas. O mesmo processo foi realizado para

ninfas, mas sem que houvesse necessidade de desinfeccao.

2.2.3 Teste de oviposicdo de B. tabaci em plantas de algodoeiro inoculadas com B.
thuringiensis

Para realizacdo deste ensaio foi instalada uma nova gaiola semelhante a obtida para
manutencdo e criacdo para B. tabaci (item 2.2.1), contendo seis plantas de couve e infestadas
com adultos do inseto. A gaiola foi mantida em casa de vegetacdo a temperatura de 28 + 2 °C
e umidade relativa do ar a 60 + 10%.

Para 0 ensaio de oviposicao, plantas de algoddo foram conduzidas em recipientes (80 mL)
contendo a mistura solo e substrato Bioplant® estéreis na propor¢do 2:1. Apds o periodo de 15
dias da emergéncia as plantas estavam prontas para 0 ensaio.

Os isolados de Bt utilizados neste teste foram selecionados aleatoriamente a partir de
diferentes sorotipos, de estirpes testadas na promogédo de crescimento de plantas e contra S.
frugiperda (Praca et al., 2012; da Costa et al, 2020). Foram testadas dez estirpes: S456 (B.
thuringiensis subsp. entomocidous), S546 (B. thuringiensis subsp. kurstaki), S599 (B.
thuringiensis subsp. kenyae), S655 (B. thuringiensis subsp. alesti), S907 (B. thuringiensis
subsp. ndo determinada), S1166 (B. thuringiensis subsp. muju), S1450 (B. thuringiensis subsp.
kurstaki) (Btk), S1806 (B. thuringiensis subsp. japonensis), S1905 (B. thuringiensis subsp.

kurstaki) e S2122 (B. thuringiensis subsp. kurstaki).
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A estirpe S1450 HD1 (B. thuringiensis subsp. kurstaki) foi obtida da Colecdo de B.
thuringiensis e Lysinibacillus sphaericus do Instituto Pasteur, Franga. As demais estirpes da
Colecéo de Bactérias de Invertebrados da Embrapa Cenargen.

Para o preparo do inoculo bacteriano uma tira de papel filtro (armazenada na colegéo de
bactérias) foi inoculada em erlenmeyer contendo 15 mL de meio Embrapa, multiplicada por 72
hs a 28 + 2°C e 200 rpm em incubador rotativo (Monnerat et al., 2007). O crescimento foi
acompanhado por microscépio 6tico de contrataste de fases para verificacdo das estruturas da
bactéria na formagdo de esporos e cristais.

As plantas de algodéo foram inoculadas com 5 mL da suspensao bacteriana de cada uma
das estirpes inundando o solo proximo as raizes e aguardado um periodo de 48 horas antes da
exposicao aos insetos. Apds a inoculacdo, as plantas ndo receberam mais &dgua para irrigacéo.
As plantas que receberam o inoculo foram organizadas em fileiras no interior da gaiola para
realizacdo do bioensaio a fim de que as plantas inoculadas ficassem entre as plantas infestadas
com os insetos adultos. O sistema foi mantido por um periodo de 12 horas para que a oviposi¢ao
ocorresse e, findo esse periodo de exposicdo, as plantas foram cuidadosamente retiradas das
gaiolas para contagem dos ovos utilizando uma lupa Leica Microsystems (Germany) a 40x de
magnificacéo.

Foram avaliadas cinco repeticbes para cada estirpe em delineamento inteiramente
casualizado. Os tratamentos controles foram constituidos por plantas tratadas somente com

agua esteril e por plantas inoculadas com 0 meio Embrapa sem a bacteéria.

2.3 Analise estatistica
Os dados originais de médias de peso na fase larval e pupal de S. frugiperda foram

1/2

transformados em X'~ antes das analises e, em seguida, foram submetidos a analise de variancia

(ANOVA), sendo as médias comparadas pelo teste Tukey ao nivel de 5% de significancia
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usando o programa estatisticos Assistat Versao 7.7 beta (Silva & Azevedo, 2016). Para os dados
provenientes dos ensaios realizados com B. tabaci a ANOVA seguida do teste Tukey a 5% foi

realizada empregando-se o software Sisvar Versédo 5.8 (Ferreira, 2018).

3 RESULTADOS

3.1 Desenvolvimento de S. frugiperda em plantas de algodoeiro colonizadas por B.
thuringiensis

3.1.1 Fase larval e pupal

As varidveis relativas ao desenvolvimento larval e de pupas de S. frugiperda
desenvolvendo-se em plantas de algoddo colonizadas por Bt estdo representadas na Tabela 1.
Observa-se que nao houve diferencas significativas para nenhuma das caracteristicas avaliadas.

A média do peso de larvas obtida para os métodos de tratamentos com Bt (49,03 mg) foi
semelhante a obtida para a testemunha (53,18 mg) sem a bactéria. As médias variaram entre
41,78 e 56,85 mg nos tramentos com Bt. O mesmo ocorreu com o0 comprimento das larvas com
14,67 mm para a média de larvas obtidas nos tratamentos com Bt, que variou de 13,44 e 15,65
mm de comprimento, contra 15,50 mm para a testemunha.

A duracdo média da fase larval foi de 27,3 dias nos tratamentos com Bt e de 27 dias para
a testemunha, sendo que estes resultados néo diferiram entre si significativamente.

O peso médio das pupas foi de aproximadamente 199,59 mg (194,94 e 203,57 mg) nos
tratamentos com Bt e de 193,40 mg para o tratamento testemunha sem a bactéria (Tabela 1). A
duracgéo da fase de pupa foi cerca de 9 dias para todos os tratamentos incluindo a testemunha.

Para o periodo de larva a adulto foi observado um periodo com média de 36 dias (entre
35 e 37 dias) para os tratamentos com Bt , enquanto para a testemunha esse periodo foi de 35

dias (Tabela 1).
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Tabela 1. Caracteristicas da fase larval e de pupas observadas para S. frugiperda alimentadas
em plantas da cultivar BRS 8H de algodoeiro tratadas com a estirpe S2122 de B. truringiensis
utilizando os métodos de tratamento das sementes na concentragio 108 UFC mL™ (TS), TS e
adicéo de um pellet bacteriano ao solo (10" UFC mg™) no plantio (TS + pellet), TS e aplicagéo
da suspensdo bacteriana (10’ UFC mL™) no solo a cada sete dias (TS + Aplicacdo). Para o
tratamento testemunha foi utilizado 4gua em substituicdo a bactéria. (média * desvio padréo)

(n=nUmero de repeticdes)

Comprimento ~ Duracdoda Periodo de
Peso de larvas Peso de pupas Duragéo da
- de larvas com fase de larva a
com 13 dias de 13 dias de idade com 24 horas fase larval pupa adulto
Tratamento i = = =
idade (n=28) (n=28) (n=23) (n=26) (n=23) (n=23)
(mg) (mm) I — D —
Testemunha 53,18 +14,22a 15,507 + 1,964a 19340+22,74a  27,0+2,56a 9+1,10a 35+226a
TS 48,47 £27,05a 14,920 +2,938a 200,75 +22,57a 27,5+ 3,46a 9+22la 37+377a
TS + Pellet 56,85 +24,02a 15,657 +2,532a 19445 +26,51a 26,0+3,11a 9+171a 35+3,02a
TS+ Apl. 41,78 £2558a 13,446 +3,561a 203,57 £33,50a 28,5+3,0la 9+15la 37+28la

Médias seguidas de mesmas letras nas colunas sdo apresentam diferenca a 5% de significancia pelo teste Tukey.

Para andlise os dados foram transformados em x*2.

N&o houve mortalidade das larvas nos tratamentos com Bt, porém foi verificado um
amarelecimento acentuado destas larvas nos primeiros dias de exposicdo nas plantas tratadas
(Anexo 7). Aos 13 dias ap06s o inicio da exposi¢cdo ainda foi possivel perceber que larvas
alimentadas em plantas submetidas ao tratamento TS + Aplicacé@o estavam debilitadas e com
coloragdo amarelada, e apresentavam menor mobilidade. As larvas apresentaram uma
desuniformidade em relacdo aos tamanhos constatada pelo elevado desvio padrdo da média
entre os tratamentos com Bt. Tal observacdo podem ser vizualizadas no Anexo 8 ap6s 22 dias
de exposicdo nas plantas com larvas ainda apresentando coloragdo mais amareladas no

tratamento com a bactéria.
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Cerca de 18% das larvas que se alimentaram em plantas contendo o tratamento TS +
Aplicacdo apresentavam comprimentos menores que 10 mm, algo que ndo foi verificado nos
demais tratamentos com Bt ou no tratamento controle sem a bactéria. Observou-se que enquanto
estas larvas ndo se alimentavam nas folhas jovens da planta submetidas ao tratamento TS +
Aplicacao, elas se alimentaram indiscriminadamente nas plantas do tratamento testemunha.

No tratamento TS + Pellet as larvas foram observadas mais comumente se alimentando
em folhas mais velhas da planta (no primeiro e segundo par de folhas verdadeiras). J& o
tratamento em que ocorreu somente o TS foi verificado a alimentacéo das lagartas nas folhas
jovens. As lagartas no tratamento TS + Aplicacdo ndo se alimentaram nas folhas mais jovens
do brotamento terminal da planta e apresentavam amarelecimento, textura mais amolecida e
estavam menos moveis. No inicio do ensaio, larvas de S. frugiperda de instares iniciais
apresentavam tendéncia em se alimentar nas bordas do limbo foliar (Anexo 7). Apesar de ndo
terem sido observadas diferencas significativas para estas caracteristicas, essas observagdes
podem ser de importancia para ensaios futuros visando avaliar a preferéncia alimentar de

insetos-pragas nas plantas em virtude da interacdo com a bactéria.

3.1.2 Fase adulta de S. frugiperda

Os valores referentes aos parametros bioldgicos da fase adulta de S. frugiperda
alimentadas em plantas de algodéao colonizadas por Bt estdo representados na Tabela 2.

Foram observadas diferencas significativas entre os tratamentos para a fase adulta de
fémeas. Nesta fase, a longevidade das fémeas adultas no tratamento TS + Aplicacédo (13,5 dias)
foi aumentada em cerca de quatro dias em relacdo a testemunha (9,5 dias) (F= 1,2643; P=
0,3012). Os tratamentos TS e TS + Pellet ndo diferiram da testemunha sem a aplicacdo da

bactéria e tdo pouco do tratamento contendo TS + Aplicacao (Tabela 2).
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A fase adulta dos machos foi semelhante entre todos os tratamentos. Ainda quanto a
longevidade dos adultos, verificou-se que as fémeas foram mais longevas do que os machos
(aproximadamente 11,8 dias), em média 2,6 dias a mais do que os machos (Tabela 2).

Apesar da fase adulta das fémeas ter sido alterada no tratamento TS + Aplicagdo do Bt,
este aumento de longevidade n&o se refletiu no aumento da fecundidade, tendo em vista que o
namero total de ovos de S. frugiperda nos tratamentos foi semelhante entre todos os tratamentos
(Tabela 2).

O periodo de oviposicdo ndo apresentou diferenca significativa entre os tratamentos
avaliados. Foram registrados uma média de 3,9 dias de oviposi¢do para o tratamento TS, 6,0
dias parao TS + Pellet e 5,9 dias para 0 TS + Aplicagéo, correspondendo a 35,4%, 54,5 e 43,7%,
respectivamente, do periodo gasto para oviposicdo na fase adulta. Este periodo de oviposicao
correspondeu a média de 5,2 dias, aproximadamente 54,7% da fase adulta, para o tratamento
em que n&o ocorreu a aplicacdo com Bt.

N&o foram observadas diferencas significativas entre os tratamentos em relagdo ao
namero total de ovos por fémea de S. frugiperda (Tabela 2). O nimero total de ovos por fémea
nos tratamentos TS, TS + Pellet e TS + Aplicacao foram 986,1 ovos; 896,3 ovos e 1029,2 ovos.
No tratamento testemunha foram resgistrados 1121,1 ovos totais por fémea.

O nmero médio de ovos por fémea nos trés primeiros dias apds o inicio da oviposicao
também néo diferiu estatisticamente entre os tratamentos (Tabela 2). Os tratamentos com Bt
apresentaram medias com valores de 223,66 para o TS, de 188,85 para 0 TS+Pellet e 238,26
para o TS + Aplicacdo. Para a testemunha esta média nos trés primeiros dias de oviposicao foi
de 273,58 ovos por fémea (Tabela 2).

Foi verificada a emergéncia de larvas obtidas das massas de ovos coletadas a partir da
oviposicdo de adultos em plantas tratadas com Bt. Para o percentual de viabilidade do total de

ovos obtidos na oviposic¢éo foi registrado 81,8% para o tratamento TS; 72,4% para TS + Pellet
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e 69,0% para TS + Aplicagdo. O tratamento testemunha exibiu o percentual de 76,6% de
viabilidade (Tabela 2).

Foi observada a ocorréncia de um adulto deformado para o tratamento TS (4,34%) e dois
adultos deformados encontrados no tratamento TS + Aplicacdo (8,69%) para um total de 23
individuos avaliados por tratamento. Para o tratamento testemunha e para o TS + Pellet ndo foi
verificado adulto apresentando deformidades.

As fémeas de S. frugiperda apresentaram um mesmo padrdo de oviposicdo nos
tratamentos, sendo que as posturas foram depositadas em maior quantidade nos trés primeiros
dias para todos os tratamentos (Figura 3). O tratamento TS apresentou periodo de oviposicao

somente até o sexto dia (Figura 3).
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Tabela 2. Caracteristicas bioldgicas da fase adulta de S. frugiperda desenvolvendo-se sobre plantas de algodao (cultivar BRS 8H) colonizadas
pela estirpe S2122 de B. thuringiensis. Os métodos utilizados foram o tratamento de sementes na concentragdo 108 UFC mL™* (TS), TS e adic&o
de um pellet bacteriano (107 UFC mg™) adicionado ao solo no plantio (TS + Pellet), TS e aplicagdo da suspenséo bacteriana (10’ UFC mL™) no
solo a cada sete dias (TS + Aplicacdo). Para o tratamento testemunha foi utilizado agua em substituicdo a bactéria. (média = desvio padrao)

(n=numero de repeticdes)

o A H 0
Fase adulta do Fase adulta Periodo de N° médio de N° total de N® médio de ovos % de ovos

macho da fémea* oviposicao ovos/fémea/dia ovos/fémea _nos VIaVels no
3 primeiros dias periodo
Tratamento
dias
n=10
Testemunha 8,5+2,24a 9,5+1,95b 5,2+ 1,82a 204,84 £ 74,26a 1122,1 +518,73a 273,58 £ 107,16a 76,61
TS 10,2 +2,60a 11,0 + 4,30ab 3,9+222a 212,42 £92,11a 986,1 + 575,08a 223,66 £ 129,26a 81,85
TS + Pellet 8,7+1,73a 11,0 + 4,58ab 6,0 + 1,95a 151,83 +79,69a 896,3 + 515,35a 188,85 + 105,85a 72,43
TS + Apl 8,8+1,53a 13,5 +2,76a 59+217a 172,91 + 86,95a 1029,2 + 546,45a 238,26 + 124,42a 69,00

*meédias seguidas de mesmas letras nas colunas apresentam diferenga a 5% de significancia pelo teste Tukey.
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Figura 3. Padrdo temporal de oviposicdo de Spodoptera frugiperda na cultivar BRS 8H com B.
thuringiensis (Bt) utilizando os métodos de aplicagdo da bactéria: Testemunha sem o Bt (Fig 3A),
Tratamento na semente (TS) (Fig. 3B), TS + adicdo de pellet da bactéria no solo de plantio (Fig. 3C) e

TS +Aplicacdo da bactéria semanalmente (Fig. 3D).



3.1.3 Comportamento de oviposic¢do de S. frugiperda em plantas de algod&o colonizadas
por B. thuringiensis

No estudo de oviposigdo com chance de escolha, ndo houve diferenca quanto ao nimero
de oviposic¢Bes encontradas entre os tratamentos decorridas 24 e 48 horas do inicio da exposi¢ao
dos adultos (Figura 4).

Nota-se, contudo, que apds 72 horas da exposicao, esse padrdo ndo foi mais observado e
0 tratamento Testemunha apresentou maior nimero médio de oviposic¢des (6,9) comparado aos
tratamentos TS + Pellet (2,6) e TS + Aplicacdo (3,7), porém foi semelhante ao TS (4,3) (F=
3,0983, P=0,4113).

Foi observada postura de S. frugiperda na gaiola, porém as posturas contidas fora da

planta ndo foram consideradas nas avaliagdes.
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Figura 4. Média do nimero de ovos de S. frugiperda em plantas de algodoeiro tratadas com a

estirpe S2122 de B. thuringiensis. Os gréficos apresentam o ndmero médio de posturas

observadas as decorridas 24, 48 e 72 horas do inicio da exposi¢do das plantas aos adultos.

Tratamento nas sementes de concentragdo 102 UFC mL™ (TS), TS e adigdo de um pellet a 107

UFC mg™ no solo de plantio (TS + Pellet), TS e aplicacdo da suspensdo bacteriana com 10’

UFC mL! no solo a cada sete dias (TS + Aplicacdo), agua (Testemunha). (n= 10; nimero de

gaiolas)
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3.2 Teste de aquisicdo de Btk-gfp por B. tabaci bidtipo B em plantas de algodoeiro

O crescimento bacteriano obtido a partir do macerado de adultos (Figura 5) e ninfas
(Figura 6) de B. tabaci alimentando-se em plantas de algodoeiro inoculadas com Bt estdo
representados nas figuras. O contetdo bacteriano recuperado de adultos e ninfas foi observado
sob luz epifluorescente e mostrou que as células expressavam a proteina fluorescente utilizada
para inocular as plantas.

Os resultados demonstram que as raizes das plantas de algoddo tém capacidade em
absorver a bactéria inoculada no solo, e pela movimentacdo ascendente do Bt, que a bactéria
foi capaz de chegar aos tecidos foliares e estar disponivel para alimentacdo por adultos e
imaturos de B. tabaci (Figuras 5 e 6).

Né&o foi observado crescimento bacteriano a partir do macerado de adultos e ninfas de B.

tabaci alimentados em plantas do tratamento controle (sem a bactéria).

Figura 5. Fotomicrografias fluorescentes de células bacterianas isoladas de adultos de B. tabaci
expostos a alimentagéo por 48 horas em plantas de algodoeiro tratadas com Btk-gfp no solo. As
imagens foram obtidas em microscopio Axiophot (Zeiss) equipado com iluminacdo
epifluorescente no comprimento de onda de 475 - 550 nm, no escuro (Fig. 5A); com exposi¢do

somente a luz branca (Fig. 5B).
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A

Figura 6. Fotomicrografias fluorescentes de células bacterianas isoladas de ninfas de B. tabaci
coletadas em plantas de algodoeiro tratadas com Btk-gfp que contém o gene codificador da
proteina fluorescente. As imagens demonstram a capacidade da bactéria em colonizar a planta
a partir das raizes e ainda estarem disponiveis a ninfas aderidas as folhas. Imagem obtida em
microscopio equipado com iluminagdo epifluorescente no comprimento de onda de 475 - 550

nm, no escuro (Fig. 6A); imagem obtida sob exposicdo a luz branca (Fig. 6B).

3.2 Teste de oviposicdo de B. tabaci em plantas de algodoeiro inoculadas com B.
thuringiensis

Ap0s 12 horas de infestacdo de B. tabaci em plantas de algodoeiro inoculadas com Bt,
foram verificadas diferencas significativas entre os tratamentos contendo os isolados testados
(Tabela 3).

A estirpe S1806 apresentou um menor numero de ovos de B. tabaci em relacdo a
testemunha que utilizou somente agua e as estirpes S456 e S1166 (F= 1,794; P= 0,08145).
Etretanto, esta estirpe foi semelhante aos demais isolados testados e a testemunha que utilizou
0 meio de cultivo utilizado para inocular as raizes das plantas.

As plantas contendo inéculo com as estirpes S1166, S1450 e S655 apresentaram uma
maior densidade de ovos com respectivamente 511,4; 453,0 e 336,6 ovos por planta. As

menores quantidades de ovos foram obervadas para S1806 com 108,8 ovos e S907 com 197,6
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ovos por planta (Tabela 3). O tratamento contendo as estirpes S599, S1905, S2122, S456, S546
e a testemunha com meio Embrapa apresentou quantidade variavel de ovos entre 223,8 e 296,2

ovos por planta.

Tabela 3. Nimero meédio de ovos por planta apds infestacdo por Bemisia tabaci 12 horas em

plantas inoculadas com B. thuringiensis. (média + desvio padrdo)

Tratamento N° médio de ovos ap6s 12 horas
Testemunha (agua) 410,2 £222,77b
Testemunha (meio Embrapa) 285,4 + 205,51ab
S456 289,6 +97,99 b
S546 296,2 £ 147,22 ab
S599 223,8+130,42 ab
S655 336,6 £ 184,13 ab
S907 197,6 £ 94,50 ab
S1166 511,4 + 314,13 b
$1450 453,0 £ 296,17 ab
S1806 108,8 + 53,42a
$1905 240,8 + 96,96 ab
S2122 259,6 £ 128,14 ab
Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente entre si pelo
teste Tukey (p<0,05).
4 DISCUSSAO

Proteinas inseticidas de Bt sdo usadas como componentes ativos de biopesticidas e como
protetores incorporados a planta em cultivos transgénicos. Um dos atributos mais relevantes
dessas tecnologias inseticidas a base de proteina Bt é sua alta especificidade, que garante a
auséncia de efeitos prejudiciais sobre insetos ndo-alvo, vertebrados e 0 meio ambiente (Jurat-

Fuentes & Crickmore, 2017).
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H& muitos relatos do uso de B. thuringiensis como produto inseticida ou da utilizacdo das
suas toxinas para insercao em plantas resistentes a insetos suscetiveis (Silva et a., 2016; Bravo
et al., 2017; Soberon et al., 2018; Liu et al., 2018; Dorta et al., 2020). E reconhecido ainda o
papel de Bacillus spp. como antagonista a fitopatdgenos e promotor do crescimento de plantas
(Dong-Jun et al., 2012; Gomis-Cebolla e Berry, 2022; Peterson et al., 2023). Porém pouco se
sabe a respeito de como a bactéria colonizadora de plantas atua sobre insetos danosos que delas
se alimentam quando presente e naturalmente adquirida no tecido das plantas.

Existe a possibilidade da existéncia de uma forma metabolicamente ativa de B.
thuringiensis no filoplano (Bizzarri e Bishop, 2008; Monnerat et al., 2009). Uma hipotese
melhor aceita é a de que a ingestdo da bactéria em quantidades passiveis de provocar
intoxicacdo no invertebrado suscetivel durante a alimentagdo na planta (Melatti et al., 2010;
Praca et al., 2012; Garcia-Suérez et al., 2017). Outra hipdtese é a de que existe a producao de
compostos ligados a inducdo da resisténcia sisttémica, que podem ser estimulados na planta
colonizada por Bt durante a alimentacdo do inseto-praga (Pierterse et al., 2014; Pangesti et al.,
2016).

Ha relatos de que B. thuringiensis ao ser introduzido no solo, coloniza e se estabelece na
planta de forma transitoria. No entanto, ha evidéncias circunstanciais de que o B. thuringiensis
pode se estabelecer de forma replicativa na superficie foliar (Belousova et al., 2021; Melatti et
al., 2010; Monnerat et al., 2003; Damgaard et al., 1997; Smith e Barry, 1998). De acordo com
Bisht et al. (2013) o fato do B. thuringiensis poder translocar-se endofiticamente na planta,
favorece seu uso no controle de insetos-praga sejam eles insetos mastigadores, sugadores,
pragas de solo ou vetores de fitopatdgenos.

Os trabalhos conduzidos por Bizzarri e Bishop (2008) descrevem ainda a capacidade de
B. thuringiensis em colonizar e multiplicar no filoplano de plantas de trevo (Trifolium

hybridum) sendo encontrado tanto os esporos quanto as formas vegetativas do B. thuringiensis,
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apresentando a toxina cry possuidora de genes da d-endotoxina que é toxica a insetos
suscetiveis.

Prabhakar e Bishop (2009) estudaram o efeito de folhas de Brassica campestris var.
chinensis colonizada por B. thuringiensis inoculadas no solo contra larvas neonatas de Pieris
brassicae (Linnaeus) (Lepidoptera: Pieridae) e observaram mortalidade de 35% da populagéo.
Porém o percentual de insetos sobreviventes ndo mostrou efeitos nocivos durante o tempo de
estudo.

A capacidade de multiplicacdo e translocacdo do B. thuringiensis em plantas também
foram relatadas por Cunha (2018), Garcia-Suarez et al. (2017), e Praca et al. (2012). A
confirmacéo da efetiva colonizacéo de plantulas por B. thuringiensis demonstrou ainda que esta
bactéria pode ser usada endofiticamente para controlar P. xylostella (L.) (Lepidoptera:
Plutellidae), uma praga criptica que causa injuria em espécies de brassicas (Praca, 2012).

O potencial da estirpe HD-73 de B. thuringiensis em colonizar plantas também foi
demonstrada por Garcia-Suarez et al. (2017). Plantas de feijao inoculadas com a bactéria na
rizosfera foram capazes de apresentar toxinas da bactéria contendo atividade inseticida nos
tecidos internos das plantas. A toxicidade das plantas tratadas foi maior do que as das plantas
do tratamento controle quando submetidas a bioensaio com larvas de Trichoplusia ni (Hibner)
(Lepidoptera: Noctuidae). Os resultados demonstraram que 48% das larvas de primeiro instar
de T. ni morreram nas plantas tratadas enquanto 23% de mortalidade foi observada nas plantas
controle. Em Arabidopsis thaliana, foi apresentada a transmissdo vertical da estirpe de B.
thuringiensis marcada com a proteina GFP.

O peso das larvas de S. frugipeda foi negativamente impactado pela alimentagcdo em
folhas das plantas de gramineas tratadas com Bacillus spp. As larvas pesaram até 40% menos
que larvas que se alimentaram em plantas do tratamento controle. Porém ndo houve efeito

negativo no desenvolvimento larval até a formacéo de pupas (Murphey Coy et al., 2017). Tais
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fatores levantam questdes relativas ao papel desempenhado por B. thuringiensis dentro da
planta e como propriamente desencadeia seu mecanismo sobre insetos-alvo.

Neste trabalho ndo foi observada interferéncia negativa da planta de algoddo tratada com
B. thuringiensis sobre a fase larval e adulta de S. frugiperda. Porém néo se conhece o efeito
desta interacdo na sucessé@o das larvas, pois neste trabalho ndo foram realizadas avaliagdes
sobre a progénie.

Um fator importante é que as plantas sejam capazes de detectar e permitir a entrada do
microrganismo benéfico e diferenciar as lesbes causadas por herbivoros a fim de que o
mecanismo de defesa seja acionado. Acredita-se que o &cido jasmonico desempenha um papel
vital no estabelecimento e na regulacdo destas interacfes (Yan e Xie, 2015). Sua atuacdo se da
através da ativacdo de expressdo de genes relacionados a defesa e producdo de substancias
quimicas secundarias toxicas e geracdo de compostos organicos volateis (COVs) (Pieterse et
al. 2009; Bonaventure et al ., 2011; Erb et al., 2012; Campos et al., 2014).

A estirpe S2122 de B. thuringiensis mostrou ser capaz de promover o crescimento e
desenvolvimento em plantas de algodoeiro. O trabalho conduzido por Nagle (2012) motrou que
Spodoptera exigua Hubner (Lepidoptera: Noctuidae) foi capaz de distinguir entre plantas de
algodao tratadas com bactérias promotoras de crescimento e plantas ndo tratadas. Mais
precisamente, o tratamento contendo bactérias do género Bacillus influenciaram no
comportamento de oviposi¢do de S. exigua.

E interessante entender os niveis de transcricio de genes e a atividade enzimatica
relacionada a defesa e emissao de compostos organicos volateis (COVs) em plantas colonizadas
e danificadas por S. frugiperda. Existem respostas de sinalizacdo tardia em glandulas de
Spodoptera spp. associadas a alimentacdo que induzem defesas nas plantas atacadas, regulando
a atividade enzimatica ligada a biossintese do acido jasmonico e a producéo de terpenos volateis

(COVs) (Zebelo et al., 2014). Estas informacdes de sinalizacdo aliada a expressao de genes
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envolvidos na defesa podem ser importantes para entender a o papel e a interagdo de B.
thuringiensis na planta com o inseto-praga.

Van Oosten et al. (2008) no estudo com inoculantes microbiano encontraram um impacto
negativo sobre S. exigua desenvolvendo-se em Arabidopsis, mas ndo observaram impacto
negativo sobre Pieris rapae (L.) (Lepidoptera: Pieridae). O tratamento de Arabidopsis com
Pseudomonas syringae ndo aumentou a atratividade de S. exigua para as plantas. Entretanto, a
inoculagdo com P. syringae foi capaz de induzir &cido jasmonico e os volateis de plantas em
condigdes de casa de vegetagédo (van Oosten et al. 2008).

A mistura contendo espécies de Bacillus promotoras de crescimento elevou os niveis de
gossipol e de &cido jasménico em folhas de algod&o, causandoreducgdo na alimentacdo e no peso
de larvas de S. exigua (Zebelo et al., 2016).

O efeito da resisténcia induzida por microrganismos em plantas sobre insetos varia muito
com relagdo aos resultados obtidos, uma vez que os estudos anteriores utilizam diferentes
hospedeiros, diferentes plantas, insetos e inoculantes microbianos, além de interagirem com 0s
fatores abidticos prevalentes (van Oosten et al., 2008; Stout et al., 2006). Portanto, é possivel
que sejam encontradas respostas de toxicidade diferentes das encontradas para insetos-praga na
interacdo com a planta tratada com bactérias, incluindo o B. thuringiensis.

O peso e o desenvolvimento de S. frugiperda em plantas de algoddo ndo foram afetados
pelo tratamento com B. thuringiensis neste trabalho. No entanto, plantas tratadas e ndo tratadas
foram ovipositados diferentemente ap0s 72 horas de exposicéao.

Determinar quais 0os mecanismos que foram responsaveis pela diferenca de oviposicéo
ainda parece prematuro. Porém podemos verificar que os herbivoros sdo capazes de utilizar os
volateis de plantas para a localizacdo de seus hospedeiros (Dicke & van Loon, 2000) e plantas
de algodédo tratadas com bactérias promotoras de crescimento sdo capazes de modificar o perfil

de volateis (Ngumbi, 2011). Considerando os efeitos desses volateis em plantas tratadas com a
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bactéria benéfica, as fémeas durante sua procura para oviposi¢do, buscam colocar seus ovos em
plantas que sdo de melhor qualidade para o desenvolvimento da progénie (Vendramin et al.,
2009; Lynch, 1984).

Deste modo, foi observado que fémeas da broca do milho, Ostrinia nubilalis Hibner
(Lepidoptera: Pyralidae), diferenciaram entre plantas tratadas com bactérias e plantas ndo
tratadas, e depositaram menos ovos em plantas com tratamento contendo uma Unica cepa de
Bacillus pumilus (Disi et al., 2018). Porém, o peso larval ndo foi afetado pelo tratamento com
a bactéria. Observou-se ainda que o tratamento induziu diferencas qualitativas e quantitativas
nos perfis de volateis (COVs) das plantas de milho interferindo na interacdo da planta com o
inseto. Estes efeitos sugerem que a bactéria pode afetar diferentemente as fases adultas e larvais
de insetos herbivoros em funcdo da producdo de compostos volateis em plantas colonizadas
com 0 microorganismo.

Neste trabalho foi demonstrado também a movimentacao sistémica do Bt, a capacidade
de disponibilizacdo bacteriana nas estruturas foliares e de aquisicdo pelo estagio adulto e
imaturo de B. tabaci. Os adultos ovipositaram em menor quantidade em plantas de algodoéo
tratadas com S1806 de B. thuringiensis comparadas a plantas tratadas somente com agua.

E possivel que a bactéria inoculada tenha sido absorvida pelas raizes e transportada para
a parte aérea da planta pelos vasos do xilema, e que este transporte poderia ocorrer também
pelo floema da planta, ja que o floema é o local preferencial de alimentacao de B. tabaci, apesar
da espécie também realizar picadas de prova nos vasos do xilema (Moreno-Delafuente et al.,
2013). Resultados de estudos anteriores sugerem que estirpes e proteinas de B. thuringiensis
possuem efeito de atividade toxica sobre alguns hemipteros (Salazar-Magallon et al., 2015;
Torres-Quintero et al.; Sanchéz et al., 2019; Torres Cabra e Hernandez Fernandez, 2019).

A estirpe de B. subtilis quando inoculada em plantas reduziu o nimero de mosca branca

encontrado sobre plantas tratadas com a bactéria (Hanafi et al., 2007). Outros estudos
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observaram que o tratamento com B. subtilis promoveu o crescimento de plantas de tomate,
reduziu a preferéncia e a densidade dos estagios iniciais de B. tabaci. A resposta de resisténcia
sistémica da planta inoculada com a cepa de Bacillus promotora de crescimento na supressao
do inseto teve como elicitor o acido jasménico, quando comparada a plantas inoculadas com a
bactéria ndo promotora de crescimento ou planta com adi¢cdo somente de agua (Valenzuela-
Soto et al., 2010).

Ao contrério, o tratamento com Pseudomonas fluorescens WCS417r induziu a
alimentacdo no floema em A. thaliana. O tratamento com P. fluorescens WCS417r afetou
positivamente o ganho de peso e o crescimento do pulgdo Myzus persicae Sulzer (Hemiptera:
Aphididae), mas ndo obteve efeito sobre o pulgdo Brevicoryne brassicae Linnaeus (Hemiptera:
Aphididae) (Pineda et al., 2012).

Em bioensaios em que se realizou a inoculagdo bacteriana diretamente no substrato de
mudas de laranjeira (Citrus sinensis), observou-se que a estirpe B. turingiensis var. kurstaki
HD-1 provocou supressdo e mortalidade de 38% das ninfas de D. citri ap6s 24 horas da
aplicacdo. Ademais, a capacidade de aquisi¢do de B. thuringiensis por D. citri foi demonstrado
marcando a bactéria com GFP (Cunha et al., 2017).

Resultados semelhantes foram relatados por Gadhave et al., (2016) que verificaram que
o tratamento de plantas de brécolis com inoculacdo individual ou em mistura com B. cereus, B.
subtilis e B. amyloliquefaciens afetaram negativamente o crescimento e desenvolvimento do
pulgdo B. brassicae. Em contraponto, as ninfas de B. tabaci desenvolveram-se mais
rapidamente e apresentaram maior sobrevivéncia apés se alimentarem de plantas de tomateiro
que foram inoculadas com P. fluorescens WCS417r (Shavit et al., 2013).

Os resultados obtidos neste trabalho nao indicaram efeito toxico das plantas tratadas com
B. thuringiensis sobre S. frugiperda. Contudo, foram feitas observacdes como amarelecimento,

diminuicdo da mobilidade e estrutura amolecida nas lagartas do tratamento com a bactéria que
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também foram observados por da Costa et al., (2020). Foram observadas ainda larvas menores
do que 10 mm nos tratamentos com B. thuringiensis nas sementes e adi¢do da suspensao
bacteriana semanalmente. Lagartas com essas caracteristicas podem estar mais suscetiveis a
serem mais facilmente controladas por outras estratégias de controle.

Os resultados aqui discutidos apresentam a possibilidade de haver diferentes respostas da
interacdo entre plantas com B. thuringiensis sobre diferentes ordens de inseto-pragas.Este fato
sugere a capacidade de se explorar novas cepas do B. thuringiensis promotoras de crescimento
de plantas a fim de alcancar efeito de protecédo e defesa da planta, ou algum grau de controle
que aumente a suscetibilidade da praga.

E interessante explorar a possibilidade de uso da estirpe de B. thuringiensis como um
todo, ou seja, como colonizador de plantas. Diferentemente da forma como atualmente é
utilizada, através da pulverizacdo em lavouras ou da introducdo de proteinas inseticidas
expressas em plantas geneticamente modificadas, a inoculagdo na semente pode proporcionar
outras ganhos que essas formas de uso atual ndo exploram. Uma Unica estirpe de B.
thuringiensis apresenta uma diversidade de proteinas e compostos bioativos que podem
desempenhar efeito benéfico na promocdo do crescimento da planta e acdo de controle sobre
insetos. A exploragdo de interagdes benéficas entre plantas e microorganismos sao essenciais

na natureza a fim de assegurar uma agricultura mais sustentavel.
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CAPITULO I
EFEITO DA COLONIZACAO DE Bacillus thuringiensis NO

CRESCIMENTO VEGETAL DO TOMATEIRO (Solanum lycopersicum L..)
E SOBRE Helicoverpa armigera Hibner (Lepidoptera: Noctuidae)
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EFEITO DA COLONIZACAO DE Bacillus thuringiensis NO CRESCIMENTO
VEGETAL DO TOMATEIRO (Solanum lycopersicum L.) E SOBRE Helicoverpa

armigera Hubner (Lepidoptera: Noctuidae)

RESUMO

O tomateiro (Solanum lycopersicum L., Solanaceae) ¢ uma das olericolas mais produzidas no
Brasil e possui grande importancia socioecondmica e nutricional. Os microrganismos
endofiticos, dentre eles o género Bacillus, tém sido explorados nas aplica¢cdes biotecnolégicas.
Para este trabalho, estirpes de Bacillus thuringiensis (Bt) toxicas a lepiddpteros e endofiticas de
plantas foram testadas em tomateiro a fim de se avaliar os efeitos desta interacdo na capacidade
promotora de crescimento vegetal e sobre H. armigera. Raizes de tomateiro (Santa Clara) com
21 dias de semeio foram inoculadas com as estirpes S1450, S1905, S2122 e S2124 de Bt na
concentragdo 1,0 x 108 UFC mL™. Decorridos 11 dias da inoculagdo, foram realizadas as
avaliacOes de crescimento anotando-se a altura da planta e o didmetro do caule a cada semana.
Ao final do ensaio, com 27 dias, foi determinada a fitomassa da parte aérea e radicular. Para
detectar a presenca de Bt nos tecidos internos, foram realizados ensaios de isolamento e
microscopia eletronica de varredura nos tecidos das raizes, do caule e das folhas. Apos 35 dias
da inoculacgéo, cinco larvas de H. armigera de 1° instar foram confinadas por 10 dias nas plantas
tratadas com a bactéria. O peso e o comprimento das larvas foram anotados apds 72 horas e 7
dias de alimentacdo quando foram retiradas das plantas, as fezes foram coletadas para
isolamento de Bt, e os insetos foram observados até a formagdo de pupas. As pupas foram
pesadas e verificada ocorréncia de deformidades. Como resultado, ndo foram observadas
diferencas entre os tratamentos com as estirpes para as caracteristicas de altura, diametro do
caule, massa da matéria seca e fresca tanto da parte aérea como da parte radicular das plantas.
Foi possivel recuperar o Bt da planta inoculada com a estirpe S1450 (2,0 x 10° UFC g de raiz;
2,0 x 10° UFC g do caule; 2,0 x 103 UFC g de tecido de folha) e somente das raizes da estirpe
S2122 (3,0 x 10* UFC g* de raiz). A microscopia de varredura confirmou a translocacio e
colonizacdo por Bt nos tecidos das plantas. Foi verificado 13,3% de mortalidade das larvas de
H. armigera com Bt, mas néo foi visualizado sintomas de intoxicacdo pela bactéria e nao foi

possivel recuperar Bt das fezes.

Palavras-chave: endofitico, tomate, colonizacéo, bioensaio, inseto-praga
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EFFECT OF COLONIZATION OF Bacillus thuringiensis ON PLANT GROWTH OF
TOMATO (Solanum lycopersicum L.) AND ON Helicoverpa armigera Hubner
(Lepidoptera: Noctuidae)

ABSTRACT

The tomato (Solanum lycopersicum L. Solanaceae) is one of the most produced vegetables in
Brazil and has great socioeconomic and nutritional importance. Endophytic microorganisms,
among them the genus Bacillus, have been exploited in biotechnological applications. For this
work, strains of Bacillus thuringiensis (Bt) toxic to lepidoptera and endophytic of plants were
tested in tomato to evaluate the effects of this interaction on plant growth promoter capacity
and against H. armigera. Tomato (Santa Clara) roots with 21 days of sowing were inoculated
with the strains S1450, S1905, S2122 and S2124 of Bt at concentration 1,0 x 108 CFU mL™.
After 11 days of inoculation, the growth evaluations were carried out by noting the height of
the plant and the diameter of the stem each week. At the end of the trial, at 27 days, the shoot
and root biomass were determined. To detect the presence of Bt in the internal tissues, isolation
tests and scanning electron microscopy of the tissues of roots, stem and leaves were performed.
After 35 days of inoculation, five 1% instar H. armigera larvae were confined for 10 days in
plants treated with the bacteria. The weight and length of the larvae were recorded after 72
hours and 7 days of feeding when they were removed from the plants, the feces were collected
for isolation of Bt, and the insects were observed until pupae formation. The pupae were
weighed, and the occurrence of deformities was verified. As a result, no differences were
observed between the treatments with the strains for the characteristics of height, stem diameter,
dry and fresh matter mass of both the aerial part and the root part of the plants. It was possible
to recover the Bt of the inoculated plant with the strain S1450 (2,0 x 10° CFU g™ root; 2,0 x 10°
CFU g? stem; 2,0 x 10° CFU g leaf tissue) and only of the roots with S2122 strain (3,0 x 10*
CFU g root). The scanning microscopy confirmed Bt translocation and colonization in plant
tissues. There were 13,3% mortality of H. armigera larvae with Bt, but no symptoms of

bacterial intoxication were observed, and it was not possible to recover Bt from feces.

Keywords: endophytic, tomato, colonization, bioassay, insect pest
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1 INTRODUCAO

Dentre as hortalicas cultivadas no Brasil, o tomateiro (Solanum lycopersicum L.,
Solanaceae) é uma das mais importantes, sobretudo considerando 0s aspectos
socioecondmicos, ja que é cultivada em todos os estados do pais, em uma area de
aproximadamente 51,9 mil hectares, com producdo de 3,6 milhGes de toneladas e com
rendimento medio de 70,8 toneladas por hectare (IBGE, 2021).

Cerca de aproximadamente 20% da producdo nacional € proveniente do estado de Goias,
seguido pelos estados de Sdo Paulo com 18%, Minas Gerais com cerca de 14% e Bahia com
9% (IBGE, 2021). Assim, a sua ampla utilizagdo em diversas regifes do pais deve-se,
principalmente, as suas qualidades organolépticas e ao seu valor como alimento funcional em
vista das propriedades antioxidantes do licopeno (Chitarra & Chitarra, 2005).

O ciclo do tomateiro pode ser dividido em trés fases distintas: a primeira por ocasiao da
producdo de mudas para o transplante, em seguida do inicio do florescimento até o periodo da
colheita dos frutos (Brito et al., 2015; Schmidt et al., 2017).

Apesar da grande expressao da tomaticultura no mundo, a espécie pode ser considerada
uma das mais suscetiveis ao ataque de artropodes-praga, devido a extensa area foliar e ao
microclima gerado, propicio ao desenvolvimento de organismos fitéfagos, os quais causam
prejuizos a produtividade e reduzem seu valor de mercado (Alvarenga, 2013; Moura et al.,
2014).

Existe um grande nimero de artropodes-praga que ocorrem em cultivos de tomate desde
a sementeira, ap0s o transplante das mudas até a colheita dos frutos, com destaque para
Helicoverpa armigera Hibner (Lepidoptera: Noctuidae) (Pratissoli et al., 2015). As medidas
de controle que sdo realizadas para mitigar os problemas fitossanitarios na cultura tem
enfocado, em grande parte, o uso de pesticidas sintéticos (Moura et al., 2014; Michereff Filho

etal., 2019). Assim, é essencial que se busque novas oportunidades de controle ambientalmente
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amigaveis que, além de contribuir com a crescente demanda pela producdo de tomates,
permitam que a obtencdo de alimento livre de contaminantes, com menor impacto ao ambiente,
e preservando a salde do consumidor e do trabalhador rural (Moura et al., 2014). Uma das
alternativas para o controle de artropodes-praga € o uso de microrganismos, como bactérias e
fungos.

Os microrganismos tém sido extensivamente explorados quanto ao potencial de uso
biotecnoldgico (Hardoim et al., 2015). Nesse aspecto, destaca-se as bactérias promotoras de
crescimento pela sua importancia em apresentar importantes funcdes na promog¢do do
desenvolvimento vegetal, como fixacdo bioldgica de nitrogénio, solubilizagdo de fosfatos,
producédo de sideroforos e de fitohormdnios como a auxina, além da producdo de compostos
organicos volateis que favorecem o crescimento das plantas e atuam na protecdo contra
patdgenos e insetos-pragas (Araujo e Guerreiro, 2010; Martins et al., 2014; Hardoim et al.,
2015).

A bactéria Bacillus thuringiensis é amplamente utilizada o manejo do controle de
lepidopteros-praga e foi demonstrada a capacidade de colonizacdo sistémica por isolados de B.
thuringiensis em plantas (Praca et al., 2012; Castro et al., 2019; da Costa et al., 2020). Para a
cultura do tomateiro, B. thuringiensis também é o agente de controle biol6gico mais utilizado
para o controle de lagartas, incluindo H. armigera (Moura et al., 2014). Existem também
linhagens de plantas do tomateiro com respostas de eficiéncia na resisténcia a insetos
lepidopteros (Koul et al., 2014; Kumar et al., 2020).

Assim, este estudo teve como objetivo avaliar a capacidade de colonizacdo de B.
thuringiensis em plantas de tomateiro, avaliar o efeito da inoculacdo com estirpes de B.
thuringiensis na capacidade de promocao de crescimento das plantas e o seu efeito sobre H.

armigera.
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2 MATERIAIS E METODOS

O experimento foi conduzido em condicGes de casa de vegetacdo e no Laboratorio de
Bactérias Entomopatogénicas (LBE), da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia,
Brasilia - DF.

Foram utilizadas trés estirpes de B. thuringiensis: S1905, S2122 e S2124 pertencentes a
Colecdo de Bacteérias de Invertebrados hospedadas na Embrapa, e a estirpe S1450 - Bacillus
thuringiensis subespécie kurstaki (Btk) - HD 1, obtida da Colecdo de Bacillus thuringiensis e
Lysinibacillus sphaericus do Instituto Pasteur de Paris. Estas estirpes foram testadas e sdo
colonizadoras de plantas do algodoeiro e toxicas a H. armigera, conforme ensaios preliminares
conduzidos no LBE (Caixeta et al., 2015; da Costa et al., 2020).

O material vegetal utilizado foi a cultivar de tomate Santa Clara empregada nas
avaliacOes de colonizacdo por B. thuringiensis, na promogao de crescimento vegetal, e no efeito

sobre 0 inseto-praga.

2.1 Condicg0es gerais ao ensaio
2.1.1 Cultivo do material bacteriano

As estirpes foram cultivadas em meio Embrapa (Monnerat et al., 2007) a 28 °C, por 72
horas a 180 rpm em Fermentador Microferm New Brunswich, modelo MF 214. Ap6s 72 horas,
os multiplicados foram visualizados em microscépio éptico de contraste de fases com aumento
de 1000x para a observacdo dos esporos e cristais. Para cada estirpe multiplicada foram
realizadas centrifugagdes por 30 minutos a 9500 rpm (Centrifuga Hettich Zentrifugen, modelo
Rotanda 460R). O sobrenadante foi desprezado e foram coletados os esporos e cristais. Os
esporos e os cristais foram recuperados, homogeneizados em agua destilada estéril, e 0 material

preparado para liofolizacdo (Liofilizador Christ, modelo Alpha 2-4 LD plus). Apés a
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liofilizacdo, os materiais bacterianos foram dispostos em tubos de centrifugacao (Falcon de 50

mL) e armazenados a -2 °C.

2.1.2 Preparo das suspensdes bacterianas

O produto liofilizado foi utilizado para determinacdo das unidades formadores de colénia
(UFC mg?) em solucdo salina (NaCl a 0,9%) conforme a metodologia descrita por Westergren
e Krasse (1978). Uma aliquota de 10uL de cada uma das dilui¢bes foi semeada em triplicata
em placas de Petri (9 cm) contendo meio Embrapa Agar (Monnerat et al., 2007). As placas
foram vedadas com papel filme e incubadas (Precision 6LMS) a 28 = 2 °C por 15 horas quando
ocorreram as leituras para contagem das células. Apds a quantificacdo, o indculo estava pronto

para formar a suspenséo.

2.1.3 Condicdes gerais de cultivo

O plantio ocorreu em sementeira de poliestireno (60 células) na razdo de trés sementes
por célula, preenchida com substrato Plantmax®.

Apos 21 dias do plantio, cada planta foi transplantada para um vaso de 0,5 L, momento
em que ocorreu a inoculacdo com a bactéria. Cada vaso foi preenchido com a mistura contendo
substrato e solo ndo-estéril adubado na proporcdo de 1:1, que foram mantidos até o final do
ensaio, aos 27 dias apos a inoculacdo. A irrigacdo foi realizada conforme a necessidade das

plantas.

2.1.4 Inoculacgdo das raizes de tomateiro

O produto bacteriano liofilizado foi utilizado no preparo das suspensdes. A estirpe

liofilizada foi pesada, misturada com agua destilada estéril e homogeneizadas em tubos de
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centrifugacdo (Falcon de 50 mL) e vortex para obtengdo da suspenséo na concentragdo de 1,0
x 108 UFC mL™,

Plantas com um par de folhas verdadeiras, aos 21 dias do semeio, foram retiradas do
substrato com cuidado, lavadas em agua corrente, seguida de agua estéril, e secas em papel
absorvente. Em seguida, as raizes foram imersas em recipientes de vidro (100 mL) contendo a
solucdo com a bactéria. Os tratamentos permaneceram em plataforma agitadora por 40 minutos
a 160 rpm e em temperatura ambiente. Apds ocorrida a inoculacdo, as plantas foram
transplantadas para vasos de polietileno e mantidas a 30 + 7 °C de temperatura e 43 + 20%
umidade relativa até o0 momento das avalia¢des finais em casa de vegetacao.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, composto por cinco
tratamentos contendo as quatro estirpes de B. thuringiensis e a testemunha na auséncia da

bactéria.

2.2 Avaliacdo da inducao de crescimento de tomateiro por B. thuringiensis

Para analise do efeito dos tratamentos com B. thuringiensis sobre o crescimento do
tomateiro foram observadas as seguintes caracteristicas: o diametro do caule (mm) e a altura de
planta (cm) semanalmente a partir do 11° dias ap6s a inoculacao das raizes e o transplantio das
plantas. Para isto foram coletados dados de 14 plantas. O didametro caulinar foi determinado a
2 cm do colo das plantas com auxilio de um paquimetro digital, e a altura das plantas foi
mensurada pela determinagédo da distancia entre o coleto e o apice da planta utilizando régua
graduada em milimetros (Costa, 2003).

Ao final do ensaio de crescimento, 27 dias ap0s a inoculacdao nas plantas, nove plantas
foram coletadas para determinacdo da fitomassa da parte aérea (g) e radicular (g). Para os
valores de matéria seca da parte aérea e das raizes, as plantas foram acondicionadas em sacos

de papel e secas em estufa a 70° C até atingir o peso constante (aproximadamente 70 horas).
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2.3 Root Printing

O ensaio foi realizado para avaliar a capacidade de crescimento bacteriano obtidos por
secOes de raizes de plantas tratadas com B. thuringiensis. "Root printing” ou "impresséo da
raiz" € um termo usado para o processo de plagueamento em meio Embrapa &gar de se¢des de
raizes de plantas inoculadas. Para o ensaio, duas plantas foram removidas do solo aos 7 dias
apos a inoculacdo. Elas foram lavadas com agua estéril e cortadas em seccdes de 2 cm de
comprimento e plaqueadas em meio Embrapa Agar com cuidado para que todas as partes
estivessem em contato com o meio de cultivo. As placas foram incubadas a 28 + 2 °C e

observadas por 24 a 72 horas. O crescimento bacteriano foi obtido usando evidéncia fotografica.

2.4 Isolamento de B. thuringiensis das raizes, caule e folhas das plantas de tomateiro
Apos 29 dias da inoculacdo das raizes, se¢des de trés plantas dos tratamentos avaliados
foram coletadas para realizar o isolamento de B. thuringiensis utilizando a metodologia descrita
por Barreti et al. (2008) com modificagdes. As plantas foram cuidadosamente retiradas do solo
e lavadas em agua corrente. Em seguida, foram pesados 2 g da raiz, do caule e das folhas,
transferidos para recipientes contendo solugdo tampéo fosfato-potassio 0,03 M estéril a pH 7,0
e submetidas a agitacdo vigorosa em agitador orbital por uma hora. Essa operacdo foi repetida
por quatro vezes, apos a troca da solucdo tampdo fosfato-potassio. Em seguida, ocorreu a
desinfestacéo superficial com alcool 50% por 30 segundos e hipoclorito de sodio a 1% por 3
minutos, seguida de trés lavagens em solucdo tampdo fosfato-potassio estéril. Para desalojar da
superficie do material vegetal as bactérias epifiticas remanescentes, as raizes foram transferidas
para novos recipientes contendo solucdo tampéo fosfato-potassio e submetidas a banho de
ultrassom por 10 minutos. Uma nova desinfestacao superficial dos segmentos das plantas foi

feita utilizando hipoclorito de sédio a 1% por 3 minutos, seguida por 3 lavagens em solucédo
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tampdo fosfato-potassio estéril. O material foi novamente submetido ao banho de ultrassom por
10 minutos e uma nova solugdo tampéo fosfato-potéssio foi adicionada.

A maceracdo dos segmentos das plantas foi realizada utilizando almofariz e pistilo
estéreis, seguida da adi¢do de 2 mL da solugdo tampéo fosfato-potéssio e distribuicdo de 1 mL
da amostra em tubo de polipropileno (tubo de 1,5 mL). Uma das amostras foi utilizada para
observar as células vegetativas da bactéria, e a outra foi submetida ao choque térmico a 80 °C
por 12 minutos e gelo por 5 minutos para obtecdo somente dos esporos.

Aliquotas de 100 pL das diluicdes 107, 10 e 10 foram retiradas e transferidas para
placas de Petri (9 cm) contendo meio Embrapa Agar acrescido de penicilina (100 mg L) e
espalhadas com alca de Drigalski estéreis descartaveis em triplicata para cada diluicdo. As

placas foram incubadas a 29 = 1 °C por 24 horas, quando foi realizada a leitura.

2.5 Crescimento das estirpes S1450 e S2122 de B. thuringiensis recuperadas de plantas
inoculadas

O ensaio foi realizado a fim de confirmar o crescimento e a pureza do material obtido nos
plaqueamentos obtidos a partir dos isolamentos realizados dos tecidos de plantas de tomate
macerados. O crescimento bacteriano foi obtido a partir de amostras de raizes, do caule e das
folhas de plantas inoculadas com a estirpe S1450, e de raizes de plantas inoculadas com a estirpe
S2122 de B. thuringiensis.

Uma amostra de cada um destes crescimentos foi coletada com auxilio de uma alga
descartavel estéril de 10 pL e inoculada em frascos erlenmeyer (125 mL) contendo de meio
Embrapa e cultivados a 29 £ 2 °C, a 200 rpm por 72 horas em incubador rotativo. Apés este
periodo, foi realizada a microscopia do material esporulado utilizando microscépio de contraste
de fases (Olympus BH-2) para verificacdo da morfologia do microrganismo. Uma aliquota de

10 pL foi coletada com auxilio de uma alca estéril e espalhada em meio Embrapa Agar
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(Monnerat et al., 2007) suplementado por penicilina (100 uL mL™) e incubado a 28 + 2 °C por

24 horas. Ao final deste periodo, foi novamente observada a presenca dos isolados bacterianos.

2.6 Microscopia eletronica de varredura de plantas de tomate inoculadas com a estirpe
S1450 de B. thuringiensis

Sementes de tomate foram desinfestadas em hipoclorito a 1% por 3 minutos, em etanol a
70% por 1 minuto seguido de imersdo em agua destilada estéril por 3 vezes (1 minuto cada
imersdo). Trés sementes foram semeadas em tubos de centrifugacdo (Falcon 50 mL) contendo
cerca de 20 mL de meio MS (Murashige & Skoog, 1962) e mantidas no escuro por 7 dias a 25
+2°C.

Apbs 16 dias do semeio, um mL da suspenséo bacteriana na concentracéo 1,0 x 108 UFC
mL* foi aplicada nas raizes de 3 plantas, deixando 2 plantas como testemunha (sem a bactéria).
Dez dias ap0s realizada a inoculacdo, as plantas foram retiradas do meio, sendo o tecido das
raizes do caule e das folhas seccionados (aproximadamente 1 cm) e imersos em glutaraldeido
2,5% e tampdo cacodilato de sodio 0,1 M pH 7,2 contidos em tubos de polipropileno (2,0 mL).
O material foi submetido a agitacdo em rotator orbital a 4 rpm por 24 horas para fixacdo. Apos
esta etapa, as amostras foram armazenadas em tampdo cacodilato 0,1 M e pH 7,0 a -4 °C. Em
seguida, o material foi submetido a trés lavagens de 15 minutos cada em tampao cacodilato 0,1
M e pH 7,0, seguido de imersdo em solugdo de tetroxido de ésmio (OsOas) a 2% e tampao
cacodilato 0,1 M por 1 hora. As amostras pos-fixadas em OsO4 foram lavadas em tampéao
cacodilato 0,1 M, por 3 vezes seguidas e por mais 2 vezes com agua em intervalos de 10
minutos. Logo apds, foram submetidas a desidratacdo em série etanolica crescente de 10, 30,
50, 70, 90, e 100% permanecendo por 20 minutos em cada uma das concentracfes. As amostras
foram lavadas duas vezes em etanol 90% e trés vezes em etanol 100% obedecendo intervalos

de 20 minutos de imersdo nestas concentracGes. Em seguida, as amostras foram secas pelo
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método do ponto critico do CO2 em aparelho Baltec CPD 030, recobertas com 25 nm de ouro
em aparelho MED 010 da Balzers e observadas ao microscopio eletrdnico de varredura Zeiss

modelo DSM 962.

2.7 Efeito de plantas de tomateiro inoculadas com a estirpe S1450 de B. thuringiensis sobre
H. armigera

As larvas utilizadas no ensaio foram mantidas em dieta artificial e condicbes de
temperatura a 28 + 2 °C, umidade média de 60% e fotoperiodo de 14/10 horas (Caixeta et al.,
2015).

Apos o periodo de 35 dias da inoculagao das raizes, trés plantas inoculadas com a estirpe
S1450 de B. thuringiensis e duas para a testemunha (sem inoculacéo da bactéria) foram expostas
a larvas de H. armigera. Cinco larvas de 1° instar foram adicionadas ao ter¢o superior da planta
e as plantas foram recobertas com tecido em “voile” para confinamento das larvas. As plantas
e as larvas foram mantidas em casa de vegetacdo a temperatura de 30 £ 7 °C e umidade relativa
43 + 20%.

Foram avaliados os dados de peso (mg), em balanca de precisdo (Denver M-310), e 0
comprimento das lagartas (mm) com auxilio de um paquimetro digital (Digimess 100.171). Este
procedimento ocorreu apés 72 horas do inicio da alimentacdo e novamente ap6s 7 dias de
iniciado o ensaio. Decorridos 10 dias do inicio da alimentagdo nas plantas, as lagartas foram
retiradas e transferidas individualmente para recipientes (50 mL) contendo dieta artificial
(Caixeta et al., 2015), e permaneceram sob observacdo do seu desenvolvimento até a formacao
de pupa quando verificou a presenca de deformidades. As pupas foram pesadas (mg), em

balanca de precisdo e os dados anotados.

2.8 Analise estatistica
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Os dados das caracteristicas agronémicas para o crescimento das plantas de tomateiro, do
peso e comprimento das larvas e de pupas de H. armigera, foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) e ao teste Tukey a 5% de significancia, utilizando o programa estatistico

ASSISTAT 7.7 beta (Silva & Azevedo, 2016).

3 RESULTADOS
3.1 Avaliacdo da inducéo de crescimento de tomateiro B. thuringiensis

Os resultados de avaliacdo de crescimento das plantas de tomate tratadas com as estirpes
de B. thuringiensis séo representados na Tabela 1.

Né&o foram observadas diferencas significativas entre os tratamentos com as estirpes para
as caracteristicas de altura, didmetro do caule, massa da matéria seca e fresca tanto da parte

aérea como da parte radicular das plantas.
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Tabela 1. Efeito da inoculacdo de tomateiro nas raizes com estirpes de B. thuringiensis aos 11, 20 e 27 dias ap6s a inoculacdo (DAI) sobre a altura, o
didmetro do caule e sobre a matéria fresca e seca da parte aérea e das raizes. n= repeti¢cdes (média £ desvio padréo)

Estirpes de Altura (cm) Didametro do caule (mm) Parte aérea (g) Raiz (g)
Bt 11 DAI 20 DAI 27 DAI 11 DAI 20 DAI 27 DAI Massa fresca Massa seca Massa fresca Massa seca
n=14 n=9
Test. 8,978+ 0,721 a 22,510+ 1,524 a 37,335+ 3,028 a 3,820+ 0,280 a 5,554 0,213 a 5,701+ 0,319 a 26,25+ 1,625 a 3,011+0,134 a 7,061 % 0,695 a 0,593 + 0,081 a
$1450 8,535+ 0,544 a 21,578 + 1,439 a 36,000 + 2,004 a 3,517+0,332 a 5,612+ 0,340 a 5,788 + 0,358 a 24,26 +3,720 a 3,118+ 0,412 a 6,467 + 0,804 a 0,565 + 0,056 a
$1905 8,328+ 0,975 a 21,528 +1,868 a 36,092 +£ 2,032 a 3,671+£0,349a 5,330+£0,308 a 5,715+0,218 a 25,24+1,831a 2,990+0,219 a 7,006 £ 0,804 a 0,621+0,071a
$2122 8,014+ 0,725 a 21,192 + 1,766 a 37,007 £ 3,934 a 3,630+ 0,391 a 5,615+0,271 a 5,675+ 0,284 a 30,05 + 3,304 a 2,997 + 0,209 a 6,871+ 0,862 a 0,567 + 0,060 a
$2124 8,178 + 0,605 a 21,978+ 1,879 a 38,478 + 3,780 a 3,978+ 0,377 a 5,557 + 0,441 a 5,620 0,294 a 27,23+2,032 a 3,083 +0,196 a 6,292 0,881 a 0,537 + 0,054 a

Dados seguidos de mesma letra nas colunas ndo apresentam diferencas entre si com o teste de Tukey a de 5% de probabilidade




3.2 Root Printing

As placas contendo as seccdes de raizes sdo apresentadas na Figura 1.

O crescimento bacteriano obtido das se¢des de raizes do tomateiro inoculadas com B.
thuringiensis foi evidenciado apds 24 horas de incubacédo (Fig. 1-A). Decorridas 72 horas, as
placas ja exibiam numerosas col6nias bacterianas para todos os tratamentos. Entretanto, no
tratamento testemunha as caracteristicas de morfologia e coloracéo diferentes do tratamento

testemunha foram diferentes dos demais tratamentos (Fig. 1-B).

Figura 1. Root Printing de plantas de tomateiro inoculadas com B. thuringiensis demonstrando
0 crescimento bacteriano a partir das seccdes de raizes decorridas 24 (Fig. 1A) e 72 horas de
plagueamento (Fig. 1B). Placa contendo raizes do tratamento sem a bactéria (C°), raizes com

estirpes de B. thuringiensis (S1450, S1905, S2122 e S2124).

3.3 Isolamento de B. thuringiensis das raizes, caule e folhas de plantas inoculadas

O numero de células de B. thuringiensis isoladas dos tecidos de plantas de tomate
inoculadas sdo apresentados a seguir.

A leitura das placas contendo as amostras dos tecidos das plantas de tomateiro tratadas
com as estirpes S1450 e S2122 apresentaram contetdo bacteriano contendo os esporos e células

vegetativas.



A estirpe S1450 sem choque térmico apresentou células vegetativas e esporos nas raizes,
no caule e nas folhas das plantas de tomate (Figura 2). A quantidade de bactéria obtida a partir
dos tecidos vegetais inoculados com a estirpe S1450 foi 2,0 x 10° UFC g* de raiz, 2,0 x 10°
UFC g do caule e 1,0 x 10° UFC g* de folha.

Plantas tratadas com a estirpe S2122 apresentaram concentracdo de bactérias nas raizes
tratadas sem o choque térmico na concentragéo 3,0 x 10* UFC g de raiz.

O crescimento bacteriano a partir das raizes do tratamento com a estirpe S1450 s6 ocorreu
nas amostras das plantas que receberam o choque térmico, que apresentaram uma concentracao
1,0 x 10° UFC g de esporos por tecido de raizes.

N&o foi observado crescimento de bactérias no isolamento realizado para amostras das

plantas inoculadas com as estirpes S1905, S2124 e para a testemunha.

Figura 2. Isolamento da estirpe S1450 HD-1 de B. thuringiensis (Bt) de plantas de tomateiro.
Na primeira linha e da esquerda para direita isolamento de raiz, caule e folhas do tratamento
contendo B. thuringiensis mostrando o crescimento das células bacterianas. Na segunda linha

o tratamento testemunha na auséncia da bactéria.
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3.4 Crescimento das estirpes S1450 e S2122 de B. thuringiensis recuperadas das plantas
de tomateiro

Observou-se por microscopia a pureza do crescimento das bactérias recuperadas das
plantas de tomateiro demosntrando aspectos como morfologia e padrdes de cor semelhantes aos
utilizados nas suspensdes como indculo para os tratamentos com as estirpes S1450 e S2122

(Figura 3).

Figura 3. Verificagdo do crescimento bacteriano obtido da recuperacdo das células de tecidos
de plantas de tomateiro inoculadas nas raizes com as estirpes S1450 e S2122 de B. thuringiensis
apos 24 horas de incubadas. A imagem apresenta bactérias de amostra de raizes do tratamento
com a S2122, sequidas de amostras de raiz, do caule e folha com S1450 que foram semeadas

em meio seletivo (penicilina a 100 ug mL™).

3. 5 Microscopia eletrénica de varredura de plantas de tomate inoculadas com a estirpe
S1450 de B. thuringiensis

A capacidade de colonizacdo de B. thuringiensis nas plantas de tomate foi verificada por
microscopia de varredura. A estirpe S1450 de B. thuringiensis foi utilizada por ter sido

recuperada de todos os tecidos das plantas que receberam a bactéria.
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A planta do tratamento testemunha (ndo inoculado) demonstrou auséncia da bactéria nos
tecidos observados (Figura 5A-H). Foi possivel verificar a presenca da bactéria nos tecidos
internos da planta de tomate inoculada com B. thuringiensis mostrando a colonizagéo do tecido
interno das raizes, do caule e das folhas (Figura 6A-H).

Foram encontradas células em depressfes formadas no tecido cuticular da epiderme das
folhas, as chamadas flanges cuticulares presentes proximas ao complexo estomético (Fig. 6E e
6G). As bactérias foram encontradas isoladas, em pequenas colénias ou formando um biofilme
(Figuras 6A-6H). Foram observadas a presenca frequente de microfiblilas que s&o estruturas de

adesdo bacteriana (Fig. 6-H).
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Figura 5. Microscopia eletronica de varredura mostrando a raiz, o caule e folha da planta de
tomate do tratamento testemunha (sem a bactéria) demonstrando a auséncia da bactéria no
tecido vegetal. Observacéo a partir do corte transversal na raiz (Fig. A); vista da superficie da
raiz (Fig. B); amostra do caule (corte longitudinal) proximo ao eixo vascular (Fig. C); vista
panoramica do corte transversal da regido apical do caule (Fig. D); vista aproximada do corte

da regido anterior (Fig. E); superficie da folha (Fig. F).
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Figura 6. Microscopia eletrénica de varredura mostrando as raizes, o caule e folhas de

tomateiro inoculadas com a estirpe S1450 de B. thuringiensis (Bt). Vista do corte longitudinal
da raiz de planta inoculada apresentando células bacterianas (Fig. A); B- vista aproximada da

imagem anterior mostrando coldnias formando coldnias com o Bt (Fig. B); presenca de esporos
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no tecido interno do caule (Fig. C); estdmato da regido do caule da planta expondo a bactéria
(Fig. D); célula isolada presente na flange cuticular da superficie da folha proximo ao estbmato
da planta de tomate (Fig. E); vista aproximada da imagem anterior expondo a célula no
momento de divisao celular (Fig. F); aglomerado da bactéria préximo ao complexo estomatico
da superficie foliar obtido de corte transversal no tecido vegetal (Fig. G); bactéria presente no

tecido superficial da folha de tomateiro com formacéo de microfiblilas de adeséo (Fig. H).

3.6 Efeito de plantas de tomateiro inoculadas com a estirpe S1450 de B. thuringiensis sobre
H. armigera

Os dados de peso, comprimento das larvas e peso das pupas de H. armigera que se
alimentaram no seu periodo larval em plantas inoculadas com a estirpe S1450 séo apresentados
na Tabela 2.

Apenas duas lagartas (13,3%) provenientes do tratamento com B. thuringiensis
apresentaram mortalidade. Entretanto, ndo foram observados sintomas de intoxicagdo
bacteriana como escurecimento e textura amolecida nas larvas mortas. Também nédo foi
verificado crescimento bacteriano a partir do isolamento das fezes coletadas das larvas
alimentadas nas plantas inoculadas. N&o foram observadas diferengas de peso, comprimento
das larvas e peso de pupas entre os tratamentos. Entretanto as plantas tratadas com B.
thuringiensis apresentaram um percentual de 13% de pupas contendo deformidades com
abertura e desprendimento da pteroteca no ponto de insercao do I6bulo com o quarto segmento

abdominal da pupa (Figura 5).
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Tabela 2. Efeito de plantas de tomate inoculadas com B. thuringiensis sobre H. armigera. A
avaliacdo de peso e comprimento das larvas foi realizada ap6s 3 e 10 dias ap6s o inicio da

exposic¢ao. n= numero de repeti¢cbes (média + desvio padrdo)

. Peso de pupas
Peso larvas (mg) Comprimento larvas (mm)
Tratamentos (mg)

Bt

n 72 horas 10 dias 72 horas 10 dias

Testemunha 10 47,52 +12,055a 413,50 +72,545a  17,61+1,472a  28,35%3,60la 33159 +28,622a

S1450 13 3850+12,902a 368,53+63,675a 14,81+2232a 26,28 +2,606a 313,41 +45,017a

As médias nas colunas nao diferem a 5% de probabilidade

Figura 5. Pupas de H. armigera provenientes de larvas alimentadas em plantas de tomate
inoculadas com a estirpe S1450 de B. thuringiensis (Btk) - HD 1. A- Pupa obtida de tratamento
sem a bactéria; B e C - Pupas oriundas de plantas com B. thuringiensis apresentando ma

formacéo.

4 DISCUSSAO

O género Bacillus constitui-se em um dos promotores de crescimento de plantas mais
estudados. Os membros desta espécie estimulam varias caracteristicas promotoras de
crescimento vegetal, como aumento da disponibilizacdo de nutrientes, producdo de antibioticos,

enzimas, fitormonios vegetais, siderdforos, além de produzir toxinas especificas efetivas, sendo
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considerados como importantes agentes de biocontrole de fitopatdgenos e de insetos-praga
(Azizoglu et al., 2019; Nithyapriya et al., 2021). Este género foi relatado, em varios trabalhos,
como o principal género de bactérias endofiticas de determinadas plantas e tais caracteristicas
demonstram o seu grande potencial tecnoldgico para utilizacdo na agricultura de maneira mais
segura e eficaz (Teixeira et al., 2007; Hardoim et al., 2015; Rana et al., 2020).

A grande vantagem que os endofitos tém em colonizar as plantas é que os tecidos internos
proporcionam um ambiente protegido das adversidades do meio, tais como raio ultravioleta,
chuvas e flutuacdes de temperatura, bem proporcionam maior disponibilidade de nutrientes,
evitando assim competicdo com outros microrganismos (Mclnroy e Kloepper, 1995; Hardoim
et al., 2008; Tanuja et al., 2013; Le Cocq et al., 2017).

Neste trabalho, o objetivo foi verificar o efeito da inoculagdo de estirpes de B.
thuringiensis tdxicas a lepidopteros-praga e colonizadoras de plantas no crescimento do
tomateiro, de modo a observar seu efeito colonizador sobre plantas de tomateiro e toxico sobre
H. armigera.

As estirpes de B. thuringiensis aqui testadas ndo resultaram na melhoria do crescimento
das plantas de tomate quando se avaliou as caracteristicas de altura, didmetro do caule biomassa
da parte aérea e radicular das plantas inoculadas. Diferentemente do observado para estas
estirpes, S2122 e S1905 de B. thuringiensis promoveram o crescimento em plantas de algod&o
e de repolho, respectivamente (Praca et al., 2012; da Costa et al., 2020). Os efeitos benéficos
das bactérias endofitas s@o variaveis entre as plantas em geral. Elas podem ter sua relagcdo mais
especifica e benéfica de acordo com a espécie da planta, ou cultivar, ou de acordo com o método
empregado para inocular a bactéria, o tempo de exposicdo a bactéria e a frequéncia das
inoculacGes (Hardoim et al., 2015; Castro et al., 2019; Syed-Ab-Kahman et al., 2019; da Costa

et al., 2020).
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Entretanto, a limitacdo de resposta benéfica de crescimento das cepas de B. thuringiensis
também esté relacionada ao método escolhido para a inoculacéo. Por suas aplicacdes praticas,
as bactérias promotoras de crescimento de plantas sdo utilizadas atraves da inoculacdo de
sementes ou no solo (Mastretta et al. 2009; Santos et al., 2014). Em trabalhos anteriores, foram
relatados ganhos de crescimento de plantas de algodao e repolho quando o tratamento da
bactéria foi realizado nas sementes (Praca et al., 2012; da Costa et al., 2020). Portanto, deve-se
avaliar a possibilidade de uso empregando este método em tomateiro sem arriscar a satde das
sementes, levando-se em conta o seu elevado custo.

Alguns trabalhos relatam ganhos de crescimento obtidos pela interagdo entre bactérias e
plantas de tomate. Akram et al., (2015) estudaram o efeito de inoculagdo com Bacillus fortis
IAGS162 e Bacillus subtilis IAGS174 na promogéo de crescimento em tomateiro e verificaram
que ambas as estirpes aumentaram o comprimento da parte aérea, da raiz e da biomassa total
das plantas. A parte aérea das plantas da cultivar Santa Clara foi aumentada pela inoculagéo das
sementes com a solucdo contendo a estirpe de Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum
FZB42 na concentragdo de 1 x 10! UFC mL™* (Szilagyi-Zecchin et al., 2015).

Efeitos benéficos com a estirpe B. thuringiensis RZ2MS9 foram evidenciados na
promocdo de crescimento pelo incremento do peso da parte aérea do tomateiro em 24%,
modificando a arquitetura das raizes (Batista et al., 2021). A promocao de crescimento vegetal
foi relacionada a producéo de acido indol acéetico (AlA) com niveis de auxina atingindo a média
méaxima de 55 pug mL™ em meio de cultivo suplementado por triptofano (Batista et al., 2021).

A promocdo de crescimento de plantulas e a acdo de supressdo do crescimento de
patogenos do tomateiro foram verificadas pela inoculacdo das sementes acrescida de inoculacéo
no solo com B. amyloliquefasciens (UQ154) e Bacillus velezensis (UQ156) que promoveram o

crescimento da raiz, da massa fresca total e do vigor das plantas (Syed-Ab-Kahman et al., 2019).
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Albuquergue (2018) também relatou que sementes tratadas com isolados de Bacillus spp.
estimularam o crescimento de plantas de tomate. Barreti et al., (2009) utilizaram isolados
bacterianos endofitos como agente de biocontrole de doencas do tomateiro dentre eles o Prestia
megaterium, que, contudo, ndo proporcionou crescimento das plantas. Em outro trabalho
realizado por Lanna-Filho et al., (2017) as sementes de tomate inoculadas com B.
amyloliquefaciens e Bacillus pumilus promoveram resisténcia induzida & mancha bacteriana,
entretanto, a inoculagdo provocou efeito negativo no crescimento das plantas tais como altura
e Peso seco.

Outro fator limitante apromogao do crescimento pode ser atribuido ao tempo de exposicao
a bactéria causando estresse nas raizes ou da concentragéo utilizada no inoculo inicial (de Castro
Assumpcado et al., 2010; Whipps, 2001).

As bactérias recuperadas das plantas tratadas apresentaram crescimento e morfologia
semelhante as utilizadas para colonizar a planta. O fato de ter sido recuperado bactéria das
raizes, do caule e das folhas e apenas do tratamento com a estirpe S1450 B. thuringiensis subsp.
kurstaki HD-1, pode levar também a observacdo da ocorréncia de diferentes niveis de
colonizagdo na planta a partir da inoculagdo com a bactéria. Nao foi possivel recuperar células
bacterianas para as estirpes S1905 e S2124 em nenhuma parte da platas e a estirpe S2122 foi
verificada somente nas raizes do tomateiro. No trabalho desenvolvido por Bizzari e Bishop
(2008) foi demonstrada a capacidade de formas vegetativas de B. thuringiensis em colonizar o
filoplano de Trifolium hibridum em condi¢Ges de campo apos inoculacdo, algo que também
corrobora a capacidade de colonizacdo e multiplicacdo na planta dessa bactéria. A maior
concentracdo de células foi obtida das raizes da planta, sendo que a maioria dos trabalhos
reportam a regido da rizosfera como a principal fonte de microrganismos endofiticos (Verma et

al, 2001; Hardoim et al., 2015).
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Praca et al. (2012) verificaram que todas as estirpes de B. thuringiensis estudadas
apresentavam uma queda acentuada na capacidade de colonizagdo nas duas semanas apos ter
ocorrido o pico de colonizagdo. Foi destacado que este fato pode estar relacionado a fatores
como a atividade dos microrganismos antagonistas e a acdo de antibidticos produzidos pela
planta impedindo a manifestacdo e multiplicacdo na planta (Pereira, 2000).

A microscopia de varredura € um método direto, ja validado e extremamente Util para
verificar e evidenciar a colonizacdo e a multiplicagédo de microrganismos nas plantas e elucidar
a interagcdo do enddfito com a planta (Praca et al., 2012; da Costa et al., 2020). Este método
permitiu observar a localizagdo e a distribuicdo da bactéria na planta de modo a confirmar a
existéncia do organismo nas estruturas internas dos tecidos do vegetal. Na superficie das folhas
elas parecem ter preferéncia por espacos formados pelos flanges cuticulares da folha, por
estarem proximas aos estdmatos (da Costa et al., 2019).

As estruturas das estirpes de B. thuringiensis foram visiveis aderidas na superficie das
folhas e em flanges cuticulares préximas ao complexo estomatico das folhas. Nos tecidos
internos de caule e das raizes foram encontradas bactérias nas paredes de feixes vasculares
mostrando que esses podem ser os locais preferenciais para estabelecimento.

O endofitismo de Bacillus pumilus em plantas de mandioca (Manihot esculenta Crantz)
também pbde ser comprovado pela analise estrutural da bactéria nos tecidos vegetais por meio
de microscopia eletronica de varredura, comprovando a colonizagdo da bactéria inclusive na
regido vascular da planta (Melo et al., 2009). PopulacGes de bactérias endofiticas sdo capazes
de se estabelecer nos diferentes tecidos e 6rgaos das plantas, sem provocar qualquer sintoma
visivel de sua presenca no organismo colonizado (Hayat et al., 2010).

No estudo conduzido por Dorta et al. (2020), a translocacdo de B. thuringiensis em mudas
de citrus demonstrou a patogenicidade sistémica para ninfas de D. citri, confirmando o

envolvimento das estirpes na mortalidade dos psilideos.
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As estirpes de B. thuringiensis inoculadas nas plantas de tomate ndo apresentaram efeito
toxico sobre H. armigera. Foram obtidas pupas deformadas no tratamento com a estirpe S1450
de B. thuringiensis, porém ndo foram identificadas diferencas significativas para o peso das
larvas e das pupas entre os tratamentos. Entretanto, pode ser realizada ainda observacdes
utilizando outros métodos de inoculacdo da bactéria de modo a verificar efeito toxico sobre
insetos-praga. Acredita-se que os resultados da mé formacao de pupas nao estejam relacionados
a inoculacdo da bactéria, podendo ser decorrentes da metodologia aplicada. Os resultados
obtidos por Ribeiro et al. (2017) indicaram que as varia¢Oes qualitativas da dieta sdo os
principais fatores que influenciam os indices biologicos dea H. armigera incluindo a ma
formacdo das pupas, 0 que pode comprometer nutricionalmente o individuo, ja que a planta
parece ter sido adequada a larva pois a cultivar Santa Clara tem sido considerada suscetivel a
H. armigera em programas de melhoramento (Silva et al., 2016).

Os resultados obtidos neste trabalho mostraram que o B. thuringiensis foi capaz de
colonizar plantas de tomateiro. A inoculagdo com as estirpes de B. thuringiensis ndo

promoveram o crescimento das plantas e ndo houve efeito toxico sobre H. armigera.
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CONCLUSOES

e O tratamento com a estirpe S2122 de B. thuringiensis afetou positivamente o indice de
velocidade de emergéncia e 0 desenvolvimento de plantas do cultivar BRS 8H de
algodoeiro;

e O uso de B. thuringiensis incrementou em cerca de 30% 0 peso seco das raizes da
cultivar IMA 1318 e o metodo TS + Aplicacéo da bactéria aumentou em 14% o peso de
raizes da cultivar BRS 8H;

e 40% dos gendtipos testados foram positivamente afetados pelo tratamento de B.
thuringiensis nas sementes. O uso da bactéria aumentou em cerca de 30% da matéria
seca das plantas da cultivar IMA 6035 B2RF;

e Os tratamentos com B. thuringiensis ndo influenciaram negativamente a duragdo e a
viabilidade dos estagios imaturos de S. frugiperda;

e O peso das pupas, fase adulta de machos e o periodo de oviposi¢ao ndo foram afetados
pelo tratamento com B. thuringiensis;

e As mariposas S. frugiperda preferiram ovipositar mais em plantas sem a bactéria
comparadas as plantas contendo o B. thuringiensis nas 72 horas de exposicao.

e A inoculacdo de B. thuringiensis nas raizes permite a translocacdo e colonizagdo
endofitica em plantas de algodoeiro com capacidade de serem adquiridos por B. tabaci
durante a alimentacéo;

e Plantas com a estirpe S1806 de B. thuringiensis demonstrou ser menos preferidas para
oviposicdo por B. tabaci comparado a plantas que receberam somente agua nos
tratamentos;

e O B. thuringiensis foi capaz de colonizar endofiticamente as plantas de tomate, mas nio

induziu o crescimento nas plantas;
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A estirpe S1450 de B. thuringiensis foi capaz de colonizar todos os tecidos do tomateiro
em maior concentracao nas raizes;

As plantas de tomate colonizadas por B. thuringiensis ndo apresentaram potencial toxico

sobre H. armigera.
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ANEXOS

Anexo 1. Ensaio de crescimento de plantas da cultivar BRS 8H de algodoeiro inoculadas com
a estirpe S2122 de B. thuringiensis. As plantas foram conduzidas em tubos polivinil clorido
(PVC) de 100 mm de didmetro e 1 m de altura com uma base também em PVC de mesmo
calibre contendo trés furos (Anexo 1A). Outro tubo de mesma altura e menor diametro revestido
com filme de polipropileno (10 mm de espessura), nas dimensdes 40 X 1,20 m, foi utilizado
para revestir o interior do tubo (Anexo 1B). As bordas do plastico foram presas com elastico ao

maior cilindro e s6 entdo preenchidos com o solo (Anexo 1C). Os tubos foram posicionados
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verticalmente, trés a trés, e permaneceram presos as bancadas com amarragéo feita com fitilho

plastico durante do ensaio (Anexo 1D).

Anexo 2. Percentual e intervalos de confiancas de plantas de algodoeiro por estadio fenolédgico
de crescimento dos tratamentos que utilizaram métodos de inoculagdo com B. thuringiensis na
cultivar BRS 8H. As avaliagdes foram realizadas aos 8, 13, 17, 22, 27, 32, 43 e 52 dias ap0ds a
emergéncia das plantas (DAE). Os valores para o percentual inferior (PI) e o percentual superior

(PS) foram estabelecidas utilizando os limites bilaterais de F a nivel de 5% de probabilidade.

Avaliacdo em dias apds a emergéncia
Estadio fenoldgico de
(DAE) desenvolvimento das plantas

8 DAE

[23,3% Folha cotiledonar (Pl 75,24 e PS
Testemunha 99,87%); 46,7 % em VO (Pl 64,48 e PS

86,25%)]

[5,0% Folha cotiledonar (Pl 1,04 e PS
13,89%); 81,7% em VO (Pl 69,87 e PS
TS
90,12%); 13,3% em V1 (PI 5,96 ¢ PS

23,93%)]

[5,0% Folha cotiledonar (Pl 1,04 e PS
TS+Pellet 13,89%); 95,0% em VO (Pl 86,10 e PS

98,95%)]

[1,7% Folha cotiledonar (Pl 0,04 e PS
TS+Aplicagédo 8,92%); 98,3% em VO (Pl 91,07 e PS

99,95%)]

13 DAE

[91,7% em V1 (Pl 81,72 e PS 97,23%);
Testemunha
8,7 % em V2 (Pl 1,61 e PS 12,57%)]
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TS

[73,3% em V1 (Pl 60,51 e PS 84,01%);

26,7 % em V2 (PI 15,98 e PS 39,49%)]

TS+Pellet

[68,3% em V1 (Pl 56,47 e PS 78,87%);

31,7 % em V2 (Pl 20,81 e PS 43,99%)]

TS+Aplicacdo

[73,3% em V1 (Pl 60,51e PS 84,01%);

26,7 % em V2 (Pl 15,98 e PS 39,49%)]

17 DAE

Testemunha

[8,3% em V1 (Pl 2,32 e PS 19,70%);
77,1% em V2 (Pl 62,15 e PS 87,77%);

14,6% em V3 (Pl 6,13% e PS27,43%)]

TS

[4,2% em V1 (Pl 0,50 e PS 14,10%);
47,9% em V2 (Pl 32,96 e PS 62,54%);

47,9% em V3 (P1 32,96 e PS 62,54%)]

TS+Pellet

[2,1% em V1 (Pl 0,50 e PS 10,95%);
39,6% em V2 (Pl 26,04 e PS 54,53%);

58,3% em V3 (P1 43,39 e PS 72,28%)]

TS+Aplicacédo

[2,1% em V1 (Pl 0,50 e PS 10,95%);
47,9% em V2 (Pl 32,96 e PS 62,54%);

50,0% em V3 (PI 34,80 e PS 65,19%)]

22 DAE
[2,1% em V2 (Pl 0,50 e PS 10,95%);
Testemunha 95,8% em V3 (Pl 85,89 e PS 99,49%);
2,1% em V3 (P1 0,50 e PS 10,95%)
[64,6% em V3 (Pl 49,75 e PS 78,48%);
TS 31,2% em V4 (Pl 18,54 e PS 51,36%);
4,2% em V5 (P1 0,50 e PS 14,10%)]
[62,5% em V3 (Pl 47,58 e PS 75,59%);
TS+Pellet

37,5% em V4 (Pl 24,40 e PS 52,41%)]
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TS+Aplicacdo

[68,7% em V3 (P1 53,14 e PS 81,45%);
29,2% em V4 (Pl 17,10 e PS 44,51%);

2,1% em V5 (P1 0,50 e PS 10,95%)]

27 DAE
[33,3% em V4 (Pl 20,01 e PS 49,13%);
Testemunha
66,7% em V5 (P1 50,86 e PS 79,98%)]
[20,8% em V4 (P1 10,34 e PS 35,93%);
TS 66,7% em V5 (Pl 50,86 e PS 79,98%):
12,5% em V6 (PI 4,75 e PS 24,41%)]
[14,6% em V4 (Pl 6,13 e PS 27,43%);
TS+Pellet 83,3% em V5 (Pl 72,46 e PS 92,42%);

2,1% em V6 (P1 0,50 e PS 10,95%)]

TS+Aplicacdo

[14,6% em V4 (PI 6,13 e PS 27,43%);
83,3% em V5 (Pl 72,46 e PS 92,42%);

2,1% em V6 (P1 0,50 e PS 10,95%)]

32 DAE

Testemunha

[2,8% em V4 (Pl 0,50 e PS 10,95%);
22,2% em V5 (Pl 10,11 e PS 38,38%);
41,6% em V6 (Pl 25,34 e PS 59,62%);

33,4% em B1 (PI 18,75 e PS 49,61%)]

TS

[2,8% em V4 (P1 0,50 e PS 10,95%);
13,9% em V5 (Pl 4,64 e PS 30,54%);
25,0% em V6 (Pl 12,63 e PS 41,78%);

58,3% em B1 (Pl 40,37 e PS 74,65%)]

TS+Pellet

[8,3% em V5 (Pl 1,75 e PS 22,60%);
30,6% em V6 (Pl 16,43 e PS 47,43%);

61,1% em B1 (PI 43,07 e PS 76,73%)]
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TS+Aplicacdo

[5,5% em V5 (Pl 0,68 e PS 18,84%);
27,8% em V6 (Pl 14,28 e PS 44,29%);

66,7% em B1 (P 50,38 e PS 81,24%)]

43 DAE
[41,7% em B2 (Pl 22,11 e PS 62,72%);
Testemunha
58,3% em B3 (PI 37,27 e PS 77,88%)]
[20,8% em B2 (P1 10,45 e PS 41,94%);
TS 54,2% em B3 (Pl 33,59 e PS 73,79%)
25,0% em B4 (PI 9,79 e PS 45,86%)]
[79,2% em B3 (Pl 58,05 e PS 92,87%);
TS+Pellet 16,6% em B4 (Pl 4,71 e PS 37,42%);

[4,2% em B5 (P1 0,10 e PS 21,36%)]

TS+Aplicacédo

[54,2% em B3 (PI 33,59 e PS 73,79%);

45,8% em B4 (PI 26,20 e PS 66,40%)]

52 DAE

Testemunha

[45,8% em B5 (P 26,20 e PS 66,40%);

54,2% em B6 (Pl 33,59 e PS 73,79%)]

TS

[54,2% em B5 (PI 33,59 e PS 73,79%);
41,6% em B6 (Pl 22,11 e PS 62,72%);

4,2% em B7 (P 0,10 e PS 21,36%)]

TS+Pellet

[25,0% em B5 (P1 9,79 e PS 45,86%);
62,5% em B6 (Pl 40,51 e PS 80,66%);

12,5% em B7 (PI 2,65 e PS 32,15%)]

TS+Aplicacédo

[8,3% em B5 (PI 1,02 e PS 26,40%);
83,4% em B6 (Pl 62,57 e PS 95,28%);

8,3% em B7 (P1 1,02 e PS 26,40%)]
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A’n‘éxo 3. Crescimento de plantas da cultivar BRS 8H de algodoeiro tratadas com B.
thuringiensis aos 8 dias ap6s a emergéncia das plantas. Plantas do tratamento testemunha com
auséncia da bactéria (Anexo 1A); plantas que receberam Bt somente na semente (TS) (Anexo
1B e 1C); plantas que receberam o Bt na semente + adi¢do do pellet bacteriano no solo no

momento do plantio (TS + Pellet) (Anexo 1D).
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Anexo 4. Altura de plantas da cultivar BRS 8H de algodoeiro submetidas ao tratamento com B. thuringiensis. Os métodos de inoculagéo utilizados no
ensaio foram o tratamento de sementes (TS) a 108 UFC mL, TS + adic&o do pellet bacteriano ao solo com 10" UFC mg™ (TS + Pellet), TS + aplicagdo
de 1 mL da suspenséo bacteriana a 10’ UFC mL™ no solo a cada sete dias (TS + Aplicacdo). O tratamento testemunha recebeu dgua em substituicio a

bactéria. (média £ desvio padrdo) (n = nimero de plantas)

Altura das plantas de algodoeiro tratadas com Bt (cm)

Dias apds a emergéncia das plantas (DAE)

Tratamento 8 13 17 22 27 32 43 52
n=60 n=60 n=48 n=48 n=48 n=36 n=24 n=24
Testemunha 14,00 + 1,500 a 21,10+ 1,774 a 26,50 £ 2,411 a 32,58 + 2,802 a 40,00+2,201 a 44,97 £2,927 a 53,00 £ 2,620 a 57,83 £ 2,530 a
TS 15,10 £ 1,632 a 23,30+1,960 a 29,25+2,313a 33,40+2925a 40,25 £2,398 a 47,15+ 4,101 a 54,50 + 3,142 a 59,70 + 2,999 a
TS + Pellet 1450 +£1,790 a 22,00+ 1,788 a 28,75+ 23754 33,64 + 2,687 a 40,75 + 2,868 a 47,72+ 3,600 a 54,00 + 2,963 a 59,291 +3,519a
TS + Aplicagdo 14,80 + 1,368 a 22,50 +£1,738 a 29,00 £ 2,168 a 33,53 £ 2,698 a 40,50 +2,538 a 45,46 + 3,296 a 52,50 + 4,099 a 58,833 £2,371a
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Anexo 5. Percentual de plantas de algodoeiro por estadio fenoldgico de crescimento e intervalos
de confiangas dos tratamentos que utilizaram metodos de inoculagdo com B. thuringiensis sobre
a cultivar IMA 1318. As avaliagdes foram realizadas aos 35 dias ap6s a emergéncia das plantas
(DAE). Os valores para o percentual inferior (Pl) e o percentual superior (PS) foram

estabelecidas utilizando os limites bilaterais de F a nivel de 5% de probabilidade.

Avaliacdo em dias apds a emergéncia
Estadio fenoldgico de

(DAE) desenvolvimento das plantas
35 DAE
[16,6% em V3 (Pl 2,10 e PS 48,38%);
Testemunha 66,6 % em V4 (Pl 34,82 e PS 90,00%);
16,6% em V5 (PI 2,10 e PS 48,38%)]
[50% em V4 (Pl 21,20 e PS 78,79%);
T 50% em V5 (P1 21,20 e PS 78,79%)]
[75% em V4 (Pl 43,63 e PS 94,52%):
TS+Pellet

25% em V/5 (Pl 5,47 e PS 56,36%)]

[50% em V4 (Pl 21,20 e PS 78,79%);
TS+Aplicacédo
50% em V5 (PI 21,20 e PS 78,79%)]




Anexo 6. Indice da velocidade de emergéncia (IVE) de genétipos de algodoeiro tratadas com a
estirpe S2122 de B. thuringiensis nas sementes com a suspensdo 108 UFC mL™ da bactéria.

(média £ desvio padrdo) (n=numero de plantas).

Cultivares IVE
(n=10)

IMA 5675 B2RF

Com Bt 13,56 + 0,556

Testemunha 13,85+ 0,475
IMA 08-3869

Com Bt 11,04 + 0,336*

Testemunha 13,88 £ 0,577
IMA 07-6035

Com Bt 14,68 + 0,603*

Testemunha 13,51+ 0,344
IMA 2106 GTL

Com Bt 13,45 + 0,483*

Testemunha 8,16 £ 0,200
IMA 6035 B2RF

Com Bt 13,24 £0,415*

Testemunha 12,45 + 0,310
IMA 8405

Com Bt 12,07 £ 0,552

Testemunha 13,02 +£0,472
FM 966 LL

Com Bt 10,55 £ 0,267*

Testemunha 12,22 + 0,353
IMA 2106

Com Bt 10,70 £ 0,571*

Testemunha 9,81 +0,387
IMA 0250 GTL 05

Com Bt 10,93 £ 0,573

Testemunha 11,05 + 0,398
IMA 0250 GTL 15

Com Bt 11,27 + 0,515*

Testemunha 9,11 + 0,480

* significativo ao nivel de 5 %



Anexo 7. Lagartas de S. frugiperda aos 5 dias apds o inicio da exposi¢do em plantas colonizadas
por B. thuringiensis (Bt). Anexo A - lagarta se alimentando em planta do tratamento testemunha
com danos em toda a superficie foliar. Anexos B, C, D e E - lagartas se alimentando em plantas
que receberam o tratamento de sementes com Bt na concentragio 108 UFC mL?® (TS) +
Aplicacio da suspensdo bacteriana a 10° UFC mL™ no solo. Pela analise visual foi observado
que larvas que se alimentaram de plantas tratadas com Bt apresentaram debilitadas, com

coloracdo amarelada e com menor mobilidade.
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TS TS
+

Pellet

+
Aplicagao

Anexo 8. Lagartas de S. frugiperda aos 22 dias ap0s o inicio de exposicéo e alimentacdo em
plantas com B. thuringiensis. Os métodos utilizados foram o tratamento com a bactéria nas
sementes na suspensdo com 108 UFC mL™ (TS); TS + Pellet bacteriano a 10’ UFC mg* ao solo
no plantio; e TS + Aplicagdo da suspensdo da bactéria a 10’ UFC mL™? semanalmente. A

testemunha consistiu na utilizacdo da &gua em substituicdo a bactéria.
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