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SABER VIVER
[Cora Coralina]

Nao sei... Se a vida ¢ curta
Ou longa demais para nés,
Mas sei que nada do que vivemos

Tem sentido, se ndo tocarmos o coracdo das pessoas.

Muitas vezes basta ser:
Colo que acolhe,
Braco que envolve,
Palavra que conforta,
Siléncio que respeita,
Alegria que contagia,
Lagrima que corre,
Olhar gue acaricia,
Desejo que sacia,

Amor que promove.

E isso ndo é coisa de outro mundo,
E 0 que da sentido & vida.
E o que faz com que ela
N&o seja nem curta,
Nem longa demais,
Mas que seja intensa,

Verdadeira, pura... Enquanto durar

Vi
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RESUMO

A producdo agricola pode ser influenciada por microrganismos endofiticos de
diferentes maneiras, tanto pela producéo de substancias promotoras de crescimento
vegetal, quanto pelo controle de pragas e doencas. Foram realizados ensaios de
promog&o de crescimento em casa de vegetagao, utilizando as estirpes S1450,
S1905, S2122 e S2124 de B. thuringiensis, toxicas a insetos da Ordem Lepiddptera,
cinco espécies vegetais (algodao, arroz, milho, repolho e soja) e dois métodos de
inoculacao (imersdo de sementes e inoculacdo planta), utilizando uma concentracao
de 10" esporos.mL™. Inicialmente, foram avaliados os parametros: indice de
Velocidade de Germinacéao (IVG), altura de plantas e niumero de folhas. Ap6s 45
dias, as plantas foram avaliadas quanto ao comprimento da raiz, peso seco da raiz e
peso seco da parte aérea e, também, a mortalidade das lagartas de S. frugiperda, P.
xylostella e A. gemmatalis alimentadas com folhas das plantas utilizadas nos
ensaios. Nos ensaios, foi possivel observar que o método de inoculacdo mais
eficiente na promocédo de crescimento para todas as espécies testadas foi o imerséo
de sementes e com efeitos diferenciados em funcdo da espécie de planta e da
estirpe, com destaque para a estirpe S1905. Nos bioensaios com algodéo, repolho e
soja, em todos os tratamentos foi verificada uma baixa mortalidade das lagartas de
S. frugiperda, P. xylostella e A. gemmatalis, possivelmente isso ocorreu em funcao
da baixa concentracdo da bactéria na planta, o que nao foi suficiente para causar
mortalidade das lagartas.

Palavras-chave: Zea mays, bactérias endofiticas, fitohormdnio, controle bioldgico.
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ABSTRACT

Agricultural production can be influenced by endophytic microorganisms in different ways,
either by the production of plant growth promoting substances, as for the control of pests and
diseases. Trials to promote growth in the greenhouse were performed using the S1450, S1905,
S2122 and S2124 B. thuringiensis toxic to insects of the Order Lepidoptera strains, five plant
species (cotton, rice, corn, cabbage and soybeans) and two inoculation methods (immersing
seeds and plant inoculation) using a concentration of 107 esporos.mL-1. Initially, the
parameters were evaluated: Germination Speed Index (GSI), plant height and number of
leaves. After 45 days, the plants were evaluated for root length, root dry weight and dry
weight of shoots and also the mortality of S. frugiperda, P. xylostella and A. gemmatalis fed
leaves of the plants used the tests. In trials, it was observed that the most efficient method of
inoculation in promoting growth for all species tested was the soaking of seeds and adjusted
according to the plant species and strain, especially the S1905 strain effects. In bioassays with
cotton, cabbage and soybeans in all treatments was observed a low mortality of S. frugiperda,
P. xylostella and A. gemmatalis, possibly this was due to the low concentration of bacteria in
the plant, which was not enough to cause mortality of caterpillars.

Key words: Zea mays, endophytic bacteria, phytohormone, biological control
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1. INTRODUCAO

O Brasil se destaca como um dos lideres da agropecuaria no mundo, com recordes de
producdo a cada ano. A producdo da safra 2012/13, de 186,86 milhGes de toneladas, deve
receber um acréscimo 4,8% para a safra 2013/14. Esse resultado representa um incremento de
9,04 milhdes de toneladas, devido, sobretudo, a cultura de soja, que apresenta crescimento na
producdo de 10,5% (8,53 milhdes de toneladas), o algoddao em pluma, com crescimento de
25,0% (327,8 mil toneladas) (CONAB, 2013).

Com a crescente demanda por alimentos e a preocupagcdo com o meio ambiente, 0
interesse na utilizagdo de microrganismos endofiticos nas praticas agricolas aumentou
significativamente nos Gltimos anos, destacando-se como a base para tecnologias sustentaveis
no manejo de culturas agricolas, promovendo a diminuicdo no uso de fertilizantes e
inseticidas e, consequentemente, reduzindo o impacto no meio ambiente. Esses
microrganismos podem ser utilizados tanto na promoc¢do de crescimento vegetal como no
controle biol6gico de pragas e doengas de plantas (PEIXOTO NETO, 2002).

Atualmente a utilizacdo de agrotéxicos tem se intensificado e, anualmente, sdo
utilizados no mundo, aproximadamente, 2,5 milhGes de toneladas de agrotdxicos. O consumo
anual de agrotoxicos no Brasil tem sido superior a 300 mil toneladas de produtos formulados,
com destaque na utilizagdo de inseticidas para o controle de insetos-praga. Expresso em
quantidade de ingrediente-ativo, sdo consumidas anualmente cerca de 130 mil toneladas no
pais, representando um aumento no consumo de agrotdxicos de 700% nos Gltimos gquarenta
anos, enquanto a area agricola aumentou 78% nesse periodo (GOMES & SPADOTTO, 2014).

As bactérias endofiticas tém sido associadas a promocdo de crescimento de diversas
espécies entre as quais tomate, alface, batata, milho, pepino, arroz, repolho e algoddo
(HALLMANN et al.,1997; HALLMANN, 2001; PRACA, 2012; SANTANA, 2014).

A producdo de fitormbnios é um dos principais mecanismos de promocdo do
crescimento das plantas, mediada pelos microrganismos endofiticos. Algumas bacterias
produzem acido jasmonico, acido abscisico e etileno, auxiliando espécies que crescem sob
condicOes restritas, como seca e salinidade e, também, auxinas, citocininas e giberelinas
(FORCHETTI et al., 2007). Entre os fitorménios produzidos por Bacillus sp., destacam-se:
4cido indol acético (KANG et al., 2009), 4cido indol butirico (MARTINEZ-MORALES et
al., 2003), giberelinas (GUTIERREZ-MANERO et al., 2001), citocininas e compostos que

imitam a acdo dos jasmonatos (PING, 2004).



Desde 2003, foram iniciados estudos no Laboratério de Bactérias
Entomopatogénicas da Embrapa com a finalidade de utilizar B. thuringiensis de forma
sisttmica no controle de pragas (MONNERAT et al., 2003). Dessa forma foi possivel
verificar a colonizagéo dos tecidos das plantas de algod&o e, que, ao inocular B. thuringiensis
préximo as raizes dessas plantas de algodao, colonizou todos os tecidos, chegando aos insetos
que se alimentaram das folhas de algoddo (MONNERAT et al, 2009).

Em 2012, este mesmo grupo selecionou estirpes de B. thuringiensis altamente toxicas
a lepidopteros e avaliou a capacidade dessas estirpes em promover o crescimento de plantas
de repolho e, ao mesmo tempo, controlar P. xylostella sistemicamente. Nesse estudo, foram
detectados células vegetativas, esporos e cristais em diferentes partes da planta de repolho,
com maior colonizacdo de B. thuringiensis nas raizes. Dessa forma, foi demonstrado que B.
thuringiensis pode ser utilizado de forma sistémica (PRACA et al., 2012).

Diante do exposto, o objetivo desse trabalho foi estudar a capacidade de estirpes de
B. thuringiensis em promover o crescimento vegetal de plantas de algodao, arroz, milho,
repolho e soja e no controle os insetos A. gemmatalis, P. xylostella e S. frugiperda de forma

endofitica, atraveés de dois métodos de inoculagéo.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Culturas

2.1.1 Algodao

O algodoeiro (Gossypium hirsutum L.) é uma das mais antigas espécies vegetais
domesticadas e cultivadas, e, também uma das mais importantes, por ser considerada como a
principal fibra téxtil utilizada no mundo (DIZORDI, 2006). O Brasil destaca-se, frente ao
cenario internacional, como um dos grandes produtores e exportadores de algoddo (FONTES
et al., 2006).

O algodoeiro é considerado uma das plantas com maior aproveitamento (SANTANA,
2005), pela ampla utilizacdo de suas fibras e, também, do farelo e do 6leo de algoddo, ambos
extraidos da semente (FONTES et al., 2006).

Segundo o MAPA (2013), a cotonicultura foi uma das primeiras atividades agricolas

desenvolvidas no Brasil, sendo que o grande salto na producdo ocorreu no século XIX, em
decorréncia da reducdo do fornecimento norte-americano de algoddo as tecelagens inglesas

durante a guerra civil.



Devido ao avanco da tecnologia e ao aumento da produtividade, o Brasil passou de
maior importador mundial de algoddo para o terceiro maior exportador do produto em 12
anos. Esse crescimento na producdo foi possivel devido as técnicas avancadas de plantio,
aliadas a utilizacdo de cultivares adaptadas ao tipo de solo e clima das regiGes produtoras
(MAPA, 2013).

O algodéo produzido no Brasil € consumido, na sua maioria, pela industria téxtil
nacional, representando cerca de 70% da producdo total da fibra (MAPA, 2013). A
cotonicultura brasileira concentra-se no Cerrado, com condicdes favoraveis a produgdo, como
o clima favoravel, terras planas, que permitem mecanizacdo total da lavoura, programas de
incentivo a cultura e, sobretudo, ao uso intensivo de tecnologias modernas. Com isso, 0
Cerrado brasileiro detém as mais altas produtividades na cotonicultura brasileira (EMBRAPA,
2013).

No décimo segundo levantamento da safra 2012/13, a producdo nacional de algodao
em carogo foi de 3.271,9 mil toneladas, sendo que o Mato Grosso e a Bahia representam
96,3% da area cultivada e respondem por 96,5% de toda a pluma produzida no Pais, o que
torna esses estados 0s maiores produtores nacionais (CONAB, 2013). Mato Grosso representa
52,4% do plantio brasileiro de algoddo, com uma area de 464,4 mil hectares plantados,
enquanto que a Bahia, possui uma &rea plantada de 373,5 mil hectares, ou 30,8% da lavoura
brasileira de algoddo (CONAB, 2013).

Houve reducdo na producdo do algoddo brasileiro de 1.393.739 hectares para 869.887
hectares em area plantada, com uma diminuicdo de 37% na atual safra em comparacdo com a
safra de 2011/12. Um dos motivos foram os plantios de soja e milho, que ofereceram maiores
rentabilidades. Além disso, ocorreram o0s ataques severos da praga Helicoverpa armigera
(Lepiddptera: Noctuidae), identificada recentemente no Brasil, e que destruiu lavouras de
algoddo, principalmente na Bahia, 0 segundo maior produtor, assim como no Piaui, no
Maranhdo, em Mato Grosso, em Goids, no Parand, em Sdo Paulo e em Minas Gerais
(CONAB, 2013).

O algodoeiro é alvo de cerca de quatro a cinco espécies ou grupos de insetos-praga
que exigem a adocdo de medidas de controle para conter os surtos populacionais. Essas
espécies sdo denominadas de pragas-chave do algodoeiro e podem variar de regido para
regido. Algumas dessas espécies sdo caracterizadas como pragas-chave em mais de uma
regido de cultivo, como é o caso do bicudo-do-algodoeiro, Anthomonus grandis; do pulgdo-
do-algodoeiro, Aphis gossypii; do curuqueré-do-algodoeiro, Alabama argillacea; e do

complexo de lagarta-das-macds, apresentado por quatro espécies: Heliothis virescens,
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Helicoverpa zea e Spodoptera frugiperda, e Pectinophora gossypiella (BASTOS & TORRES,
2006).

2.1.2 Arroz

O arroz (Oryza sativa L.) é uma planta da familia Poacea, monocotiledénea da ordem
Poales (KOCHIAN et al., 2004). E originario do sudoeste da Asia e, atualmente, é cultivado
em todo o mundo (VIEIRA, 1999). Seu plantio remonta ha mais de 7000 anos, representando
uma das plantas cultivadas mais antigas do mundo (IZAWA & SHIMAMOTO, 1996).
Caracteriza-se por ser um dos mais importantes cereais cultivados e mais consumidos do
mundo, constituindo alimento diério para mais de 70 % da populacdo mundial (KOCHIAN et
al., 2004).

Segundo a EMBRAPA CLIMA TEMPERADO (2013), o arroz destaca-se como um
dos alimentos com melhor balanceamento nutricional, sendo capaz de suprir 20% da energia e
15% da proteina diaria de um adulto, além de conter vitaminas, sais minerais, fosforo, calcio e
ferro. E uma cultura que se adapta a diferentes condicdes de solo e clima, desempenha um
importante papel econémico e social, além de apresentar um alto potencial para combater a
fome.

O cultivo de arroz no Brasil é realizado por dois ecossistemas basicos: sistema de
terras altas e o de arroz irrigado. O arroz de terras altas se caracteriza por ser dependente da
precipitacdo pluvial ou pela irrigacdo, além de ser pouco exigente em insumos e tolerante a
solos 4cidos. E uma cultura que destacou-se como pioneira durante o processo de ocupacgo
agricola dos Cerrados, em meados da década de 60. A regido Centro-Oeste é a maior
produtora de arroz em terras altas no pais Ja o sistema irrigado, ou também denominado
cultivo de véarzeas, é caracterizado pelo cultivo submerso; o plantio irrigado é comum na
regido sul, representando cerca de 40% da area destinada a orizicultura no Brasil.
(EMBRAPA ARROZ e FEIJAO, 2010).

Na safra de 2012/13, a producdo nacional de arroz foi estimada em 11.746,6 mil
toneladas, sendo que o Rio Grande do Sul se destaca como o maior estado produtor do Brasil
com uma area plantada de 1.066,6 mil hectares, representando 44,6% da area nacional,
respondendo ainda por 67 % da producéo brasileira (CONAB, 2013).

No periodo entre 1° de marco e 30 de setembro de 2013, o Brasil exportou 592,9 mil
toneladas de arroz em casca e importou 674,5 mil toneladas. Com esse resultado, estima-se

que para o periodo safra 2012/13 — a balanga comercial do arroz encerre com um déficit de


http://sistemasdeproducao.cnptia.embrapa.br/FontesHTML/Arroz/ArrozTerrasAltas/glossario.htm#i2

100 mil toneladas, sendo as exportacOes estimadas em 900 mil toneladas e as importacdes em
1.000 mil toneladas (CONAB, 2013).

Alguns insetos-praga podem atacar a cultura do arroz de terras altas, sendo as
principais: cupim-rizéfagos, Procornitermes spp; percevejo-castanho, Scaptocoris castanea;
percevejo-do-colmo, Tibraca limbativentris Stal; percevejo-das-paniculas, Oebalus poecilus;
cigarrinha-das-pastagens, Deois flavopicta; pulgdo-da-raiz, Rhopalosiphum rufiabdominale;
lagarta-dos-arrozais, Spodoptera frugiperda; lagarta-dos-capinzais, Maocis latipes; lagarta-dos-
cereais, Pseudaletia adultera e P. sequax; broca-do-colo, Elasmopalpus lignosellus; broca-do-
colmo, Diatraea saccharalis; pulga-da-folha, Chaetocnema sp.; cascudo-preto (bicho-bolo),
Euetheola humilis; formigas cortadeiras, Acromyrmex spp. e Atta spp (EMBRAPA ARROZ E
FEIJAO, 2014).

2.1.3 Milho

O milho (Zea mays L.) é uma graminea, monocotileddnea, pertencente a familia
Poaceae, ordem Poales (LIMA, 2007). E uma planta C4 altamente eficiente no
aproveitamento da luz solar (BORGES, 2006). Tem como provavel regido de origem a
América Central ou o México, tendo sido cultivado h& cerca de 8 ou 10 mil anos, e tem como
descendente o teosinte, graminea com varias espigas sem sabugo, que pode cruzar
naturalmente com o milho e produzir descendentes férteis (GALINAT, 1995). E uma das
culturas mais importantes no mundo em funcdo de sua produtividade, composicdo quimica e
valor nutritivo (FANCELLI & DOURADO NETO, 2000).

A cultura do milho encontra-se amplamente disseminada no Brasil, sendo destinada
tanto para o consumo humano, quanto para a alimentacdo de animais (EMBRAPA, 2002).
Isto se deve tanto a sua multiplicidade de usos na propriedade rural quanto a tradicdo de
cultivo desse cereal pelos agricultores brasileiros (MAGALHAES et al., 2003).

Além de ocupar uma é&rea cultivada consideravel no territério brasileiro, gerando
empregos no setor agricola, o milho é importante tanto na utilizacdo direta na alimentacéo
humana e de animais, quanto na inddstria para a producédo de cola, amido, 6leo, &lcool, flocos
alimenticios, bebidas e de muitos outros produtos importantes em nosso cotidiano. A cultura
também se destaca na producédo de etanol, em especial nos EUA e Canad4, a partir do milho
em graos, o que valoriza o mercado internacional desta “commodity”, levando os produtores a
investirem em melhores tecnologias visando ao aumento da produtividade (WOHLENBERG,

2006). Recentes estudos vém ganhando forca e recebendo consideravel atencdo no cenario
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dos recursos renovaveis em relagdo a utilizacdo do amido do milho na producdo de amido
termoplastico (ROZ, 2003). De acordo com Souza e Braga (2004), merece destaque a
importancia do milho para a producdo animal que consome 80% de todo o milho produzido
no pais na forma de racao, destinado as atividades de criacdo de aves e suinos.

O milho caracteriza-se como um alimento energético rico em carboidratos,
principalmente o0 amido, que corresponde, em média, a 72% do grdo, porém estdo presentes
no grdo, os lipidios (6leo) e as fibras alimentares que constituem 4,5% e 2,0% dos gréos,
respectivamente. Algumas vitaminas também séo encontradas no milho, com destaque para a
B1, a B2, a vitamina e 0 &cido pantoténico, além de fésforo e potassio. No entanto, 0 milho
ndo constitui fonte essencial desses nutrientes, sendo a composicdo de alguns desses
componentes é baixa. Os teores de proteinas chegam, em média, a 9,5% (PAES, 2013).

O milho é plantado em duas épocas distintas. Os plantios de verdo, ou primeira safra,
sdo realizados durante o periodo chuvoso, que varia entre o final de agosto, na regido Sul, até
0s meses de outubro/novembro, no Sudeste e Centro-Oeste (no Nordeste este periodo ocorre
no inicio do ano). Ja os plantios de segunda safra, ou de inverno ou, ainda, "safrinha" se
referem ao milho de sequeiro, plantado quase sempre depois da soja precoce,
predominantemente na regido Centro-Oeste e nos estados do Paranad e S&o Paulo.
Inicialmente, os plantios de safrinha surgiram como um cultivo marginal feito pelos
agricultores, e, atualmente tornou-se um cultivo maior que o da primeira safra. Um dos fatores
que influenciaram o aumento do cultivo na segunda safra foi a maior demanda da soja no
mercado internacional, que fez com que o milho perdesse areas de cultivo de verdo, e
aumentasse a produgdo no inverno (EMBRAPA, 2013).

Na primeira safra de 2012/13, foi observada uma reducdo de 8,6% na area plantada,
com uma diminuicdo da area de plantio de 7.558,5 mil hectares da primeira safra de
2011/2012, para 6.906,8 mil hectares na safra de 2012/2013. A producdo nacional de milho,
na primeira safra, foi estimada em 35.164,8 mil toneladas, em comparacdo com a safra de
2011/12, com uma producéo de 33.867,1 mil toneladas, apresentando um acréscimo de 3,8%.
O plantio de milho na segunda safra obteve um recorde, atingindo 81.344,4 mil toneladas,
representando uma evolugdo de 11,5% em relacdo a producdo obtida na segunda safra
2011/2012, atingindo um percentual de de producdo de 74% no Mato Grosso, 78% no Mato
Grosso do Sul, 94% em Goiés, 82% em Minas Gerais, 50% em S&o Paulo e 75% no Parana
(CONAB, 2013).

Dentre as varias espécies de insetos-praga que ocorrem na cultura do milho destacam-

se as pragas iniciais que atacam a raiz, como as larvas de Diabrotica speciosa; 0s cords
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Dyscinetus dubius, Stenocrates sp., Liogenys ssp.; o cord-da-pastagem, Diloboderus abderus
e 0S percevejos castanhos, Scaptocoris castanea e Atarsocoris brachiariae. As pragas que
atacam a parte aérea tém como destaque: tripes, Frankliniela williamsi; percevejos como 0s
de barriga-verde, D. melacanthus e Dichelops furcathus; percevejo-verde, Nezara viridula; a
lagarta elasmo, Elasmopalpus lignosellus; lagarta rosca, Agrotis ipsilon e a cigarrinha-do-
milho, Dalbulus maidis. J& na fase vegetativa e reprodutiva do milho, destacam-se a lagarta da
espiga, Helicoverpa zea; o curuqueré-dos-capinzais, Mocis latipes; pulgdo-do-milho,
Rhopalosiphum maidis; pulgao-verde-dos-cereais, Schizaphis graminum e o pulgdo-da-aveia,
Rhopalosiphum padi (GASSEN, 1996; CRUZ, 2008). Dentre essas pragas, a lagarta-do-
cartucho-milho, Spodoptera frugiperda, é considerada a principal praga da cultura do milho
no Brasil, causando danos na planta desde a emergéncia até o pendoamento e espigamento
(CRUZ, 1995).

2.1.4 Repolho

O repolho (Brassica oleracea var. capitata) é uma hortalica herbéacea, folhosa
(FILGUEIRA, 2000; LEDO et al., 2000), com ciclo bianual, apresenta folhas arredondadas e
cerosas, as quais superpostas e embricadas, formam uma cabeca compacta (VIDIGAL et al,
2007). De origem europeia e asiatica, € a hortalica de uso mais antigo no mundo, desde 2000
a. C. (LANA & TAVARES, 2010).

No Brasil, é a espécie que possui maior importancia econémica da familia
Brassicaceae (VIDIGAL et al., 2007), que se caracteriza por ser um alimento de excelente
qualidade, com altos teores de p-caroteno, célcio e de vitamina C (FERREIRA et al., 2002),
sais minerais e aminoacidos que contém enxofre, metionina, cisteina, glucosinolatos,
possuindo propriedades antioxidantes de grande utilidade na medicina (SANTOS et al.,
2008).

Através dos fitomelhoristas, foram criados cultivares que permitem o plantio em
condicbes termoclimaticas brasileiras diversificadas, com hibridos que apresentam grande
flexibilidade na escolha da época de plantio e da regido produtora, com o cultivo sendo
praticado em todas as estacGes do ano, em diversas regides, com destaque para os hibridos
Fuyutoyo, Astrus e Saturno (FILGUEIRA, 2008). Tem como destaque a producédo de repolho
de coloragdo verde-clara ou verde-azulada, globular achatados, com o interior branco, mas a
producdo de cultivares roxo vem aumentando e alcangcando precos elevados, com destaque
para os hibridos Red Jewl e Red Dinasty (FILGUEIRA, 2008).



A producdo de repolho no Brasil esta concentrada nas regibes Sul e Sudeste,
destacando-se com uma produtividade média de 40 t/ha (VIDIGAL et al., 2007), com maiores
concentragdes de cultivos em cinturdes verdes proximos de capitais e nas regides serranas,
sendo cultivada tanto pela agricultura familiar quanto por grandes produtores de hortalicas
(ARAGAO et al., 2005).

De acordo com Freitas (2010), os insetos que mais se destacam na cultura do repolho
sdo 0s seguintes: os pulgdes Myzus persicae e Brevicoryne brassicae; a mosca branca,
Bemisia tabaci; a lagarta-rosca, Agrotis ipsilon; a broca-da-couve, Hellula phidilealis; o
curuqueré, Ascia monuste orseis; a lagarta-mede-palmo, Trichoplusia ni. Entre os insetos que
causam um maior nimero de prejuizos na cultura do repolho, merece destaque a traca-das-
cruciferas (Plutella xylostella) pela magnitude e frequéncia com que ocorrem e pelos danos

causados.

2.1.5 Soja

A soja Glycine max (L.) Merrill € uma leguminosa, pertencente a familia Fabaceae e
se caracteriza por ser uma planta herbacea (BOREM, 1999), constituindo uma importante
oleaginosa cultivada no mundo. Tem como origem o continente asiatico, sobretudo a regiao
do rio Yangtse, na China, sendo considerada sagrada pelos chineses. A introducéo da soja no
Brasil deu-se por volta de 1882, e foi o professor Gustavo Dutra, da Escola de Agronomia da
Bahia, o responsavel pelos primeiros estudos com a cultura no pais. Cerca de dez anos depois,
o Instituto Agronémico de Campinas (IAC), no Estado de S&o Paulo, também iniciou estudos
para obtencédo de cultivares aptos a regido. Naquela época, porém, o interesse pela cultura ndo
era pelo grdo em si, mas sim pela planta, que era utilizada como cultura forrageira e na
rotacdo de culturas, sendo que os graos eram utilizados na alimentacdo de animais (Embrapa
Soja, 2013).

Hoje a soja resulta da evolugéo de sucessivos processos de melhoramento de gendtipos
ancestrais. O processo de melhoramento iniciou-se naturalmente entre espécies selvagens,
com a posterior domesticagdo dessas, e, a partir dai, 0 melhoramento genético foi direcionado
para a obtencdo das caracteristicas agronomicas desejaveis (CISOJA, 2013). Os avangos
cientificos e a disponibilizacdo de tecnologias procuram cada vez mais aumentar a
produtividade da soja no Brasil atraves da producdo de cultivares adaptadas as diferentes
regides do pais, de pesquisas desenvolvidas relacionadas ao manejo de solos, como adubagéo

e calagem, do manejo de pragas e doencas, além da identificacdo e solucdo em relacdo aos
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fatores responsaveis por perdas no processo de colheita e transporte e permitem que a soja
continue a elevar sua participagdo no PIB nacional e nas exportacbes (VENCATO et al.,
2010).

O aumento na producdo de soja pode ser atribuido a diversos fatores, entre 0s quais
podemos citar: o elevado teor de proteinas (em torno de 40%) de excelente qualidade, tanto
para 0 consumo animal quanto humano; alto teor de 6leo (ao redor de 20%), que pode ser
usado para diversos fins, especialmente associado a alimentacdo humana e a producéo de
biocombustiveis; como é uma commodity padronizada e uniforme, pode ser produzida e
negociada por produtores de diversos paises; por ser oleaginosa apresenta alta liquidez e
demanda e; que com o aumento da oferta de tecnologias de producéo, foi permitido ampliar
significativamente a area e a produtividade dessa importante oleaginosa (HIRAKURI &
LAZZAROTTO, 2010).

A descoberta de substancias de valor medicinal na composigéo dos grdos de soja, fez
com que o interesse pelo seu cultivo e utilizacdo aumentasse. Entre os principais beneficios da
soja para a saude humana, destacam-se: a) elevados teores de acidos graxos insaturados, o que
é importante para prevenir altos indices de colesterol; b) presenca de lecitina, que favorece o
sistema imunoldgico; c) isoflavonas, saponinas e inibidores de protease (principalmente
genotipos resistentes a insetos) que apresentam efeitos anticancerigenos; d) fibras com
provaveis efeitos fisioldgicos no controle de diabetes; €) reducdo de riscos de osteoporose
(VELLO & TSUITSUMI, 2000).

A cultura da soja desenvolveu-se bastante nas Gltimas trés décadas, chegando a um
aumento médio de 49% da area plantada em gréos do pais; esse aumento na produtividade se
deu devido, principalmente, aos avangos tecnolégicos, ao manejo adequado e eficiéncia dos
produtores (MAPA, 2013).

A éarea plantada no Brasil com soja, na safra de 2012/2013, foi de 27.721,6 mil
hectares, com uma producdo de 81.456,7 milhdes de toneladas. A regido Centro-oeste se
destacou com 46% da area plantada com soja, atingindo 12,7 milhGes de hectares. Apenas o
estado do Mato Grosso, maior produtor nacional, plantou 28% do total cultivado no periodo,
ou 7,8 milhdes de hectares. Ja a regido Sul foi responsavel por 35% da area cultivada com o
grdo na referida safra, somando 9,8 milhGes de hectares. O Parana e o Rio Grande do Sul
aparecem como 0 segundo e terceiro maiores produtores nacionais, com 4,7 milhdes e 4,6
milhdes de hectares, respectivamente. As regides Norte e Nordeste obtiveram o maior
crescimento em &rea instalada, com 24,6% e 14%, a mais de aumento sobre a safra 2011/12.

O destaque fica com a regido batizada de Mapitoba, que se refere as silabas iniciais dos quatro
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estados que possuem 0s maiores espagos cultivados com o grdo nas novas fronteiras agricolas.
Juntos, os estados do Maranhdo, do Piaui, do Tocantins e da Bahia somaram quase trés
milhdes de hectares na safra 2012/13 (CONAB, 2013).

A producdo mundial de soja na safra 2012/2013 gira em torno de 286,83 milhdes de
toneladas. Nos Estados Unidos, a estimativa de producgéo alcangou 89,51 milhdes de tonelada
de soja, superando a producgdo da oleaginosa no Brasil. Ja a safra da Argentina, nesse mesmo
periodo, foi de 54,5 milhdes de toneladas (USDA, 2014).

A cultura da soja esta sujeita ao ataque de insetos-praga durante todo o seu ciclo.
Varios insetos-praga podem atacar a cultura no inicio do estaddio vegetativo, tais como o
bicudo-da-soja (Sternechus subsignatus), a lagarta elasmo (Elasmopalpus lignosellus), os
cords (Scarabaeoidea) e 0s percevejos-castanhos-da-raiz (Scaptocoris castanea e Atarsocoris
brachiariae). Durante a fase vegetativa e de floracdo, a lagarta-da-soja (Anticarsia
gemmatalis), a lagarta falsa-medideira (Pseudoplusia includens) e vérios outros desfolhadores
atacam as plantas, causando danos. J& na fase reprodutiva, ocorre 0 ataque de percevejos
sugadores de vagens e sementes (Nezara viridula, Piezodorus guildinii e Euschistus heros),
onde causam danos que compreende desde a formacao das vagens, até o final do enchimento
dos grédos. Outras pragas podem causar danos, sendo consideradas pragas esporadicas, cujos
aumentos populacionais estdo relacionados as alteragBes climaticas, ou pelos sistemas de
producdo especificos de cada regido (HOFFMANN-CAMPO et al., 2000).

2.2 Insetos-praga

Existem algumas espécies de insetos que sdo considerados pragas-chave em milho,
algoddo, arroz, soja e repolho. Dentre estes, podemos destacar como de importancia agricola:
Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae), Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera:

Noctuidae) e Plutella xylostella (Lepidoptera: Yponomeutidae).

2.2.1 Spodoptera frugiperda (JE Smith) (Lepidoptera: Noctuidae)

Spodoptera frugiperda, também chamada de lagarta-do-cartucho, € uma espécie
originaria das zonas tropicais e subtropicais das Américas (METCALF, 1987), podendo
também ser encontrada nas zonas temperadas do continente norte-americano durante 0s

periodos de primavera e verdo (SANTOS et al., 2004).
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Caracteriza-se por ser uma espécie polifaga (LUGINBILL, 1928), caracterizada por
se alimentar de mais de 80 espécies de plantas, tais como algoddo, milho e soja (POGUE,
2002). E também uma importante praga de plantas da familia Poaceae (gramineas)
(CAPINERA, 2008), tais como milho, arroz, trigo, etc. (BUSATO et al., 2002), alem de
causar perdas significativas em solanaceas cultivadas (BASTOS & TORRES, 2004).

Segundo Gritzmacher et al. (2000), na cultura do milho, as lagartas em seus estadios
iniciais, consomem somente parte das folhas, mantendo a epiderme intacta, provocando
apenas uma leve raspagem nas folhas e, assim, reduzindo a area foliar e diminuindo a
fotossintese; ja as lagartas maiores perfuram as folhas e se desenvolvem no cartucho do
milho, podendo atacar a espiga. Podem provocar a queda de espigas, gerando danos diretos
girando em torno de 35% no rendimento de grdos (CRUZ, 1995). Na cultura do algodao, as
lagartas de S. frugiperda alimentam-se de folhas, de botbes florais e, principalmente, de
magds em formagdo (LUTTRELL & MINK, 1999). Causa severos ataques e reduz
significativamente a producdo (PEREIRA, 2007), provocando perdas de até 30% na cultura
do algodoeiro (MIRANDA & FERREIRA, 2005).

Na cultura do arroz, a lagarta danifica plantas novas, corta colmos rentes ao solo,
desfolham plantas mais desenvolvidas e causa danos a flores e paniculas. (PEREIRA, 2007),
sendo que os danos ndo sdo significativos em arroz de terras altas, diferentemente do que
acontece com o arroz irrigado, onde os danos causados sao expressivos; o periodo critico de
ataque da praga esta compreendido entre a emergéncia das plantas e a inundacdo da lavoura
(MARTINS et al., 2004). Ja no milheto, o habito alimentar da lagarta € similar ao observado
no milho; na soja, inicialmente, as lagartas alimentam-se das folhas, e ataca as vagens na fase
inicial de formagdo (BARROS et al, 2010).

2.2.1.1 Biologia do inseto

O inseto adulto S. frugiperda mede, aproximadamente, 30 a 35 mm de envergadura. O
macho tem as asas anteriores marrom-acinzentadas, enquanto que a fémea tem a asa anterior
marrom-acinzentada, com mancha orbicular e reniforme delineadas em branco. Ja a asa
posterior é esbranquicada e hialina nos dois sexos. A espécie apresenta dimorfismo sexual nas
asas anteriores (CRUZ, 1995). Em uma temperatura média de 25 °C, o ciclo reprodutivo do
inseto pode ser completado em menos de 30 dias, possibilitando varias geracbes ao ano
(CRUZ, 1995; CRUZ e MONTEIRO, 2004).
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As fémeas de S. frugiperda depositam, em média, grupos de 50 a 300 ovos em
camadas sobrepostas e recobertas por escamas do proprio inseto, sendo que cada fémea pode
ovipositar de 1500 a 2000 ovos. Em plantas de milho, a mariposa oviposita na face superior
das folhas, j& no algoddo, na face inferior das folhas. Inicialmente, os ovos, possuem
coloracdo verde-clara e, apds, 12 a 15 horas ficam com cor alaranjada, com periodo de
incubacédo de aproximadamente trés dias a 25 °C (CRUZ, 1995; GALLO et al., 2002).

Apbs os ovos eclodirem, as lagartas iniciam sua alimentacdo raspando o limbo das
folhas mais novas do milho, que se alimentam apenas de um lado da folha, caracteristica
tipica dessa espécie. Nessa fase podem atacar todas as folhas centrais da planta, fazendo furos
até destrui-las completamente. Em seguida, caminham para a regido do cartucho do milho
(GALLO et al.,, 2002). J& no algodao, inicialmente as lagartas raspam a epiderme das
bracteas, botdes florais, flores e macds. A partir do terceiro instar se alimentam com maior
voracidade, perfurando folhas, bracteas, flores e macds do algodoeiro. Depois de
completamente desenvolvidas, raspam a base das macés, perfuram-nas e alimentam-se do
conteudo das mesmas, permanecendo nas macas até sairem para empuparem (SOARES &
VIEIRA, 1998). No arroz, o ataque da lagarta a cultura inicia-se logo ap6s a emergéncia das
plantas, cortando-as rente ao solo (MARTINS et al., 2004).

A lagarta passa por cinco, seis ou sete instares, dependendo da temperatura e da
disponibilidade de alimento. A partir do segundo instar, se tornam canibais, sendo comum
encontrar apenas uma lagarta desenvolvida por cartucho, mas pode-se encontrar lagartas em
diferentes instares em um mesmo cartucho. A fase larval tem duracdo média de 12 a 30 dias,
dependendo da temperatura do ambiente. No final da fase larval a lagarta medira
aproximadamente 50 mm de comprimento, apresentando corpo cilindrico, com coloracao
inicial clara, depois passando para pardo-escura a esverdeada até quase preta, apresentando
um “Y” invertido caracteristico na parte frontal da cabega (GALLO et al., 2002).

Apos a fase larval, a lagarta passa por um periodo de pré-pupa onde nao se alimenta e
fica no solo, esse periodo pode durar de um a cinco dias, dependendo da temperatura. Em
seguida, a lagarta pode se transformar em pupa no proprio solo, dentro do cartucho, no

penddo ou até mesmo nas espigas de milho, entre a palha (CRUZ, 1995).

2.2.1.2 Controle de S. frugiperda

A dificuldade de controle e manejo de S. frugiperda, figura na grande oferta de

hospedeiros ao longo do ano, e, principalmente, na sucessédo de culturas, como milho ou soja
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no verdo, ou milho ou sorgo na "safrinha™; além disso, o plantio de milho irrigado com pivd
central no inverno, como ocorre na regido Centro-Oeste, aumenta a disponibilidade de
hospedeiros nesse periodo (BARROS et al, 2010). As lagartas de S. frugiperda movimentam-
se entre os cultivos e estas sdo favorecidas pelo plantio de culturas de diferentes fenologias
préximas umas das outras, como no caso da soja, do milho e do algod&o que sdo cultivados no
verdo, além de plantas de cobertura na entressafra, como o milheto (NAGOSHI, 2009). O uso
inadequado e excessivo de controle quimico, a falta de conhecimentos basicos para 0 manejo,
como dindmica populacional, planos de amostragens e nivel de controle faz com que aumente
a ocorréncia da praga (BARROS et al., 2010).

Como S. frugiperda pode atacar em qualquer época do ano, a frequéncia e a
intensidade de uso de inseticidas tém aumentado bastante nos ultimos anos e fracassos no
controle de S. frugiperda com inseticidas tradicionais (piretréides e organofosforados) tém
sido periodicamente relatados (DIEZ-RODRIGUES & OMOTO, 2001). Como resultado do
uso intensivo desses inseticidas, uma série de impactos negativos pode ocorrer, tais como:
contaminacdo do meio ambiente, alimentos com residuos de pesticidas, aumento dos custos
de producdo, selecdo de populacBes de insetos resistentes, eliminacdo de inimigos naturais
presentes na area, entre outros. Assim, a adogdo de alternativas eficientes e de baixo impacto
ambiental é fundamental para o sucesso do controle de pragas (ROEL & VENDRAMIM,
2006).

Existe um grande numero de inseticidas registrados para o controle de S. frugiperda
que podem ser aplicados via pulverizacdo, e em alguns casos, através da agua de irrigacdo
(insetigacdo), com destaque, principalmente para os organofosforados e piretrdides. No
controle biolégico o predador Doru luteipes e os parasitéides Trichogramma spp., Telenomus
sp., Chelonus insularis e Campoletis flavicincta, sdo importantes agentes de controle dessa
praga. No controle microbiano se destacam os fungos Nomuraea rileyii, Botrytis rileyi,
Beauveria globulifera; Baculovirus spodoptera e Bacillus thuringiensis. (CRUZ, 1995;
CRUZ, 2008)

2.2.2 Anticarsia gemmatalis Hubner (Lepidoptera: Noctuidae)

Anticarsia gemmatalis Hubner (Lepidoptera: Noctuidae), também conhecida como
“lagarta-da-soja”, ¢ uma das principais pragas desfolhadoras e, no Brasil, encontra-se
distribuida em todas as regides do pais onde a soja é cultivada. Em condi¢des normais, essa

praga ocorre nas lavouras a partir de novembro, nas regides ao Norte do Parana, e a partir de
13



dezembro a janeiro em todo o Sul do Pais. (HOFFMANN-CAMPO et al., 2000; SILVA et al.,
2010). Quando ndo manejadas corretamente, essas lagartas podem provocar até 100% de
desfolha, que, dependendo do estadio de desenvolvimento da planta, ocasionam reducdes
significativas na produtividade da lavoura que podem chegar a perda total (HOFFMANN-
CAMPO et al., 2000).

A lagarta-da-soja € uma espécie de ocorréncia tropical e subtropical, sendo encontrada
somente nos continentes americanos, desde as regides Norte e Central da Argentina até o
Sudeste e Estados do Golfo do México nos Estados Unidos (SINCLAIR et al., 1997; PRACA
et al., 2006), sendo considerada a principal praga desfolhadora da soja nos EUA, México,
Coldmbia, Venezuela, Brasil e Argentina (HOFFMANN-CAMPO et al., 2000). De acordo
com Milano et al. (2008), a dinamica populacional e a bioecologia deste inseto podem variar
de acordo com as regides onde ocorrem, principalmente em relacdo a temperatura e nutricao
dos insetos.

Se a planta de soja for atacada durante o periodo vegetativo e de florescimento, ainda
pode ter a capacidade de se recuperar da injdria (SOZA-GOMEZ et al.,1993). Mas, se 0
ataque da lagarta ocorrer no estadio de surgimento de vagens pode causar grandes danos
econdmicos, pois nessa fase a planta de soja ¢ mais sensivel ao desfolhamento, onde ocorre o
deslocamento de carboidratos das folhas para formacdo das vagens e desenvolvimento dos
grdos (GAZZONI & MOSCARDI, 1998).

A ocorréncia da lagarta-da-soja em plantas hospedeiras € ampla, podendo ser
encontrada em plantas cultivadas e silvestres. Essa espécie tem preferéncia alimentar por
leguminosas, mas também j& foi encontrada, em alguns casos, em algodoeiro, quiabo, trigo,
girassol, begonia e arroz, entre outras (ARMSTRONG et al., 1990; GREGORY JUNIOR et
al., 1991; PANIZZI et al., 2004).

2.2.2.1 Biologia de A. gemmatalis

O inseto adulto possui coloragdo cinza ou marrom-escura, apresentando envergadura
de asas de 30 a 38 mm. Apresenta uma linha diagonal marrom-canela ao longo das asas,
unindo as pontas do primeiro par de asas (SOSA-GOMEZ et al., 2010). Tanto o
acasalamento, quanto a oviposicéo, ocorrem a noite (HOFFMANN-CAMPO et al. 2000).

Os ovos sdo depositados de forma isolada, nas folhas ou nas hastes das plantas
(HOFFMANN-CAMPO et al. 2000; PRACA et al., 2006), com maior concentracdo nos

tercos médio e inferior das plantas (HOFFMANN-CAMPO et al. 2000). Os ovos apresentam
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coloragdo verde clara assim que depositados nas plantas, e, posteriormente, marrom escuro,
préximo a eclosdo das larvas. O periodo de incubag&o é de, aproximadamente, trés dias e cada
fémea tem capacidade para ovipositar até 1000 ovos; cerca de 80% sdo depositados nos
primeiros oito a dez dias de vida. A longevidade das fémeas é de, aproximadamente, 20 dias
(SOSA-GOMEZ et al., 2010).

As lagartas de A. gemmatalis podem ter de cinco a sete instares larvais, sendo seis
instares larvais o mais comum. Dependendo da temperatura, da planta hospedeira e da
qualidade do alimento, a duracdo de cada instar pode variar (FUGI et al., 2005; MILANO,
2008).

Nos dois primeiros instares, as lagartas, medem, em média 3 e 9 mm, respectivamente;
apresentam os dois primeiros pares de pernas vestigiais abdominais e mais um par anal,
podendo apresentar coloragdo verde. Nesse periodo locomovem-se medindo palmos, podendo
ser confundidas com as lagartas falsas-medideiras (HOFFMANN-CAMPO et al., 2000). As
lagartas nessa fase raspam o parénquima foliar e somente a partir do terceiro instar, as
mesmas conseguem perfurar as folhas. A fase larval tem a duracdo de 12 a 15 dias e as
lagartas podem consumir cerca de 80 a 150 cm? de area foliar (BUENO et al., 2011). A maior
capacidade de desfolha ocorre do quarto ao sexto instar, quando as lagartas atingem grande
potencial de injuria na soja (BUENO et al., 2011).

Apo6s o ultimo instar larval, a lagarta entra na fase de pré-pupa. Inicialmente, a lagarta
em pré-pupa se encolhe, apresentando dorso de cor rosada, para de se alimentar (PRACA et
al., 2006). Apos isso, a lagarta em pré-pupa migra para a parte inferior da planta e constroi
uma camara pupal sob folhas secas na superficie do solo ou, mais frequentemente, até dois
centimetros de profundidade (HOFFMANN-CAMPO et al., 2000). Dessas pupas irdo emergir
as mariposas, que acasalam na primeira noite ap6s a emergéncia, iniciando a oviposicao trés a
quatro dias depois, sendo que o pico de postura ocorre ao redor do quinto dia de vida do
adulto (MAGRINI et al., 1999).

2.2.2.2 Controle de A. gemmatalis

De acordo com os niveis de acdo do Manejo Integrado Pragas da soja, A. gemmatalis
deve ser controlada, quando forem encontradas, em média, 40 lagartas grandes (igual ou
superior a 1,5cm) por pano-de-batida ou, quando a desfolha atingir 30%, antes da floragéo, e
15%, quando surgem as primeiras flores (HOFFMANN-CAMPO et al., 2000).
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No controle de A. gemmatalis, merece destaque a utilizagdo do Baculovirus anticarsia
(virus multiplo de poliedrose nuclear de A. gemmatalis - AgMNPV) na cultura da soja
(SOSA-GOMES et al., 2010). O produto formulado € encontrado na forma de p6 molhéavel e,
apos sua aplicacdo, a lagarta é infectada pela ingestdo dos poliedros presentes nas folhas
(GAZZONI & YORINIORI, 1995). Esse programa iniciou-se em 1982/83, com a participacao
da assisténcia técnica oficial e de cooperativas, com a coordenacdo da Embrapa Soja em
Londrina, criada em 1975 (SOSA-GOMES et al., 2010). Outro produto eficiente disponivel
para o controle da lagarta-da-soja, ¢ Bacillus thuringiensis var. kurstaki (Berliner), cujas
formulages podem ser encontradas na forma de p6 molhavel e suspenséo concentrada; como
sua persisténcia no campo € curta, é necessario realizar novas aplicagdes. O produto mais
conhecido no mercado com esse principio ativo é o Dipel (PRACA et al., 2006).

No controle quimico de lagarta-da-soja nas condi¢cfes brasileiras, destacam-se 0s
inseticidas reguladores de crescimento, pela sua eficiéncia e seletividade a inimigos naturais
(SILVA et al., 2003), onde sdo utilizados, principalmente, inseticidas fosforados,
benzoiluréia, piretrdides ou ainda carbamatos (AGROFIT, 2013). Por sua vez, 0s inseticidas
pertencentes ao grupo quimico dos piretroides e organofosforados se caracterizam por
apresentar amplo espectro de acdo, custo reduzido, podendo ainda ser utilizados em
populacGes de pragas em estaddios mais avancados de desenvolvimento. Porém, quando
aplicados na fase inicial podem favorecer surtos ou ressurgéncia de insetos-praga devido ao
desequilibrio de predadores e parasitoides (SOSA-GOMEZ, 1993). Os inseticidas a serem
usados devem ser escolhidos levando-se em consideracdo a sua toxicidade, custo por hectare e
o efeito sobre os inimigos naturais (BOTELHO et al., 1999).

2.2.3 Plutella xylostella (L., 1758) (Lepidoptera: Yponomeutidae)

Também chamada de traga-das-cruciferas, tem como provavel origem a regido do
Mediterraneo (FILGUEIRA, 2003). No Brasil, ocorreu a primeira vez no estado da Bahia
(BONDAR, 1928) e, hoje, encontra-se disseminada onde ha cultivo das brassicas, ocorrendo
em todas as épocas do ano (CASTELLO BRANCO & GUIRARAES, 1990), sendo
considerada uma praga cosmopolita (CHENG et al., 2008) e principal praga das brassicas na
Asia e América (CASTELO BRANCO & GATEHOUSE, 1997). Essa praga tem preferéncia
por plantas de repolho, mas pode atacar também couve-flor e couve comum (SILVA et al.,
1993).
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Pode ocorrer em todo o Brasil e, dependendo da regido e época de plantio, pode
diminuir drasticamente o valor comercial da cultura (MELO et al. 1994). A maior ocorréncia
de P. xylostella ocorre nos meses de menor precipitacéo, entre julho a setembro, sendo que o
periodo critico de ataque da praga, em repolho, ocorre na formacdo da cabeca,
aproximadamente entre quatro e sete semanas apds o transplante (CZEPAK et al., 2005),
sendo atacado desde a formacdo da cabeca até a colheita, com um nivel de dano préximo a
20% de plantas infestadas (VACARI et al., 2008).

E considerada a praga mais importante das cruciferas, causando danos e perdas, que
depreciam o produto, interferem no crescimento e até mesmo provocam a morte ou perda total
em plantas comerciais de repolho (B. oleracea var. capitata) (CASTELO BRANCO &
GATEHOUSE, 1997), inutilizando-as para o consumo (BIOCONTROLE, 2013). A fase
larval € responsavel pelos danos que atingem a cultura, onde, logo apos a eclosdo do ovo, as
lagartas passam a alimentar-se das folhas, caule e brotos vegetativos de plantas de repolho
(MEDEIROS et al., 2005).

2.2.3.1 Biologia de P. xylostella

P. xylostella é um microlepidéptero de coloracdo parda quando adulto (VACARI et
al., 2008), possui habito noturno e durante o dia se esconde nas folhagens. Os machos quando
estdo com as asas fechadas apresentam uma mancha clara com forma de diamante esculpido
na face dorsal, sendo denominados de “Diamondback moth” (MAU e KESSING, 2007).

As fémeas podem ovipositar cerca de 350 ovos durante o seu ciclo de vida, s&o muito
férteis; seu ciclo de desenvolvimento, desde a fase de ovo até a fase adulta, é influenciado
pela temperatura ambiente, onde a 15 °C o ciclo dura 34 dias e, a 35 °C, 12 dias, ocorrendo de
14 a 30 geracdes por ano (CASTELO BRANCO et al., 2001; MAU e KESSING, 2007).

A oviposicdo é realizada tanto na face abaxial quanto na face adaxial das folhas,
geralmente acompanhando as nervuras das folhas, na maioria das vezes isoladas ou em grupo
de dois ou trés (SILVA et al., 1993; CASTELO BRANCO & GATEHOUSE, 1997). Os ovos
possuem tamanho menor que um mm e forma oval; inicialmente s&o de coloragéo amarelada,
tornando-se pretos, proximo a eclosédo (MAU e KESSING, 2007).

Apresenta quatro instares larvais; no inicio do periodo larval, as larvas sdo de
coloracdo esbranquicada, ao longo do seu desenvolvimento adquire coloracdo verde-clara
com a cabeca parda (CASTELO BRANCO et al., 2001). O tamanho méximo das larvas € de

10 mm de comprimento e, ao serem tocadas, reagem movendo-se aos saltos. Apos eclodirem,
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as lagartas de primeiro instar “minam” as folhas, onde se alimentam do parénquima foliar. A
partir do segundo instar, as mesmas abandonam as “minas” e, até o terceiro estadio, se
alimentam das folhas do tecido foliar, exceto da epiderme superior, onde as folhas ficam com
aparéncia rendilhada. Ja as lagartas de quarto instar se alimentam de todas as partes da folha
(CASTELO BRANCO & GATEHOUSE, 1997).

Ja no final do quarto instar, as larvas constroem um pequeno casulo de seda, onde
empupam; inicialmente as pupas sao verde-claras e, proximo a emergéncia dos adultos, verde-
escuras. Sdo formadas normalmente na face abaxial das folhas ou em lugares protegidos da
planta de repolho (MEDEIROS et al., 2003).

Por ser uma praga de ciclo curto, P. xylostela pode produzir grande nimero de
geracOes anuais, o que torna dificil o seu controle na maioria das regides produtoras, 0 que €é
uma ameagca a essas hortalicas. Ataques severos causados, principalmente durante os periodos
mais secos do ano, podem ocasionar perdas totais nos campos de producdo (MEDEIROS et
al., 2003). Os danos causados podem acarretar depreciacdo do produto, atraso no crescimento

da planta ou mesmo sua morte (VACARI et al., 2008).

2.2.3.2 Controle de P. xylostella

O controle quimico é o método mais empregado no controle da traca-das-cruciferas
desde o inicio do século XX em culturas de brassicas (FREITAS LUZ et al., 2002),
principalmente por sua eficacia e facilidade de aplicacdo (TIBA, 2008) e a cada nova década,
ocorre a introducdo de novos produtos para o seu controle (CASTELO BRANCO &
GATEHOUSE, 1997).

A utilizacdo de agrotoxicos de forma continua e em larga escala no controle da traca-
das-cruciferas traz riscos ao ambiente e ao homem, em funcdo da presenca de residuos nos
alimentos, resisténcia de pragas a inseticidas, problemas toxicoldgicos e desequilibrio
ecologico; além disso, pode ocorrer a eliminacdo dos inimigos naturais da area (MONNERAT
etal., 2002; CASTELO BRANCO & GATEHOUSE, 1997).

Diversos inseticidas tém sido utilizados intensivamente durante o ciclo da cultura, com
até 16 aplicacdes em determinadas regides. Além dos problemas gerados a saude do agricultor
e a0 meio ambiente, a pressdo seletiva pelo uso excessivo e frequente desses produtos facilita
0 aparecimento de populacbes dessa praga, resistente a diversos compostos quimicos,
inclusive a inseticidas piretréides e fosforados (BRANDAO FILHO et al., 2010).
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Como alternativa ao controle quimico, encontram-se as seguintes estratégias: rotagdo
de cultura, armadilhas luminosas, reguladores de crescimento de insetos, inimigos naturais,
como parasitoides, predadores e microrganismos entomopatogénicos, com destaque para B.
thuringiensis (CASTELO BRANCO & MEDEIROS, 2001; PARRA et al., 2002), cultivares
resistentes e feromonios (CASTELO BRANCO, 1999, IMENES et al., 2002).

2.3 Bacillus thuringiensis

Bacillus thuringiensis é uma bactéria de ocorréncia cosmopolita, Gram-positiva,
esporulante, aerdbica ou anaerdbica facultativa, podendo ser encontrada no solo, colonizando
plantas, agua e insetos mortos (BRAVO et al., 1998). Apresenta inclusdes protéicas
cristalinas, produzidas durante a fase de esporulacdo, sendo capazes de formar cristais com
acéo inseticida, razéo pela qual sdo denominadas Cry (MONNERAT & BRAVO, 2000). As
proteinas Cry ou d-endotoxinas sdo codificadas pelos genes cry, podendo atingir insetos-praga
pertencentes as Ordens Lepidoptera, Diptera e Coleoptera (GLARE & O CALLAGHAM,
2000).

B. thuringiensis foi isolado, pela primeira vez, em 1901, a partir de larvas do bicho
da seda (Bombix mori, Lepidoptera) pelo bacteriologista japonés Ishiwata, que a chamou de
Bacillus sotto. Em 1911, Berliner isolou o bacilo da Anagasta kuehniella (lagarta-da-traca-da-
farinha) e o denominou B. thuringiensis, em homenagem a provincia de Thuringia
(Alemanha), onde foi encontrado o primeiro inseto infectado. Em 1915, este mesmo autor
notou a presenca de inclusdes parasporais nas células de B. thuringiensis. Mas foi em 1953
que, Hannay, ao trabalhar com esta espécie, sugeriu pela primeira vez que a patogenicidade
podia estar associada as inclusdes cristalinas formados nas células durante a esporulacdo. No
ano de 1968, Angus demonstrou que a hipdtese de Hannay era valida (ANGUS, 1968;
BERLINER, 1915; HANNAY, 1953; ISHIWATA, 1901).

2.3.1 Toxinas Cry de Bacillus thuringiensis (6-Endotoxinas)

As toxinas Cry pertencem a uma classe de proteinas bacterianas conhecidas como
toxinas formadoras de poros (TFP), que sdo soliveis em &gua, permitindo modificacdes
conformacionais para permitir a inser¢do ou o translocamento destas proteinas na membrana
celular do hospedeiro. Existem dois grupos de TFP: (1) a-hélice toxinas, no qual, a regido de

a-hélice forma um poro atraves da membrana e (2) B-barril toxinas, que se inserem na
19



membrana formando um B-barril composto de monémero de grampos de folhas -pregueadas
(PARKER & FEIL, 2005 citado por BRAVO et al., 2007).

As proteinas Cry ou é-endotoxinas sdo produzidas por B. thuringiensis durante a fase
de esporulacdo, onde suas estirpes podem apresentar um tnico gene codificador ou até mesmo
cinco genes diferentes, como é o caso das subespécies aizawai HD-137 e israelensis 1PS-82.
Estudos de cristalografia mostraram que o cristal é formado a partir do segundo estagio de
esporulacdo e liberados no momento da lise de suas células, com massa molecular
compreendida entre 30 e 142 kDa (MONNERAT & BRAVO, 2000). A maioria das estirpes
de B. thuringiensis pode sintetizar mais de um tipo de cristal, cada cristal pode ser formado
por diferentes proteinas Cry, podendo haver casos em que cinco toxinas sdo encontradas por
estirpe (SERAFINI et al., 2002). Os cristais podem ser bipiramidal, cubdide, rombdide,
ovoide, esférico ou, ainda, sem forma definida, onde a forma do cristal é determinada pela
composicao e estrutura das &-endotoxinas presentes (HABIB & ANDRADE, 1998). Essas
proteinas sdo tdxicas para insetos das ordens Lepidoptera, Coleoptera, Hymenoptera e Diptera
(BRAVO et al., 2007).

As proteinas Cry vém sendo utilizadas como inseticidas bioldgicos com sucesso ha
muitos anos (VALADARES-INGLIS et al., 1998). Sao o principal componente inseticida das
formulac@es atuais de B. thuringiensis, tem constituicdo glicoproteica, com, normalmente, 20-
30% do peso seco das células (BENINTENDE & MARQUEZ, 1996). Possuem alta
especificidade a insetos alvos, sdo indcuos a humanos, vertebrados e plantas, e completamente
degradados (BRAVO et al., 2007).

2.3.2 Mecanismo de agdo de B. thuringiensis

Os cristais ao serem ingeridos pelas larvas sdo solubilizados no intestino médio das
mesmas. Em contato com o pH alcalino do intestino das larvas, os cristais liberam as
protoxinas de B. thuringiensis (BOBROWSKI et al., 2003; KNOWLES, 1994). As protoxinas
sdo ativadas pelas proteases intestinais contidas no intestino das larvas dos insetos, liberando
os polipeptidios toxicos (BRAVO et al., 2004; RABINOVITCH et al., 2000). Em seguida,
ligam-se a receptores especificos localizados nas microvilosidades apicais das membranas das
ceélulas colunares do intestino dos insetos suscetiveis (BRAVO et al., 2005; HOFFMANN et
al., 1988; RAVOAHANGIMALALA et al., 1993). Essa ligagdo é bifasica, composta de um
passo reversivel e outro irreversivel (HOFFMAN et al., 1988; VAN RIE et al., 1989). O

primeiro passo envolve a interagdo entre a toxina e seu sitio de unido (unido reversivel), que é
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um requisito basico para que ocorra toxicidade, mas ndo suficiente (SCHENPF et al., 1998); a
partir dai ocorre a oligomerizacao da toxina e a inser¢do na membrana, o que leva a formagéo
de poros, aumentando a permeabilidade da membrana. Com isso, ocorre alteracdo da
permeabilidade da membrana e consequente destruicdo do epitélio intestinal (HARVEY,
1992; WOLFERSBERG, 1992). Os eventos anteriores levam a lise das células epiteliais do
intestino, e consequente morte dos insetos por inanicdo e septicemia (BRAVO et al., 2005;
DE MAAGD et al., 2001).

2.4 Microrganismos endofiticos

Os microrganismos endofiticos sdo aqueles que, por pelo menos uma fase de seu
ciclo de vida, podem colonizar o interior de tecidos vegetais sem causar danos aparentes ou
sem causar estruturas externas visiveis a planta hospedeira (AZEVEDO & ARAUJO, 2007;
CARROL, 1986).

Os microrganismos endofiticos foram mencionados, pela primeira vez, no inicio do
século XIX por Bary, em 1866. Mas, foi somente no século XX, no final da década de 70, que
0s microrganismos endofiticos comecaram a adquirir importancia cientifica, quando foi
verificado que eles apresentam interacdes simbidticas com o hospedeiro, protegendo as
plantas do ataque de insetos, de doencas e de herbivoros (AZEVEDO et al., 2002).

As bactérias ttm se destacado entre os microrganismos endofiticos, por serem 0s
principais e mais abundantes grupos de microrganismos que habitam as plantas e por serem
capazes de colonizar os tecidos internos das plantas. Além disso, 0 ambiente interno da planta
é importante por conferir a sobrevivéncia das bactérias, onde sdo menos afetadas pela
temperatura, potencial osmatico e radiacdo ultravioleta (LODEWYCKX et al., 2002).

Colombo (1978) foi o responsavel pelo trabalho pioneiro com bactérias endofiticas,
onde relatou a ocorréncia de bactérias endofiticas no interior de talo, entre sifées e dentro de
filamentos cenociticos das algas Halimeda tuna e Udolea peliolala. Nesse trabalho, o autor
sugeriu a ocorréncia de um equilibrio fisiolégico entre a bactéria e o seu hospedeiro. Supds,
ainda, que pelo fato das bactérias se encontrarem proximas aos cloroplastos e as zonas mais
jovens dos talos, haveria uma ligacdo com a atividade fotossintética da alga e sua provavel
dependéncia de oxigénio.

Mas foi a partir da década de 80 que os trabalhos se tornaram mais frequentes.

Becking (1984) identificou caracteristicas morfolégicas dos nddulos de raizes de Dryas e

Rubus (Rosaceae) através de micrografia eletrbnica de transmissdo, onde descreveu
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estruturas semelhantes a esporos no enddfito Frankia. A utilizacdo de métodos e técnicas
mais aperfeicoadas de estudo e andlise, Jacobs et al. (1985) enumeraram, localizaram e
caracterizaram bactérias endofiticas de raizes de beterraba agucareira utilizando técnicas de
imunologia e de microscopia eletrénica de varredura e, desta forma, observaram um aumento
na populacéo de bactérias nas regides centrais e periféricas da raiz, e sugeriram que as regides
de maior ocorréncia constituem uma rota de colonizagdo das bactérias. Esses autores também
relataram a ocorréncia de um grande numero de diferentes espécies de bactérias
endofiticas: Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Corynebacterium sp, e Erwinia
herbicola.

As bactérias endofiticas possuem a capacidade de penetrar na planta hospedeira e
coloniza-la de forma sistémica, podendo colonizar o apoplasto (MAHAFFEE et al., 1997),
vasos condutores (HALLMANN et al., 1997; MAHAFFEE et al., 1997) e, ocasionalmente, o
meio inter e intracelular (KLOEPPER, 1996; QUADT-HALLMANN, 1996) de diferentes
tecidos vegetais, como parénquima, epiderme, bainha do feixe vascular, xilema, floema, entre
outros (ESPOSITO-POLESI, 2010). Como a colonizacdo da planta é sistémica, as bactérias
endofiticas podem alterar as condicdes fisiologicas e morfoldgicas do hospedeiro, além disso,
podem atuar sobre popula¢Ges de outros microrganismos presentes no interior da planta
(ANDREOTE et al., 2006). Esses microrganismos podem ser isolados de flores, frutos,
folhas, caules, raizes, e sementes de varias espécies vegetais (PICCOLO et al., 2010).

De acordo com as estratégias de vida, os microrganismos endofiticos podem ser
classificados em obrigatérios ou facultativos, onde os microrganismos obrigatérios séo
totalmente dependentes da planta hospedeira para seu crescimento e sobrevivéncia, (como no
caso das bactérias encontradas na rizosfera das plantas). Ja os facultativos, possuem uma fase
de seu ciclo dentro da planta hospedeira e outra fora dela (HARDOIM et al., 2008). De
acordo com Melnick et al., (2008), a associacdo endofitico-hospedeiro pode ser, na maioria
das vezes, simbidticas ou mutualisticas, onde os endofiticos recebem nutrientes e protecdo da
planta hospedeira e, em contrapartida, a planta é beneficiada com o aumento do seu
crescimento e desenvolvimento. Com isso, ocorre uma maior rapidez na formacdo de mudas,
resisténcia a nematoides e a diversos patdgenos, bem como tolerancia a condi¢cdes ambientais
e nutricionais adversas (ALMEIDA et al., 2005, BANDARA et al., 2006, GUO et al., 2008),
associacdo com a planta hospedeira, fixacdo biologica de nitrogénio, mudangas nas condi¢es
fisioldgicas da planta, producdo de enzimas, drogas de interesse farmacologico, producéo de
reguladores de crescimento vegetal (LODEWYCKX et al., 2002).
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As bactérias endofiticas colonizam sistemicamente a planta, apresentando colonizagéao
especifica por certos tipos de tecidos. O padrdo de colonizagdo das bactérias endofiticas pode
estar relacionado com as interacbes com outras bactérias ou com os diferentes mecanismos de
cada microrganismo, que lIhes permite habitar varios nichos, representado pelos tecidos e,
mais especificamente, pelos espacgos intercelulares no interior de cada tecido (DI FIORI &
DEL GALLO, 1995). Em 2004, Kuklinsky-Sobral e colaboradores, trabalhando com soja,
concluiram que a densidade e a diversidade de bactérias endofiticas variam de acordo com a
fase de desenvolvimento da planta, com o genotipo do hospedeiro, e com o tecido,
apresentando colonizacdo maior nas raizes e menor em folhas. Como a raiz é o sitio priméario
de entrada das bactérias endofiticas nas plantas, a colonizacdo é maior no tecido radicular
(LODEWYCKX et al., 2002).

A utilizacdo de microrganismos endofiticos como agentes de controle de doencas de
plantas tem se destacado ultimamente (MELNICK et al., 2011). Alguns endofitos como
Pseudomonas fluorescens, Pantoea agglomerans, Bacillus sp., entre outros, apresentam acéo
fungicida contra fungos fitopatogénicos, onde essas bactérias tem a capacidade de produzir
enzimas que degradam a parede celular, tais como proteases, celulases e quitinases, ou
substancias como sider6foros (MELNICK et al., 2011, ZHENG et al., 2011). Ja outros
endofitos como Methylobacterium sp., Pseudomonas sp., Bacillus subtilis, Bacillus pumilus
apresentam acdo bactericida, produzindo antibiéticos e enzimas que degradam a parede
celular como pectinase, celulase e protease (PEREZ-GARCIA et al., 2011; TEREFE et al.,
2009).

No controle de nematdides, estudos tém sido desenvolvidos com bactérias endofiticas
e alcancado bons resultados. O controle de nematdides pode ser mediado pelo parasitismo,
producdo de antibioticos, toxinas e enzimas, interferéncia no processo de reconhecimento
planta-hospedeiro e inducdo de resisténcia (SIDDIQUI & MAHMOOD, 1999; TIAN et al.,
2007). Plantas de tomate expressando o gene cry5B de B. thuringiensis, foram utilizados em
ensaios com Meloydogine incognita, onde houve o controle do nematoide e redugdo do
numero de galhas nas raizes das plantas apos 45 dias da infestacdo (LI et al., 2008). Vérios
trabalhos demonstram que Bacillus firmus e Bacillus subtilis, bactérias endofiticas que
colonizam diversas especies de plantas, sd&o um potente bionematicida no controle de
Meloidogyne incognita, Helicotylenchus spp, Tylenchorhynchus spp, Radopholus similis e
Ditylenchus dipsaci (ARAUJO & MARCHESI, 2009).

A producdo de fitormonios € um dos principais mecanismos de promogdo no

crescimento das plantas mediada pelos microrganismos endofiticos. Algumas bactérias
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produzem &cido jasmonico, acido abscisico e etileno, auxiliando espécies que crescem sob
condigdes restritas, como seca e salinidade e, também, auxinas, citocininas e giberelinas
(FORCHETTI et al., 2007). Entre os fitorménios produzidos por Bacillus sp., se destacam:
4cido indol acético (KANG et al., 2009), 4cido indol butirico (MARTINEZ-MORALES et
al., 2003), giberelinas (GUTIERREZ-MANERO et al., 2001), citocininas e compostos que
imitam a acdo dos jasmonatos (PING, 2004). Os principais géneros de bactérias endofiticas
utilizadas na promocdo de crescimento de plantas sdo: Acetobacter, Acinetobacter,
Actinomyces, Agrobacterium, Azospirillum, Bacillus, Burkholderia, Curtobacterium,
Pantoea, Pseudomonas e Xanthomonas, entre outros (PEIXOTO NETO et al., 2002).

Outros mecanismos podem influenciar o crescimento das plantas como, por exemplo,
a fixacdo bioldgica do nitrogénio. Algumas bactérias tém a capacidade de realizar a fixacéo
bioldgica de nitrogénio (FBN), onde o N, atmosférico, a partir da acdo da enzima
dinitrogenase, é reduzido a NHs, e logo apos, é convertido a amidas e/ou ureidos (SANTOS et
al., 2008), onde é absorvido pela planta. Essas bactérias sdo denominadas bactérias
diazotroficas associativas e consideradas rizobactérias promotoras do crescimento vegetal
(RPCV); e assumem papel importante na interacdo com raizes de plantas e ciclagem de
nutrientes, entre outros. Além de promover o crescimento vegetal pela FBN bactérias, as
bactérias dizotréficas podem auxiliar o crescimento radicular pela producédo de fitohorménio,
como o acido indol acético, entre outros (MOREIRA et al., 2010). Vérios endofiticos que
fixam nitrogénio em plantas ja foram relatados, sendo os principais géneros estudados:
Gluconacetobacter,  Acetobacter,  Azoarcus, Herbaspirillum,  Burkholderia e
Methylobacterium (BALACHANDAR et al., 2006; GOVINDARAJAN et al.,, 2007). A
capacidade destas bactérias de fixar nitrogénio é de extrema importancia, ja que o nitrogénio é
um dos nutrientes minerais mais criticos para a producao vegetal.

Outro nutriente que limita a planta e sua deficiéncia restringe o rendimento de
producdo é o fosforo. Como os solos tropicais e subtropicais sdo predominantemente &cidos e
normalmente deficientes em fosforo (WANG, 2007), a solugcdo mais comumente utilizada é o
uso de fertilizantes quimicos que possuem alto custo, utilizam energia fossil para serem
produzidos e poluem o ambiente, além disso, sdo rapidamente imobilizados, tornando-se
indisponiveis as plantas (DIAS et al., 2009). Assim, a utilizacdo de microrganismos que
solubilizam fosfato representa uma alternativa economicamente viavel e ecologicamente
correta, pois convertem o fosforo insollvel nas formas solGveis. Dentre esses microrganismos
solubilizadoras de fosfato, destacam-se as bactérias dos géneros Bacillus e Pseudomonas e

alguns fungos como Aspergillus e Penicillium (KHAN; WANG, 2007).
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Desde 2003, foram iniciados estudos no Laboratério de Bactérias
Entomopatogénicas da Embrapa com a finalidade de utilizar B. thuringiensis de forma
sisttmica no controle de pragas (MONNERAT et al., 2003). Dessa forma foi possivel
verificar a colonizagédo dos tecidos das plantas de algod&o e, que, ao inocular B. thuringiensis
préximo as raizes dessas plantas de algodao, colonizou todos os tecidos, chegando aos insetos
que se alimentaram das folhas de algoddo (MONNERAT et al, 2009).

Em 2012, este mesmo grupo selecionou estirpes de B. thuringiensis altamente toxicas
a lepidopteros e avaliou a capacidade dessas estirpes em promover o crescimento de plantas
de repolho e, a0 mesmo tempo, controlar P. xylostella. Nesse estudo, foram detectados células
vegetativas, esporos e cristais em diferentes partes da planta de repolho, com maior
colonizacdo de B. thuringiensis nas raizes. Dessa forma, foi demonstrado que B. thuringiensis
pode ser utilizado de forma sisttmica (PRACA et al., 2012).

No entanto, trabalhos com B. thuringiensis como endofitico e promotor de
crescimento sdo raros. Como esta especie de Bacillus é conhecida como um importante agente
de controle biolégico de pragas, e que pode atuar como microrganismo endofitico, a sua
utilizacdo abre uma nova perspectiva tanto no controle sistémico de insetos-praga como na
promocao do crescimento de plantas de interesse agricola. Esta nova estratégia podera reduzir
algumas desvantagens na utilizagdo de B. thuringiensis como sua sensibilidade aos raios
ultravioletas e a lavagem pelas chuvas (PRACA, 2012).

Dentre os poucos trabalhos realizados nesta area, pode-se citar o desenvolvido por
SANTANA (2014), no qual foram feitos testes iniciais para verificar a acdo de Bt de forma
endofitica sobre o crescimento vegetativo e no controle de S. frugiperda em plantas de
algod&o a partir da selecéo de quatro estirpes de Bt (S1450, S1905, S2122 e S2124) por sua
atividade toxica sobre insetos da ordem Lepidoptera, trés gendétipos de algoddo (BRS 8H,
BRS Aroeira e BRS 286) e dois métodos de inoculacdo (via semente e via planta) em casa de
vegetacao.

Pesquisas sobre a interacdo entre B. thuringiensis endofitico, em diferentes espécies de
plantas como algodéo, arroz, milho, repolho e soja e insetos-praga devem ser e deve-se
observar a permanéncia destes microrganismos no interior das plantas e seu efeito na
promocdo do crescimento, pois este assunto ainda é pouco conhecido.

A utilizagéo dessa estratégia pode diminuir a utilizacdo de adubos e inseticidas, 0 que
diminui a contaminacdo de rios, do solo e do proprio homem, favorecendo, assim, a

preservacdo do meio ambiente.
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3 Hipoteses

) As estirpes S1450, S1905, S2122, S2124 de B. thuringiensis quando sdo inoculadas
nas plantas de algoddo, arroz, milho, repolho e soja sdo capazes de promover 0 Seu
crescimento e desenvolvimento;

. As espécies vegetais apresentam diferenga quando inoculadas via imersdo de sementes
e inoculadas na planta;

. As estirpes S1450, S1905, S2122 e S2124 de B. thuringiensis quando inoculadas nas
plantas de algod&o, arroz, milho, repolho e soja apresentam toxicidade sobre S. frugiperda, A.

gemmatalis e P. xylostella, podendo promover o controle dessas pragas de forma endofitica.

4 Objetivos

4.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito das estirpes S1450, S1905, S2122 e S2124 de B. thuringiensis como
promotoras de crescimento de plantas de milho, arroz, algod&o, repolho e soja e no controle

de forma endofitica dos insetos-praga S. frugiperda, A. gemmatalis e P. xylostella.

4.2 Objetivos especificos

e Auvaliar a germinagéo das sementes e o crescimento de plantas de arroz, milho, algodéo,
repolho e soja apds tratamento de sementes ou inoculagdo pds-emergéncia com estirpes
de B. thuringiensis;

e Comparar os dois métodos de inoculagcdo: tratamento de sementes e inoculagdo pods-
emergéncia de estirpes de B. thuringiensis;

e Identificar a estirpe mais promissora para o controle de S. frugiperda, A. gemmatalis e P.

xylostella de forma endofitica.
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1 INTRODUGCAO

Existem algumas espécies de insetos que sdo considerados pragas-chave em milho,
algodao, arroz, soja e repolho. Dentre estes, podemos destacar como de importancia agricola:
Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae), Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera:
Noctuidae) e Plutella xylostella (Lepidoptera: Yponomeutidae).

Segundo Gritzmacher et al. (2000), S. frugiperda, na cultura do milho, as lagartas em
seus estadios iniciais, consomem somente parte das folhas, podendo reduzir a area foliar e
diminuindo a fotossintese; ja as lagartas maiores perfuram as folhas e se desenvolvem no
cartucho do milho, podendo atacar a espiga. Podem provocar a queda de espigas, gerando
danos diretos girando em torno de 35% no rendimento de grdos (CRUZ, 1995). Na cultura do
algoddo, as lagartas de S. frugiperda alimentam-se de folhas, de botbes florais e,
principalmente, de macds em formacdo (LUTTRELL & MINK, 1999). Causa severos ataques
e reduz significativamente a producdo (PEREIRA, 2007), provocando perdas de até 30% na
cultura do algodoeiro (MIRANDA & FERREIRA, 2005). Na cultura do arroz, a lagarta
danifica plantas novas, corta colmos rentes ao solo, desfolham plantas mais desenvolvidas e
causa danos a flores e paniculas. (PEREIRA, 2007).

Ja A. gemmatalis, também conhecida como “lagarta-da-soja”, ¢ uma das principais
pragas desfolhadoras e, quando ndo manejadas corretamente, podem provocar até 100% de
desfolha, que, dependendo do estaddio de desenvolvimento da planta, ocasionam reducGes
significativas na produtividade da lavoura que podem chegar a perda total (HOFFMANN-
CAMPO et al., 2000).

P. xylostella é considerada a praga mais importante das cruciferas, causando danos e
perdas, interferem no crescimento e até mesmo provocam a morte ou perda total em plantas
comerciais de repolho (B. oleracea var. capitata) (CASTELO BRANCO & GATEHOUSE,
1997), inutilizando-as para o consumo (BIOCONTROLE, 2013).

O controle quimico € o método mais empregado no controle desses insetos-praga.
Como resultado do uso intensivo de inseticidas, uma série de impactos negativos pode
ocorrer, tais como: contaminacdo do meio ambiente, alimentos com residuos de pesticidas,
aumento dos custos de producdo, selecdo de populacgdes de insetos resistentes, eliminacéo de
inimigos naturais presentes na area, entre outros. Assim, a adogdo de alternativas eficientes e
de baixo impacto ambiental ¢ fundamental para o sucesso do controle de pragas (ROEL &
VENDRAMIM, 2006).
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Assim, bioinseticidas a base de B. thuringiensis surgem como alternativa de controle
desses insetos-praga, que sdo produzidos e comercializados no mundo todo para o controle de
lagartas desfolhadoras.

Estudos demonstraram que estirpes de B. thuringiensis foram capazes de colonizar de
forma sistémica plantas de algoddo e de couve (MONNERAT et al., 2003; PRACA et al.,
2012; SANTANA, 2014). Assim, esta forma de utilizacdo de B. thuringiensis pode ser uma
alternativa de controle, onde podera minimizar algumas limitacbes apresentadas por esse
agente de controle bioldgico como, por exemplo, a sensibilidade a radiacdo solar (BRAVO et
al., 2011).
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2. Material e Métodos

O experimento foi realizado no Laboratério de Bactérias Entomapatogénicas (LBE),
localizado na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. Foram utilizadas as seguintes
estirpes de Bacillus thuringiensis: S1905, S2122 e S2124, que sao tdxicas a insetos da ordem
Lepidoptera (PRACA et al.,, 2012). A estirpe padrdo S1450 (B. thuringiensis subespécie
kurstaki, também chamada de HD-1) foi utilizada como padrdo. Todas as estirpes utilizadas
no experimento foram provenientes da Colecdo de Bactérias de Invertebrados pertencente ao
LBE.

2.1 Material vegetal

Sementes das cultivares de repolho hibrido Sekai, soja BRS 8480, milho BRS Sol da
Manhd, algoddo BRS Aroeira e arroz BRSGO Serra Dourada foram utilizados no

experimento.

2.2 Cultivo das estirpes de B. thuringiensis

As estirpes preservadas em tiras de papel filtro foram cultivadas em meio Embrapa
(MONNERAT et al., 2007) em shaker (incubador rotativo Labline Instruments), por um
periodo de 72 horas, a 200 rpm e 30° C, até sua completa esporulacdo, para formacdo do pré-
indculo. Apbs a observacdo de esporos e cristais, em microscopio de fases com aumento de
1000x, as estirpes foram inoculadas em Erlenmeyer com capacidade de dois litros, contendo
600 mL de meio Embrapa e colocadas no shaker por 16 horas. Apos esse periodo, o conteido
do Erlenmeyer, foi vertido em fermentador (Microferm Fermentor New Brunswick
Scientific), e mantido por um periodo de 48 horas a uma temperatura em torno de 28 30°C
e rotacdo de 400 rpm. ApGs esse periodo, foi observada a presenca de esporos e cristais em
microscopio.

As estirpes foram centrifugadas (Centrifuga Hettich Zentrifuger), por 30 minutos a
9500 rpm, e o “pellet” formado foi armazenado em freezer por 16 horas. As estirpes foram
lifiolizadas por 18 horas em liofilizador Labconco modelo Lyphlock 18 e armazenadas em
geladeira entre 4 a 10 °C.

Apos a liofilizagdo das estirpes de B. thuringiensis, foi realizada a contagem das
unidades formadoras de colénias (UFC) de acordo com Alves e Moreira (1998), para a
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quantificacdo do inéculo. A quantificagdo do indculo foi feita utilizando-se 0,005 g de cada
uma das estirpes de B. thuringiensis liofilizadas que foram diluidas em 500 pL de solucéo
salina em eppendorf. Posteriormente, foi realizado choque térmico em placa aquecedora
(Placa aquecedora VWR HBN 40) a 80 °C por doze minutos, e, em seguida, por cinco
minutos no gelo. O contedo de cada eppendorf foi transferido para tubos de ensaio contendo
4,5 mL de solucdo salina (NaCl 0,8 %) e agitados em Vortex. A primeira diluicdo, 10
(diluicdo mae) foi agitada e 500 pL da mesma foram transferidos para novo tubo de ensaio
com 4,5 mL, obtendo-se a diluicdo 107, e assim por diante até a diluicdo 10°. Uma aliquota
de 10 uL de cada uma das diluicdes foi plaqueada em meio Embrapa sélido (MONNERAT et
al., 2007). As placas foram dispostas em bancadas no laboratério por 16 horas a temperatura
ambiente e, apds isso, foi realizada a contagem do numero de coldnias. A concentracdo de
cada uma das estirpes de B. thuringiensis foi de 107 esporos/mL.

2.3 Métodos de inoculagao

2.3.1 Inoculagio nas sementes

As sementes foram separadas em lotes contendo cada um 43 sementes de algodao,
soja, arroz, milho ou repolho. As sementes de cada lote foram imersas em uma suspensao com
cada uma das quatro estirpes de B. thuringiensis, a uma concentracdo de 10" esporos/mL e
uma quantidade de 10 mL de &gua destilada por placa. Em seguida, as sementes foram
mantidas sob agitacdo em plataforma agitadora New Brunswick modelo Innova 2100 por um
periodo de 15 minutos a 200 rpm.

Apo6s o tratamento, as sementes de arroz, algoddo, soja, repolho e milho foram
plantadas em vasos de polipropileno com capacidade de cinco litros contendo substrato
Plantmax ®, na quantidade de seis sementes por vaso, em substrato adubado com 30 g de
NPK/vaso (10-10-10), em casa de vegetacdo. Aos 10 dias apds o plantio, foi feito o desbaste,
deixando-se trés plantas por vaso. As plantas foram regadas com 200 mL de &gua por vaso, a

um intervalo de dois dias, ou quando necessario.

2.3.2 Inoculacdo na planta
As sementes de algoddo, arroz, milho, repolho e soja foram plantadas em vasos de
cinco litros, contendo substrato Plantmax®, com seis sementes por vaso em solo adubado com

30 g de NPK/vaso (10-10-10) em casa de vegetacdo. Os vasos foram dispostos na bancada da
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casa de vegetacdo de forma inteiramente casualizada. Apds dez dias do plantio, foi realizado o
desbaste, onde foram deixadas trés plantas por vaso. A inoculagdo nas plantas foi realizada
onze dias apos o plantio das sementes e foi utilizada uma dose unica de cinco mL de
suspensdo bacteriana das estirpes S1450, S1905, S2122 ou S2124, com uma concentracdo de
10" esporos/mL, onde a inoculagéo foi realizada préxima ao pé da planta. Depois de 10 dias do
plantio, foi realizado o desbaste, deixando-se trés plantas por vaso. Para a testemunha, as
sementes foram plantadas em substrato sem nenhum tipo de tratamento. As plantas foram
regadas com 200 mL de &gua por vaso, a um intervalo de dois dias, ou quando necessario.

A casa de vegetacdo utilizada no experimento foi construida em policarbonato, com
sistema de resfriamento, com temperaturas variando de 22 a 30 °C e umidade do ar entre 35 a
65%.

2.4 Avaliacao dos experimentos

As plantas cujas sementes foram imersas nas solu¢Bes com B. thuringiensis foram
avaliadas em relacéo a velocidade de germinacéo até o sexto dia, onde foi realizado o célculo
do indice de velocidade de Germinagdo (IVG), segundo a metodologia proposta por
MAGUIRE (1962):

G, G, G
IVE=—L+ 2+ +F
N N N

| <2 n

onde:

G,, G,e G, = nlUmero de plantulas na primeira, na segunda e na Ultima contagem
N,, N, e N_=numero de dias de semeadura a primeira, segunda e ultima contagem

Com relagdo aos outros parametros avaliados, todas as plantas dos dois métodos de
inoculacdo foram analisadas semanalmente quanto a altura da parte aérea e quanto ao nimero
de folhas. A altura foi medida entre a distancia do colo até o apice foliar da folha mais
desenvolvida da planta. Aos 45 dias apos o plantio, as plantas foram retiradas dos vasos e foi
avaliado o comprimento da raiz. A altura da parte aérea e comprimento da raiz foram medidos
com auxilio de uma régua graduada de 30 cm. As plantas de arroz, milho e soja quando

atingiram uma altura maior que 40 cm, foram medidas com o auxilio de fita métrica.
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Para obtencdo do peso seco da parte aérea de todas as plantas, as mesmas foram
colocadas dentro de envelopes, identificadas e, em seguida, levadas para estufa para secar por

um periodo de 72 horas, a uma temperatura de 60 °C. As raizes foram lavadas em agua
corrente, retirado o excesso de &gua com papel toalha, embaladas e secas da mesma forma que
a parte aérea. Em seguida, tanto a parte aérea como as raizes foram pesadas em balanca Marte
modelo AS500C.

2.5 Andlise estatistica

Para cada espécie estudada (algoddo, arroz, milho, repolho e soja), o delineamento
utilizado foi o inteiramente casualizado com cinco tratamentos (testemunha, S1450, S1905,
S2122 e S2124) e duas formas de inoculagdo (imerséo de sementes e inoculagdo planta). A
unidade experimental foi composta por um vaso com trés plantas e cinco repeticdes por
tratamento. Primeiramente foi determinada a média das trés plantas por vaso. Depois, foi
obtida a média total das repeti¢fes por tratamento.

Os dados foram submetidos a anélise de variancia, e as médias foram comparadas pelo
teste de Student-Newman-Keuls ou foi usada analise de variancia nao paramétrica (Kruskal-
Wallis) e as diferencas entre as médias foram comparadas pelo teste de Dunn com auxilio do
programa SigmaStat (KUO et al., 1992).

2.6 Avaliacao da patogenicidade das plantas tratadas com B. thuringiensis

As lagartas utilizadas nos bioensaios foram obtidas da criacdo massal da Plataforma de

criagdo de insetos da Embrapa.

- Bioensaios com S. frugiperda, A. gemmatalis e P. xylostella

O bioensaio foi realizado in vitro, ao final do experimento, e foi separado um vaso por
espécie cultivada e por tratamento para retirada das folhas para alimentacéo das lagartas.

Bioensaio com S. frugiperda: foram utilizadas folhas de milho, arroz e algoddo. Foi
colocada uma folha de cada cultura por placa de Petri, totalizando 30 placas por tratamento e

forradas com papel filtro umedecido em agua destilada. Em seguida, foi colocada uma lagarta
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de 2° instar por placa (por serem canibais). As leituras foram diarias e a avaliacdo final foi
realizada ao sétimo dia.

Bioensaio com A. gemmatalis: foram colocadas duas folhas de soja por placa de Petri
forradas com papel filtro umedecido com agua destilada. Foram utilizadas dez lagartas de 2°
instar por placa, com trés repeticGes por tratamento. As leituras foram diarias e a avaliagdo
final foi realizada ao sétimo dia.

Bioensaio com P. xylostella: foi colocada uma folha de repolho por placa de Petri
forradas com papel filtro umedecido com agua destilada. Foram utilizadas dez lagartas de 3°
instar por placa, com trés repeti¢ces por tratamento. As leituras foram diarias e a avaliagdo
final foi realizada ao sétimo dia.

As placas foram fechadas e mantidas na sala de acondicionamento de bioensaios, a

temperatura de 28 + 2°C, e fotoperiodo de 14 horas de luz e 10 horas de escuro.
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3. Resultados e Discussao

3.1 Efeito das estirpes de B. thuringiensis sob a germinacéo de plantas de algodéo, arroz,

milho, repolho e soja

Na germinacdo das sementes de algoddo (ANOVA: F = 3,970; P = 0,016), todas as
estirpes de B. thuringiensis influenciaram positivamente no aumento da velocidade de
germinacdo (Tabela 1). Resultados similares foram obtidos por Aradjo (2008) que, ao
inocular sementes de algoddo em um formulado contendo farinha de ostras e B. subtilis,
observou aumento em sua germinagao.

Ja na germinacdo de sementes de arroz (ANOVA: F = 0,175; P = 0,948), ndo houve
diferenca significativa entre os tratamentos (Tabela 1).

Na germinacédo das sementes de milho (KRUSKAL-WALLIS: H=4,694; P < 0,001), a
estirpe S2122 (S) apresentou diferenca estatistica com relacdo a testemunha e foi semelhante
as demais estirpes (Tabela 1). Resultados semelhantes foram encontrados por Araujo et al.
(2010) quando inoculou bactérias diazotroficas em sementes das cultivares IR42 e Zebu
Branco de arroz e verificou um aumento na velocidade de germinagédo das sementes.

Ja em sementes de repolho (ANOVA: F = 5,580; P = 0,003), houve inibicdo da
velocidade de germinacdo das sementes tratadas com todas as estirpes de B. thuringiensis em
relacdo a testemunha (Tabela 1). Resultados semelhantes foram encontrados por Perboni
(2014), ao avaliar a germinacao de sementes de canola microbiolizadas com B. subtilis.

Em relacdo a germinacdo das sementes de soja (ANOVA: F = 1,037; P = 0,413), ndo
houve diferenca significativa entre os tratamentos (Tabela 1).

Os resultados diferenciados na germinacdo das sementes podem ser explicados pela
influéncia da biossintese de AIA, onde em baixas concentracdes favorecem a germinacéo e,
em altas concentracdes, inibem a germinacdo (SCHLINDWEIN et al., 2008). Outra hip6tese
seria a biossintese de AlA a partir do triptofano, que € o principal precursor de auxina durante
a germinagdo e no desenvolvimento inicial das plantulas (BIALEK & COHEN, 1992).

As fases iniciais do desenvolvimento de uma planta sdo consideradas primordiais, pois
durante a germinacdo das sementes e o estabelecimento da plantula podem ocorrer as maiores
taxas de mortalidade. Com isso, em condigdes de estresse por luz, nutrientes e agua, plantulas
vigorosas se sobressaem, tendo influéncia no estabelecimento da populacéo e na producéo de
grdos (FAROOQ et al., 2006). Assim, a qualidade fisiologica das sementes e o vigor das

plantulas sdo fatores decisivos no sucesso produtivo de uma determinada cultura agricola.
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Portanto, estudos sobre o efeito de microorganismos endofiticos na germinagéo de plantas séo
de grande importancia para a agricultura moderna, estes organismos podem influenciar no

aumento do stand das culturas e consequentemente na produtividade.

Tabela 1 - Avaliacio do indice de Velocidade de Germinacdo das sementes de arroz,
algod&o, milho, repolho e soja imersas em solucdo com as estirpes de B. thuringiensis aos seis

dias apds o plantio.

Tratamentos  Algodao Arroz Milho Repolho Soja

Testemunha 1,1 +0,3b 1,2+0,1a 1,1+0,1b 2,0 £ 0,5a 1,6 +0,2a
S1450 (S) 19+0,4a 1,1+0,2a 1,3+0,3ab 1,3+0,4b 1,6 £ 0,4a
$1905 (S) 2,2+0,5a 1,2+0,2a 1,3+0,3ab 1+0,2b 1,4 +£0,2a
S2122 (S) 1,6 +£0,4a 1,2+0,2a 1,7+0,3a 1,2+£0,3b 1,1+0,3a

S2124 (S) 1,8 +0,4a 1,3+0,07a 14+03ab 1,1+0,3b 1,4+0,3a

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo apresentam diferencas significativas.

3.2 Efeito das estirpes de B. thuringiensis sobre o desenvolvimento das plantas de
algodao, arroz, milho, repolho e algodao

3.2.1 Algodao

Em relacdo a altura de plantas de algoddo, na primeira semana de medicdo da parte
aérea, ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos e a testemunha (Kruskal-Wallis: H
=31,81; P <0,001) (Tabela 2).

Ja na segunda semana, as estirpes S1905 (S), S2122 (S) e S2124 (S) utilizadas na
imersdo das sementes promoveram o crescimento das plantas de algod&o em altura em relacéo
a estirpe S1450 (S) inoculada via imersdo de sementes e a testemunha. Ja as estirpes S1450
(P), S1905 (P), S2122 (P) e S2124 (P), no tratamento inoculagdo planta, inibiram o
crescimento em altura. (ANOVA: F = 14,255; P <0,001) (Tabela 2).

Na terceira (ANOVA: F =4,388; P < 0,001) e quarta semana (ANOVA: F =0,081; P =
0,009), a estirpe S2124 (S), utilizada na imersdo de sementes, continuou a influenciar o
crescimento em altura das plantas, quando comparada com a testemunha, com um incremento
em torno de 10%. Na terceira semana, a estirpe S2124 (S), imersdo de sementes, foi

semelhante as estirpes S1450 (S), S1905 (S) e S2122 (S), via imersdo de sementes e foi
60



diferente estatisticamente do tratamento inoculacéo planta e da testemunha. Na quarta semana
de medicdo da parte aérea, a estirpe S2124 (S), imersdo de sementes, foi semelhante as
estirpes S1450 (S), S1905 (S), S2122 (S), imersdo de sementes e das estirpes S1905 (P),
S2122 (P) e S2124 (P), inoculacéo planta, porém, diferiu estatisticamente da estirpe S1450 (P)
e da testemunha (Tabela 2). Provavelmente a estirpe S2122 (S) S2124 (S) possui uma
interacdo positiva com a cultivar BRS Aroeira de algoddo e algum mecanismo de promogéo
de crescimento pode estar envolvido neste processo como, por exemplo, a producao de AlA.

Esses resultados podem ser explicados pelo fato de bactérias endofiticas estimularem o
crescimento de plantas em um estadio de desenvolvimento e inibem em outro (STURZ &
NOWAK, 2000). Além disso, estudos demonstram que a habilidade de algumas bactérias em
produzir substancias promotoras do crescimento em plantas pode ser altamente especifica a
certas espécies de plantas, ou até mesmo de cultivares (NOWAK, 1998).

Santana (2014), nas mesmas condigdes de plantio, testou as estirpes S1450, S1905,
S2122 e S2124 de B. thuringiensis em dois métodos de tratamento (imersdo de sementes e
inoculacdo planta) em algoddo; no tratamento imersdo de sementes, de algoddo da cultivar
8H, as estirpes S2122 e S2124 promoveram um aumento de 12 % e 11 % no crescimento em
altura das plantas, na primeira e segunda semana de medicdo da parte aérea, respectivamente.
Esse resultado foi semelhante com o presente estudo com a cultivar BRS Aroeira; onde, na
primeira, segunda e terceira semana de medicdo da parte aérea de plantas de algoddo, foi
obtido um incremento de 13,7 %, 12,4 e 12,6 % e 11,7 % e 12,4 %, com as estirpes S2122
(S) e S2124 (S), respectivamente.

A partir da quinta semana (ANOVA: F = 0,081; P = 0,081), nenhuma das estirpes nos
dois métodos de inoculacédo influenciou o crescimento das plantas em altura (Tabela 2).
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Tabela 2 - Altura (cm) da parte aérea de plantas de algoddo em funcdo de dois métodos de

inoculacdo [imersdo de sementes (S) e inoculacdo nas plantas (P)] com as estirpes S1450,
S1905, S2122 e S2124 de B. thuringiensis por cinco semanas.

Tratamento 12 Semana 22 Semana 32 Semana 42 Semana 52 Semana

Testemunha 18,36 +1,49a 26,61+ 1,80b 38,09+2,91b 4561+4,26b 50,22 +5,35a
S1450 (P) 18,11 +1,71a 27,64 +4,42b 38,60 +5,19b 45,38 +£5,49b 50,61 + 4,96a
S1905 (P) 18,58 + 1,09a 28,34 +3,66b  40,69+3,06b 48,76+3,86ab 56,30 + 5,59
S2122 (P) 17,87 £ 2,51a 27,08 + 3,62b 40,08 +4,16b 49,46 +5,00ab 54,73 + 5,64a
S2124 (P) 18,45 + 0,82a 27,71+ 1,02b 40,30 +2,35b 48,10+ 4,58ab 54,64 + 8,20a
S1450 (S) 22,98 £ 0,61a 22,98+0,62b 44,18+28lab 51,36 +2,95ab 55,70 + 3,00a
S1905 (S) 23,02 £ 0,26a 36,21 +3,50a 44,46 +557ab 52,12 +550ab 56,62 + 8,24a
S2122 (S) 23,65 + 2,94a 36,62+337a 47,29+3,3lab 53,44+333ab 59,48 +7,32a
S2124 (S) 23,44 £ 2,63a 36,71 £ 2,91a 48,10 £ 4,76a 56,77 £ 6,36a 62,81 £ 9,51a

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo apresentam diferencas significativas.

Em relacdo a influéncia das estirpes de B. thuringiensis nos dois métodos de
inoculacdo, imersdo das sementes e inoculacdo das plantas, no nimero de folhas de plantas de
algoddo, a estirpe S2124 na primeira semana (Kruskal-Wallis: H = 16,874; P = 0,031) nos
dois métodos de inoculacdo [(S) e (P)] apresentou inibicdo, quando comparadas com a
testemunha e com as estirpes S1905, S2122 e S2124, tanto no tratamento imersédo (S) de
sementes, quanto inoculacdo planta (P) (Tabela 3).

Ja na segunda semana (Kruskal-Wallis: H = 27,254; P < 0,001) de contagem do
numero de folhas, a estirpe S1905 (S), imersdo semente, se destacou no aumento do nimero
de folhas em relacdo a estirpe S1450 (S), imersdo de sementes, e foi semelhante as outras
estirpes, independente do método de inoculagdo. (Tabela 3).

Ja na terceira (Kruskal-Wallis: H = 13,802; P = 0,087), quarta (Kruskal-Wallis: H =
10,824; P = 0,212) e quinta (Kruskal-Wallis: H = 12,730; P = 0,121) semana de contagem do
numero de folhas nas plantas de algoddo, ndo houve diferenca significativa entre 0s
tratamentos e a testemunha (Tabela 3).

O aumento do numero de folhas das plantas de algoddo é interessante pelo fato de
aumentar as taxas de fotossintese e favorecer o desenvolvimento das plantas. Esses resultados

corroboram com os de Santana (2014), que obteve resultados semelhantes, em relacdo ao
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aumento do numero de folhas, com incrementos de 12 % e 11 %, respectivamente, com as
estirpes S2122 (S) e S2124 (S), imersdo de sementes, e a cultivar 8 H de algod&o. Marcuzzo
et al. (2000), em estudos na promocdo de crescimento de aveia, testaram rizobactérias na
microbiolizacdo de sementes, e promoveram um incremento em altura, aos 48 dias de plantio,

em torno de 34 % no nlimero de folhas.

Tabela 3 - Numero de folhas de plantas de algoddo em funcdo dos dois métodos de
inoculacdo [imersdo das sementes (S) e inoculagdo nas plantas (P)] com as estirpes S1450,

S1905, S2122 e S2124 de B. thuringiensis.

Tratamento 12 Semana 22 Semana 32 Semana 42 Semana 52 Semana
Testemunha 4,00+0,00a 4,73 +0,36ab 6,00 + 0,00a 7,33 £0,40a 7,67 £0,23a
S1450 (P) 3,80+0,29a 4,40+0,43ab 5,93+ 0,14a 6,67 = 0,40a 7,47 £ 0,50a
S1905 (P) 4,00+ 0,00a 4,73+0,43ab 6,27 + 0,36a 7,07 £0,27a 7,87 £ 0,69
S2122 (P) 4,00£0,00a 4,46 +0,38ab 6,00 + 0,23a 6,80 £+ 0,38a 7,27 £0,36a
S2124 (P) 3,66 +£0,40b 4,26 +0,27ab 6,00 + 0,00a 6,60 £ 0,27a 7,33 £ 0,40a
S1450 (S) 4,00£0,00a 4,00 +0,00c 5,93 £ 0,36a 6,80 £+ 0,38a 7,67 £0,40a
S1905 (S) 4,00 + 0,00a 5,67 +£0,40a 6,73+ 0,43a 7,33+ 0,70a 8,33+ 0,42a
S2122 (S) 4,00+ 0,00a 5,33+0,52ab 6,20 £ 0,77a 6,93+ 0,72a 7,47 £ 0,50a
S2124 (S) 3,60+0,54b 5,13 £0,69ab 6,07 = 0,64a 7,13 £ 0,65a 8,00 £ 0,67a

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo apresentam diferencas significativas.

Em relagdo ao comprimento (Kruskal-Wallis: H = 1,916; P = 0,099) e peso seco da
raiz (ANOVA: F = 2,839; P = 0,020), ndo houve diferenga significativa entre os tratamentos e
a testemunha (Tabela 4).

Com relacdo ao peso seco da parte aérea (Kruskal-Wallis: H = 10,373; P = 0,240),
houve um aumento nesse parametro nas plantas de algodao tratadas com a estirpe S1905 (S),
via imersdo de sementes, em relagdo a testemunha e as demais estirpes de ambos 0s
tratamentos, e esse resultado foi semelhante as estirpes S1905 (P) e S2124 (P), inoculagédo
planta (Tabela 4). Resultados semelhantes de aumento significativo da massa seca da parte
aerea de plantas de cebola aos 90 dias foram encontrados por Hartmann (2009), ao tratar
sementes de cebola por meio de microbiolizacdo com o isolado UFV40 de Bacillus cereus.
Bertrand et al. (2001), citado por Asghar et al. (2002), isolaram 13 bactérias da rizosfera de

plantas de canola (Brassica napus) para avaliar a atividade dos promotores de crescimento das
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plantas. Oito dos 13 isolados estudados proporcionaram um aumento significativo, de 11 a
52%, no rendimento de matéria seca das plantas de canola.

Tabela 4 — Comprimento das raizes, matéria seca da parte aérea e das raizes de plantas de
algodao em funcédo de dois métodos de inoculagdo, imersdo das sementes (S) e inoculagdo nas
plantas (P) com estirpes de B. thuringiensis apds 45 dias de plantio.

Tratamento Comprimento da Peso Seco Raiz () Peso Seco Parte
Raiz (cm) Aérea (Q)

Testemunha 43,70 £ 5,60a 1,01 +£0,59a 4,32 +1,06b
S1450 (P) 52,14 £ 5,42a 0,84 +0,47a 4,24 +1,57b
S1905 (P) 43,43 £ 4,37a 0,98 £ 0,74a 5,24 + 1,15ab
S2122 (P) 49,67 £ 4,53a 0,72+ 0,67a 4,54 +0,59b
S2124 (P) 52,38 + 2,90a 0,93+0,77a 4,97 +1,23ab
S1450 (S) 49,87 £ 5,52a 0,95+ 0,51a 3,77 £ 0,86b
S1905 (S) 48,67 £ 8,36a 1,44 +1,37a 6,69 + 0,67a
S2122 (S) 46,97 £ 3,50a 0,93+0,71a 4,58 +0,48b
$2124 (S) 44,41 + 2,04a 0,85+ 0,62a 4,49 +0,79b

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo apresentam diferencas significativas.

Os resultados demonstram que h&d uma interagcdo positiva das estirpes S2122 (S) e
S2124 (S) no crescimento em altura, da estirpe S2122 (S) no aumento do nimero de folhas e
da estirpe S1905 (S) no aumento do peso seco da parte aérea de plantas de algoddo. Esse
efeito em plantas pode se dar pela interacdo especifica entre isolados de bactérias e gendtipos
da planta. Essa especificidade pode estar relacionada com a coexisténcia natural da planta
hospedeira e da bactéria ou com o compartilhamento metabdlico entre plantas hospedeiras e
bactérias (HOLL & CHANWAY, 1992; CHANWAY et al., 1988). Além disso, estudos
demonstram que algumas bactérias que tem a habilidade de produzir substancias promotoras
de crescimento em plantas podem ser altamente especifica a certas espécies de plantas, ou até
mesmo de cultivares (NOWAK, 1998).
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3.2.2 Arroz

Na primeira semana (ANOVA: F = 11,983; P < 0,001) de medicao da altura da parte
aérea das plantas de arroz, houve diferenca entre os tratamentos e a testemunha, onde o
tratamento imersédo de sementes com a estirpe S1450 (S) apresentou um incremento em torno
de 30% na parte aérea com relacdo a testemunha e as demais estirpes de ambos os tratamentos
(imersdo de sementes e inoculacao planta) (Tabela 5).

Na segunda semana (ANOVA: F = 8,048; P < 0,001) as estirpes S1450 (S) e S2122
(S), imersdo sementes, se destacaram no crescimento das plantas de arroz, porém, essas
estirpes foram semelhantes a testemunha, e superiores as estirpes S1905 (S) e S2124 (S),
imersao sementes e as demais estirpes inoculacéo planta (Tabela 5).

Ja na terceira semana (ANOVA: F = 4,146; P <« 0,001) todas as estirpes dos
tratamentos imersdo de sementes se destacaram no crescimento das plantas de arroz, porém,
foram semelhantes a testemunha e as estirpes S2122 (P) e S2124 (P), inoculacdo planta e
superiores as estirpes S1450 (P) e S1905 (P) do mesmo tratamento (Tabela 5).

Na quarta semana (ANOVA: F = 2,305; P = 0,042) da medicdo da altura das plantas
de arroz, a estirpe S1450 (P), inoculagéo planta, foi inferior a estirpe S2122 (S), imerséo de
sementes, porem ambas foram semelhantes a testemunha e as estirpes S1905 (P), S2122 (P),
S2124 (P), inoculacdo planta, e as estirpes S1450 (S), S1905 (S) e S2124 (S), imerséo de
sementes (Tabela 5).

Na quinta semana (ANOVA: F = 1,218; P = 0,317) de medicdo da parte aérea das
plantas, ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos e a testemunha (Tabela 5).

Araujo et al. (2012), avaliou 45 isolados de Bacillus sp. no crescimento de Brachiaria
brizantha. Para isto, foi realizada a inoculacdo desses isolados nas sementes dessa graminea.
Desse total, trés isolados de Bacillus sp. (1A, 2B e 6A) foram capazes de promover o
crescimento de B. brizantha, na média de trés cortes efetuados na cultura, durante 180 dias.
Trabalhos utilizando Bacillus sp. na promocdo de crescimento de plantas de arroz sao,
praticamente, inexistentes. Desse modo, esses resultados sdo pioneiros na utilizagdo de B.
thuringiensis na promocdo de crescimento de plantas de arroz, constituindo os primeiros

estudos com essa bhactéria de forma endofitica.
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Tabela 5 - Altura (cm) da parte aérea de plantas de arroz em funcdo de dois métodos de

inoculacdo [imersdo de sementes (S) e inoculacdo nas plantas (P)] com as estirpes S1450,
S1905, S2122 e S2124 de B. thuringiensis por cinco semanas.

Tratamento 12 Semana 22 Semana 32 Semana 42 Semana 52 Semana

Testemunha 23,68 +1,76¢ 36,58 +1,32ab 48,72+ 1,80ab 61,25+ 3,76ab 69,65 + 6,13a
S1450 (P) 21,23 +1,43c 32,40 £ 2,89b 44,52 + 3,07b 56,54 +5,10b 64,20 £ 6,37a
S1905 (P) 22,95+ 2,27c 32,52 + 3,41b 44,12 +5,06b 57,35+6,83ab 66,78 +7,31a
S2122 (P) 22,36 + 2,13c 3545+2,17bc  49,12+3,09ab 60,10 +3,59ab 71,94 +7,19a
S2124 (P) 23,34 +1,18c 37,77 +153ac  51,81+596ab 62,01 +1,6lab 69,52 +4,27a
S1450 (S) 30,64 £2,47a 41,57 £ 3,24a 53,84 +2,42a 64,28+2,15ab 71,94 +5,38a
S1905 (S) 27,04 +1,10b 39,04 + 2,26ac 53,48 +4,21a  63,53+3,06ab 72,20 +6,12a
S2122 (S) 27,39 + 2,590 40,58 £+ 2,82a 54,04 £ 4,19 66,11 +4,43a 74,80 = 4,76a
S2124 (S) 27,56 + 2,490 40,26 £ 3,41ac 53,02 +6,36a 61,02+ 7,24ab 69,09 + 9,03a

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo apresentam diferencas significativas.

Em relacdo ao nimero de perfilhos de plantas de arroz, na primeira (kruskal-Wallis: H
= 12,552; P = 0,128), segunda (kruskal-Wallis: H = 17,427; P = 0,026), terceira (kruskal-
Wallis: H = 6,219; P = 0,623), quarta (kruskal-Wallis: H = 5,983; P = 0,649) e quinta
(ANOVA: F = 0,330; P = 0,949) semana ndo houve diferenca significativa entre 0s

tratamentos e a testemunha (Tabela 6).

66



Tabela 6 - Numero de perfilhos de plantas de arroz em funcdo dos dois métodos de

inoculacdo [imersdo das sementes (S) e inoculagdo nas plantas (P)] com as estirpes S1450,
S1905, S2122 e S2124 de B. thuringiensis.

Tratamento 12 Semana 22 Semana 32 Semana 42 Semana 5% Semana
Testemunha 3,00 £ 0,00a 4,00 +0,00a 5,13 £ 0,29 6,47 +1,44a 8,26+ 3,14a
S1450 (P) 2,86 +£0,18a 393+0,14a 547+060a 6,53+0,80a 7,67+1,08a
S1905 (P) 3,00 £ 0,00a 413+0,29a 6,30+2,02a 7,90+242a 8,97+3,07a
S2122 (P) 2,93+ 0,14a 4,00 + 0,00a 5,87 £ 0,55a 7,00+0,85a 8,67+ 1,45a
S2124 (P) 3,40 £ 0,89 4,06 + 0,14a 6,33+ 1,17a 7,73+£1,60a 9,17 + 2,06a
S1450 (S) 3,00 + 0,00a 4,40 + 0,43a 5,47 £ 0,86a 6,33+1,33a 8,07+1,77a
S1905 (S) 3,00 + 0,00a 4,47 + 0,44a 6,07 = 1,36a 7,13+2,19a 8,73+2,01a
S2122 (S) 3,00 + 0,00a 4,27 +0,43a 5,60 £ 0,72a 7,00+£1,26a 8,33+1/4la
S2124 (S) 3,00 + 0,00a 4,53 + 0,44a 5,60+ 1,21a 6,33+ 1,26a 7,73+1,23a

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo apresentam diferencas significativas.

Nos parametros comprimento raiz (ANOVA: F = 1,940; P = 0,095), peso seco parte
aérea (ANOVA: F = 1,714; P = 0,141) e peso seco raiz (ANOVA: F = 0,807; P = 0,602) de

plantas de arroz, ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos e a testemunha

(Tabela 7).
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Tabela 7 - Comprimento das raizes, matéria seca da parte aérea e das raizes de plantas de
arroz em funcdo de dois metodos de inoculacdo, imersdao das sementes (S) e inoculacdo nas

plantas (P) com estirpes de B. thuringiensis apos 45 dias de plantio.

Tratamento Comprimento Raiz Peso Seco Peso Seco Parte
(cm) Raiz (g) Aérea (Q)

Testemunha 50,26 + 5,42a 1,02 + 0,58a 1,59 + 0,65a
S1450 (P) 45,21 £ 3,72a 0,71+0,18a 1,04 £0,22a
S1905 (P) 47,08 + 2,68a 1,13+ 0,70a 2,30+ 0,97a
S2122 (P) 45,10 £ 2,31a 1,05+0,43a 1,91 +0,53a
S2124 (P) 47,12 £4,99a 0,92 £ 0,34a 1,73+ 0,41a
S1450 (S) 43,50 £ 2,64a 0,92£0,34a 1,63 +0,38a
$1905 (S) 42,12 £ 1,65a 1,39+ 0,43a 2,00 £ 0,62a
S2122 (S) 46,69 + 5,57a 0,92 £ 0,29 2,07+0,17a
S2124 (S) 42,17 £2,83a 0,84 0,29 1,63 +0,52a

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo apresentam diferencas significativas.

Esses resultados em plantas de arroz, onde somente o efeito da bactéria foi verificado
no crescimento em altura, podem ser decorrentes pelo estresse causado pela interferéncia no
processo de colonizacdo das sementes pelas bactérias;o estresse pode afetar a emergéncia, a
formacéo de fitomassa aérea e radicular (PEIXOTO NETO et al., 2002).

Outro efeito seria a variacdo na concentracdo de AIA produzido pela bactéria na
planta, pois esses efeitos podem ser positivos ou negativos, sendo que as consequéncias sao
dependentes da quantidade de AIA produzida e da sensibilidade as mudancas de concentracao
dos diversos tecidos da planta e genétipos (SPAEPEN et al., 2007), o que explicaria parte das
variagbes observadas entre os parametros analisados da planta (crescimento em altura,

numero de folhas e peso seco da parte aérea e raiz).

3.2.3 Milho

Na primeira semana (Kruskal-Wallis: H = 27,065; P < 0,001) de medicdo da parte
todas as estirpes do método imersdo sementes, apresentaram incremento em altura em relacao

a testemunha e a todas estirpes do tratamento inoculagéo planta (Tabela 8).
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J& na segunda semana (ANOVA: F = 4,721; P < 0,001) apenas a estirpe S1450 (S) do
método imersdo sementes manteve o resultado de incremento em altura em relacdo a
testemunha e aos tratamentos inoculagédo plantas, porém foi semelhante as estirpes S1905 (S),
S2122 (S) e S2124 (S), imersdo sementes (Tabela 8).

E interessante o crescimento inicial das plantas de milho, pois isso pode favorecer um
rapido estabelecimento dessas plantas no campo e, também, auxiliar na diminuicéo do ataque
de insetos-praga, principalmente de S. frugiperda.

Resultados similares foram observados por Aradjo e Guerreiro (2009) em plantas de
milho, bacterizadas com os isolados CAS-2, NGR-1, PNP-2, RFJ-1, RUB-2 e TAC-2 de
Bacillus sp. Estes isolados se destacaram quanto ao desempenho na promocao do crescimento
do milho quanto a altura aos 29 e aos 50 dias de plantio, sendo que a condicao solo natural foi
mais propicia ao crescimento do milho, do que o solo autoclavado. Ao inocular o isolado
BH72 da bactéria endofitica diazotréfica Azoarcus sp. em plantas de arroz, HUREK et al.
(1994), obteve um resultado significativo no crescimento dessas plantas.

Na terceira (ANOVA: F = 1,947; P = 0,083), quarta (Kruskal-Wallis: H = 6,364; P =
0,607) e quinta (KRUSKAL-WALLIS: H = 1,333; P = 0,995) semanas de medicdo da parte
aerea das plantas de milho, ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos e a
testemunha (Tabela 8).

Tabela 8 - Altura (cm) da parte aérea de plantas de milho em funcdo de dois métodos de
inoculacdo [imersdo de sementes (S) e inoculacdo nas plantas (P)] com as estirpes S1450,
S1905, S2122 e S2124 de B. thuringiensis por cinco semanas.

Tratamento 12 Semana 22 Semana 32 Semana 42 Semana 52 Semana

Testemunha 56,92 + 3,74b 83,82+4,61b 104,82 +3,46a 119,51+45la 128,55+ 3,46a
S1450 (P) 49,64 £13,62b 80,29+587b 101,59 +5,81la 118,08 +6,71a 129,03 £ 8,39
S1905 (P) 56,90 + 6,16b 83,31+6,67b 104,48 +4,57a 116,67 +3,33a 127,42 £6,22a
S2122 (P) 51,52 +£7,90b 81,35+7,83b 104,92 +3,76a 116,77 +3,10a 127,98 +2,43a
S2124 (P) 54,00 £ 3,20b 79,60 £6,25b 104,17 +7,80a 115,14 +8,35a 128,72 + 3,04a
S1450 (S) 63,85 = 5,16a 95,97 +6,19a 112,46 +6,48a 124,22 +8,45a 134,50 + 4,27a
S1905 (S) 65,26 +2,68a 92,22 +6,26ab 107,86 +4,02a 119,68 + 4,755a 127,32 + 6,35a
S2122 (S) 64,32+4,71a 92,34+8,62ab 109,04 +4,10a 119,68 +4,75a 127,48 £6,61a
S2124 (S) 62,52 +2,38a 90,68 +3,04ab 108,96 +6,29a 120,70 +10,28a 129,55 + 11,0a

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo apresentam diferencas significativas.
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Na primeira semana (ANOVA: F = 6,564; P < 0,001) de contagem do numero de
folhas das plantas de milho, 0 método imersdo de sementes com as estirpes S1905 (S), S2122
(S) e S2124 (S) se destacou quando comparado com a testemunha e com as estirpes do
método inoculacdo planta, mas foi semelhante a estirpe S1450 (S), imersdo de sementes
(Tabela 9).

Na segunda (ANOVA: F = 2,526; P = 0,027) e terceira (ANOVA: F = 2,091; P =
0,063) semana nao houve diferenca significativa entre os tratamentos (Tabela 9).

Na quarta semana (ANOVA: F = 16,090; P < 0,001), a estirpe S2124 (S), imers&o de
sementes se destacou no aumento do nidmero de folhas quando comparada com a testemunha
e com as estirpes do tratamento inoculacdo planta e com a estirpe S1450 (S), imersdo de
sementes; porém foi semelhante as estirpes S1905 (S) e S2122 (S), imersdo de sementes
(Tabela 9).

Na quinta semana (Kruskal-Wallis: H = 31,717; P < 0,001) a estirpe S2124 (S),
imersdo de sementes, continuou se destacando quando comparada com a testemunha, com as
estirpes S1450 (P) e S2124 (P), inoculacdo planta, porém a meédia da altura ndo variou em
relacdo a quarta semana de contagem do numero de folhas, continuando a mesma (quarta
semana: media = 10,67; quinta semana: média: 10,67). Esse resultado foi semelhante as
estirpes S1905 (P) e S2122 (P), inoculacdo planta, e as estirpes S1450 (S), S1905 (S) e S2122
(S), imersdo de sementes (Tabela 9).

Guerrero (2008), ao inocular os isolados bacterianos BRG-2, CAS-2, NGR-1, PNP-2,
PRP-2, TAC-2 de Bacillus sp., relatou que houve aumento no nimero de folhas desdobradas

de plantas de milho aos 50 dias apds o plantio, cultivadas em solo autoclavado.
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Tabela 9 - Nimero de folhas de plantas de milho em funcdo dos dois métodos de inoculagdo

[imerséo das sementes (S) e inoculagéo nas plantas (P)] com as estirpes S1450, S1905, S2122
e S2124 de B. thuringiensis.

Tratamento 12 Semana 22 Semana 32 Semana 42 Semana 52 Semana

Testemunha 5,26+043b 7,20+0,60a 7,87 £0,38a 8,60 + 0,43c 9,07 £ 0,43b
S1450 (P)  513+0,18p  7,40+0,36a 8,13 +0,55a 8,60 + 0,43c 8,97 £ 0,47b
S1905 (P) 5,33 £ 0,40b 7,20 +0,18a 8,27 +0,72a 9,00 + 0,33bc 9,40 £ 0,14ab
S§2122 (P)  527+0,27b  7,73+0,27a 8,60+059a  9,07+0,54bc 9,40 + 0,43ab
S2124 (P) 5,40 + 0,54b 7,27 +0,64a 8,27 + 0,49 8,3 + 0,36¢C 9,13+ 0,44b
S1450(S) 587+0,38ab 7,27+0,64a 8,73+0,27a  9,27+0,35bc 9,87 + 0,50ab
S1905 (S) 6,20 = 0,38a 8,00 +0,97a 8,67 +0,57a 9,53+0,18ab 10,40 + 0,43ab
S2122 (S) 6,07 £ 0,27a 7,93 + 0,36a 8,73 +0,14a 9,53+0,18ab 10,40 + 0,49ab
S2124 (S) 6,07+0,27a 8,20+044a 8,73+0,43a 10,67+0,23a 10,67 £0,23a

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo apresentam diferencas significativas.

Em relacdo ao comprimento das raizes (ANOVA: F = 5,126; P < 0,001) das plantas de
milho, a estirpe S1905 (S), imersdo de sementes, promoveu 0 aumento do comprimento das
raizes em relagdo a testemunha e as demais estirpes de ambos os tratamentos, com incremento
em torno de 50% (Tabela 10). O aumento no comprimento da raiz das plantas de milho
promove uma maior eficiéncia na retirada de agua, auxiliando a planta em periodos secos,
além de favorecer na absorcao de nutrientes. O crescimento em comprimento das raizes pode
esta relacionado com a producéo de AIA, pois foi verificado a producdo desse fitohorménio
pela estirpe S1905 em trabalhos com repolho (PRACA, 2012). Em trabalho com B. subtilis
foi verificado um estimulo no desenvolvimento radicular de plantas de soja, em resposta da
producdo de fitohormonios pela bactéria durante seu desenvolvimento (ARAUJO et al.,
2005). Mafia et al (2007), ao avaliar o enraizamento e crescimento de eucalipto, selecionou
dois isolados de B. subtillis (S1 e 3918) que foram efetivos para enraizamento e aumento da
biomassa radicular, com incrementos da ordem de 40,6 e 114,2 %, respectivamente.

J& com relagdo ao peso seco da raiz (Kruskal-Wallis: H = 9,837, P = 0,277) e peso seco
da parte aérea (Kruskal-Wallis: H = 16,345; P = 0,038) ndo houve diferenca significativa
entre os tratamentos (Tabela 10). Cerigioli (2005), em experimento utilizando imersdo de

sementes de milho em suspensdo bacteriana de Bacillus megaterium por 12 horas, em solo

71



esterilizado suplementado apenas com zinco, onde as plantas foram coletadas 30 dias apds a

emergéncia e nao obteve um aumento significativo no peso seco da parte aérea e das raizes.

Tabela 10. Comprimento das raizes, matéria seca da parte aérea e das raizes de plantas de
milho em funcdo de dois métodos de inoculacdo, imersdo das sementes (S) e inoculacdo nas
plantas (P) com estirpes de B. thuringiensis apds 45 dias de plantio.

Tratamento Comprimento Peso Seco Raiz Peso Seco
Raiz (cm) (9) Parte Aérea (Q)

Testemunha 72,05 £9,92b 5,79+ 2,74a 12,69 £ 0,82a
S1450 (P) 83,90 + 4,64b 6,36 + 0,88a 10,65 + 1,83a
$1905 (P) 74,52 + 6,57b 5,51 + 1,36a 14,51 +1,61a
S2122 (P) 66,57 + 8,42b 6,89 + 2,62a 14,72 + 2,62a
$2124 (P) 68,44 + 15,86b 7,07 +1,12a 13,90 + 2,56a
S1450 (S) 84,95 + 10,06b 6,79 £ 1,52a 15,58 + 0,46a
S1905 (S) 111,17 +24,75a 4,63 +1,51a 14,57 + 0,33a
$2122 (S) 77,61 +552b 6,14 +0,93a 14,87 +0,71a
S2124 (S) 69,41 + 10,26b 491 +1,63a 13,03 +1,84a

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo apresentam diferencas significativas.

Novamente, foi verificado uma interacdo positiva entre as estirpes S1450 (S), S1905
(S) e S2124 (S) de B. thuringiensis, via imersdo de sementes, com as plantas de milho; onde a
estirpe S1450 (S), favoreceu o aumento no crescimento em altura, a estirpe S2124 (S)
favoreceu o aumento do namero de folhas, porém, essa estirpe foi semelhante a estirpe S1905
(S); e a estirpe S1905, que estimulou o crescimento em comprimento das raizes. Esses
resultados sdo pioneiros na utilizacdo de B. thuringiensis na promoc¢do de crescimento de
plantas de milho, constituindo os primeiros estudos com essa bactéria de forma endofitica, e

demonstram o potencial do uso destas bactérias nesta cultura.

3.2.4 Repolho

Na primeira semana (ANOVA: F = 22,848; P < 0,001) de avaliagcdo da altura da parte

aerea, os dois métodos de inoculacdo se destacaram da testemunha, sendo que o metodo de
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inoculacdo, imersdo de sementes obteve um desempenho em crescimento ainda melhor que a
inoculacédo planta (Tabela 11).

Na segunda semana (ANOVA: F =18,077; P < 0,001), todas as estirpes de B.
thuringiensis, no tratamento imersao de sementes continuaram a influenciar o crescimento em
altura das plantas de repolho em relacdo a testemunha e ao tratamento inoculagdo planta
(Tabela 11).

Na terceira semana (ANOVA: F = 5,182; P < 0,001), todas as estirpes, imersdo de
sementes, apresentaram incremento na altura das plantas de repolho quando comparada com a
testemunha e a estirpe S2124 (P), tratamento inoculagdo planta; porém foram semelhantes as
estirpes S1450 (P), S1905 (P) e S2122 (P), inoculacdo planta (Tabela 11).

Na quarta (ANOVA: F = 1,331; P = 0,260) e quinta (ANOVA: F = 0,979; P = 0,468)
semanas ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos e a testemunha (Tabela 11).

Novamente foi verificado o crescimento em altura das plantas de repolho j& na primeira
semana de medicao da parte aérea, o que favorecer a implantacdo da cultura em campo, além
de diminuir o ataque de insetos-pragas, entre esses, P. xylostella.

Esses resultados corroboram com o trabalho de Praca (2012) em estudos de promocao
do crescimento vegetal em repolho, onde verificou que o melhor tratamento foi a imersao de
sementes em sedimento da estirpe S1905 de B. thuringiensis pelo tempo de 15 minutos,
demonstrando um incremento significativo no crescimento das plantulas, em torno de 200% e
na altura da parte aérea, de 12 %. Perboni (2014), onde sementes de canola hibrido 61 foram
imersas em uma solucdo de Bacillus sp. e promoveram o crescimento das plantas em altura.
Inbar et al. (1994) ao tratar solo com isolado de fungo Trichoderma harzianum, onde obteve
aumento significativo quanto a altura das plantas em 24% e 17%, e peso de massa seca em

25% e 29% em pepineiro e pimenteira.
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Tabela 11 - Altura (cm) da parte aérea de plantas de repolho em funcdo de dois métodos de
inoculacdo [imersdo de sementes (S) e inoculacdo nas plantas (P)] com as estirpes S1450,
S1905, S2122 e S2124 de B. thuringiensis por cinco semanas.

Tratamento 12 Semana 22 Semana 32 Semana 42 Semana 5% Semana

Testemunha 597+0,93c 11,52+ 1,52c 18,91 +2,14b 23,44 +2,88a 26,32 + 2,57a
S1450 (P) 7,87 +£0,16b 13,48+0,84b 20,43 +1,77ab 2553+2,7la 28,52+ 2,33a
S1905 (P) 7,66 +0,82b 13,17+1,13bc 2055+1,32ab 24,87+145a 27,41+ 1,09a
S§2122(P) 8,12+0,37b 13,79+0,62b 20,50+ 0,64ab 25,05+1,86a 28,08 +1,07a
S2124 (P) 7,50+ 0,75b 13,14 +0,97b 1938+1,04b 2481+158a 26,73+1,47a
S1450 (S) 10,27 +0,37a 16,85+ 0,72a 2258 +1,16a 2542+1,30a 27,83+154a
S1905(S) 10,30+0,61a 16,79 +0,79a 23,27 +2,32a 27,29+196a 28,65+ 1,94a
S2122 (S) 9,72+050a 17,17 £1,68a 2294 +1,16a 25,78+1,48a 27,67 +1,36a
S2124 (S) 950+1,12a 15,74+0,83a 2227 +1,73a 2557+1,85  27,53+1,50a

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo apresentam diferencas significativas.

Em relagdo ao numero de folhas de plantas de repolho na primeira semana (Kruskal-
Wallis: H = 35,171; P < 0,001) a estirpe S1450 (S), imersdo de sementes, apresentou
diferenca estatistica quando comparada com a testemunha e as estirpes S1450 (P) e S2122 (P),
inoculacdo planta; porém a estirpe S1450 (S) foi semelhante as estirpes S1905 (S), S2122 (S)
e S2124 (S), imersdo de sementes e as estirpes S1905 (P) e S2124 (P), inoculagédo planta.

Na segunda semana (Kruskal-Wallis: H = 35,475; P < 0,001) a estirpe S1450 (S),
imersdo de sementes, continuou a influenciar no aumento do ndmero de folhas, diferindo
estatisticamente da testemunha, da estirpe S 2122 (S), imersdo de sementes e de todas as
estirpes do tratamento inoculagdo planta, porém essa mesma estirpe foi semelhante as estirpes
S1905 (S) e S2124 (S) e (Tabela 12).

Este resultado é importante, pois pode favorecer a fotossintese e com isso a
produtividade da cultura. Um incremento no namero de folhas de 19,53% foi observado por
Barreti et al. (2008) em plantas de tomate tratadas com isolado UFV-E49 quando comparado
com a testemunha.

Ja na terceira (ANOVA: F =1,779; P = 0,114), quarta (Kruskal-Wallis: H = 12,041; P =
149) e quinta (ANOVA: F = 2,331; P = 0,040) semana de contagem do nimero de folhas nao

houve diferenca significativa entre os tratamentos e a testemunha (Tabela 12).
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Tabela 12. NUimero de folhas de plantas de repolho em funcdo dos dois métodos de

inoculacdo [imersdo das sementes (S) e inoculagdo nas plantas (P)] com as estirpes S1450,
S1905, S2122 e S2124 de B. thuringiensis.

Tratamento 12 Semana 22 Semana 32 Semana 42 Semana 52 Semana
Controle 4,00+0,00b 580+0,290  7,27+0,43a 8,27+0,72a  9,53+0,93a
S1450 (P)  4,00+0,00b  6,00+0,00b  7,93+0,64a 9,07+0,72a 10,27 +£0,79a
S1905(P) 4,07+0,15ab  6,00+0,00b 7,87 +0,18a 8,80+0,50a 9,53+0,77a
§2122(P)  4,00+£0,00b  6,00+0,00b  8,33+0,70a 9,20+0,96a 10,87 +1,30a
§2124(P)  4,13+0,30ab 573+0,36b 7,47 +0,93a 847+0,96a 9,67+0,67a
S1450 (S) 5,07 £ 0,14a 7,20 £ 0,44a 8,80 + 0,90a 9,53+0,44a 11,40+0,54a
S§1905(S) 5,00+0,00ab 7,00+0,00ab 8,47 +1,0la 9,43+0,86a 11,03+0,65a
§2122(S) 453+045ab 6,53+050b  8,33+1,02a 8,87+0,65a 10,80+1,19a
S2124 (S) 460+0,37ab 6,80+0,44ab 8,43+1,22a 8,93+1,18a 10,70 +1,75a

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo apresentam diferencas significativas.

Em relagdo ao comprimento da raiz (Kruskal-Wallis: H = 8,205; P = 0,414), peso seco
parte aérea (ANOVA: F = 1,720; P = 0,139) e peso seco da raiz (ANOVA: F = 1,290; P =
0,290) de plantas de repolho, ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos e a
testemunha (Tabela 13).
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Tabela 13. Comprimento das raizes, matéria seca da parte aérea e das raizes de plantas de
repolho em fungdo de dois métodos de inoculagdo, imersdo das sementes (S) e inoculacéo nas

plantas (P) com estirpes de B. thuringiensis ap0s 45 dias de plantio.

Tratamento Comprimento Peso Seco Raiz (g) Peso Seco Parte
Raiz (cm) Aérea (9)

Testemunha 49,67 + 2,08a 0,33+ 0,16a 2,14 +0,92a
S1450 (P) 51,40 £ 9,89a 0,42 £ 0,13a 2,71+ 0,40a
S1905 (P) 59,95 + 8,55a 0,44 + 0,14a 2,86 + 0,46a
S2122 (P) 56,65 + 2,44a 0,59 £ 0,29a 2,82 +0,36a
S2124 (P) 50,75+ 1,93a 0,54 + 0,32a 2,50 £ 0,25a
S1450 (S) 54,33 + 0,15a 0,65+ 0,07a 3,10+0,23a
S1905 (S) 48,70 £ 2,24a 0,59 + 0,25a 3,24 £ 0,81a
S2122 (S) 48,97 + 3,48a 0,69 £ 0,25a 3,00+ 0,87a
S2124 (S) 52,07 £ 1,24a 0,65+ 0,18a 3,44 £ 0,53a

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo apresentam diferencas significativas.

Nota-se que em plantas de repolho, que todas as estirpes de B. thuringiensis, imersao
de sementes, favoreceram o crescimento em altura dessas plantas; ja em relacdo ao nimero de
folhas, a estirpe S1450 (S), imersdo de sementes, teve uma acgdo favoravel; porém, nos demais
parametros ndo houve diferenca entre os tratamentos. Isso, possivelmente, pode ser explicado,
pelo fato de que substéncias promotoras de crescimento produzidas por bactérias podem ser
altamente especificas a certas espécies de plantas, ou até mesmo de cultivares, como também
a diferentes ambientes onde estdo inseridos, ou, por sua vez, em decorréncia do estresse pelo
qual a comunidade possa estar passando devido a alteracbes ambientais e antropogénicas
(Oliveira et al., 2009; Jha et al., 2009; Prakamhang et al., 2009).

3.2.5 Soja

Na primeira semana (ANOVA: F = 10,882; P < 0,001) de mensuracdo da altura da
parte aérea das plantas de soja, as estirpes S1450 (S), S1905 (S), S2122 (S) e S2124 (S),
imersdo de sementes, promoveram um melhor crescimento em altura em relagdo a testemunha

e a0 método de tratamento inoculagéo planta (Tabela 14). Esse crescimento inicial das plantas
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de soja é importante pelo fato do répido estabelecimento da cultura e favorecer na diminuicao
do ataque de A. gemmatalis, importante lagarta desfolhadora na cultura da soja.

Na segunda semana (ANOVA: F = 7,879; P < 0,001) as estirpes S1450 (S), S2122 (S)
e S2124 (S), imersdo de sementes, se destacaram no crescimento em altura das plantas em
relacdo a testemunha, a estirpe S1905 (S) e todas as estirpes do método de tratamento
inoculacéo planta (Tabela 14).

Na terceira semana (ANOVA: F = 2,282; P = 0,043) de medicdo da parte aérea, a
estirpe S2122 (S) se destacou no crescimento, em relacdo as estirpes S1450 (P) e S1905 (P),
porem foi semelhante a testemunha e as demais estirpes dos dois métodos de tratamento,
imersdo de sementes e inoculagéo planta (Tabela 14).

Na quarta (ANOVA: F = 1,139; P = 0,362) e quinta (ANOVA: F = 0,715; P = 0,677)
semanas ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos e a testemunha (Tabela 14).

Aradjo e Hungria (1999) avaliaram o uso do B. subtilis na cultura da soja e
observaram que houve um aumento na nodulacdo e no crescimento das plantas, além de um
aumento significativo no rendimento da cultura no campo. Sakiyama (2001), ao avaliar
estirpes de bactérias endofiticas, verificou que as estirpes CL4, CL8, F7-4, F6 e SS110
promoveram o crescimento de explantes da cultivar Catuai Vermelho de Coffea arabica L. e
da cultivar Apoata de Coffea canephora Pierre ex Froenhe.
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Tabela 14 - Altura (cm) da parte aérea de plantas de soja em funcdo de dois métodos de
inoculacdo [imersdo de sementes (S) e inoculacdo nas plantas (P)] com as estirpes S1450,
S1905, S2122 e S2124 de B. thuringiensis por cinco semanas.

Tratamento 12 Semana 22 Semana 32 Semana 42 Semana 52 Semana

Testemunha 25,02+ 1,64bc 39,45+ 2,41ad 54,66 +£3,79ab 66,82 +5,06a 76,36 £ 9,72a
S1450 (P) 23,74+1,18cd 37,00+ 2,14bc 50,60 +6,11b 62,40+ 11,10a 71,90 + 14,31a
S1905 (P) 20,67 +4,02d 33,54+4,14b 49,97+7,33b 59,61 + 9,86a 66,01 £ 9,18a
§2122 (P) 25,96 +2,51c 40,22 +3,26ac 52,99 +2,19ab 62,91+5,65a 70,80+ 9,30a
§2124 (P) 25,97 +2,33bc 39,49 +2,04ac 54,14+2,88ab 64,92+6,15a 74,38 + 8,69a
S1450 (S) 32,04+2,77a 4450+263a 57,97+4,18ab 71,40+4,21a 78,30 £ 6,28a
S1905(S) 28,47+1,37a 42,47+159c 54,36 +3,29ab 62,92+7,35a 72,08+ 11,29a
S2122 (S) 30,75+0,96a 45,27 +3,85a 61,30+6,63a 71,38+12,10a 78,77+12,73a
§2124(S) 29,24 +3,29a 43,64+392a 56,26+7,31ab 66,36 +10,3la 70,95+ 13,27a

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo apresentam diferencas significativas.

Na primeira (Kruskal-Wallis: H = 12,219; P 0,142) e segunda (Kruskal-Wallis: H =

26,815; P < 0,001) semana de contagem do numero de folhas de plantas de soja, ndo houve

diferenca significativa entre os tratamentos e a testemunha (Tabela 15).
J& na terceira semana (ANOVA: F = 4,081; P = 0,002), a estirpe S1905 (S), imersao de

sementes, se destacou no aumento do nimero de folhas de plantas de soja quando comparada
com a estirpe S1450 (P) e S2122 (P), inoculagdo planta; porém foi semelhante a testemunha e
as demais estirpes dos dois métodos de tratamento, imersdo de sementes e inoculacdo plantas
(Tabela 15).

Na quarta (ANOVA: F = 2,471 P = 0,030) e quinta (ANOVA: F = 2,956; P = 0,012)
semana ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos e a testemunha (Tabela 15).

Neves et al. (2001) microbiolizando sementes de cebola com 25 bactérias isoladas de
diferentes nichos, avaliaram a promocdo de crescimento de cebola em dois estadios de
desenvolvimento realizados aos 60 e 120 dias, obtendo 22,2% e 14,9% de incremento para o

numero de folhas.

78



Tabela 15. Nimero de folhas de plantas de soja em funcdo dos dois métodos de inoculagédo

[imerséo das sementes (S) e inoculagéo nas plantas (P)] com as estirpes S1450, S1905, S2122
e S2124 de B. thuringiensis.

Tratamento 12 Semana 22 Semana 32 Semana 42 Semana 52 Semana

Testemunha 4,00+0,00a 5,13+0,29a 6,67+0,40ab 8,07 +£0,14a 9,33+ 0,94a
S1450 (P) 3,60+054a 5,00+£0,00a 6,33+0,62b 7,87 +1,30a 9,20 + 1,59
S1905 (P) 3,73+0,43a 4,80+0,44a 6,53 +0,50ab 7,93+ 0,14a 9,33+ 0,47a
S2122 (P) 4,00+ 0,00a 5,00+0,00a 6,00+ 0,00b 7,67 +£0,67a 9,57 +1,23a
S2124 (P) 380+044a 5,20+0,44a 6,47 £0,50ab 7,93+ 0,79 9,87 £ 1,09
S1450 (S) 4,00+0,00a 5,47+0,50a 7,07 +0,59b 8,40 £ 0,89 11,33+ 1,43a
S1905 (S) 4,00+0,00a 587+0,29a 7,53+050a 9,07+0,72a 11,20+ 0,86a
S2122 (S) 4,00+0,00a 587+0,29a 7,33+0,62ab  9,13+0,55a 11,20+ 1,0la
S2124 (S) 4,00+0,00a 540+054a 6,80+0,76ab 8,00+08la  10,13+1,30a

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo apresentam diferencas significativas.

Em relagdo ao comprimento da raiz (Kruskal-Wallis: H = 6,086; P = 0,638), peso seco
da parte aérea (Kruskal-Wallis: H = 13,101; P = 0,108) e peso seco da raiz (ANOVA: F =

1,273; P = 0,298) de plantas de soja, ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos e a

testemunha, ndo possuindo efeitos benéficos ou deletérios (Tabela 16).
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Tabela 16. Comprimento das raizes, matéria seca da parte aérea e das raizes de plantas de
soja em funcdo de dois métodos de inoculagdo, imersdo das sementes (S) e inoculacdo nas

plantas (P) com estirpes de B. thuringiensis apos 45 dias de plantio.

Tratamento Comprimento  Peso Seco Raiz (g) Peso Seco Parte
Raiz (cm) Aérea (9)

Testemunha 66,29 + 15,10a 0,87 £ 0,36a 3,567 £ 0,45a
S1450 (P) 69,04 +£11,73a 1,00 £0,17a 4,15+ 0,87a
S1905 (P) 83,35+ 40,31a 0,85+ 0,43a 3,08+1,13a
S2122 (P) 57,20 +1,16a 0,81 £ 0,26a 3,30+ 0,93a
S2124 (P) 59,10 + 6,49 0,61+0,14a 2,35+0,34a
S1450 (S) 66,27 + 5,32a 0,57 £ 0,20a 2,47 £ 0,35a
S1905 (S) 93,80 £ 51,57a 0,82 £ 0,20a 3,00+ 0,43a
S2122 (S) 65,01 + 12,74a 0,80 £ 0,21a 3,00+ 0,482
S2124 (S) 64,41 + 13,60a 0,53 £ 0,35a 2,62 +1,25a

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo apresentam diferencas significativas.

E possivel notar que nas plantas de soja, somente houve resultados significativos no
crescimento da parte aérea das plantas, onde as estirpes S1450 (S), S2121 (S) e S2124 (S),
imersdo de sementes, promoveram um crescimento significativo em alturas dessas plantas; ja
no aumento do nimero de folhas, somente a estirpe S1905 (S), imersdo de sementes, teve um
efeito significativo, porém somente na terceira semana. Estudos na promocéo de crescimento
vegetal em soja com B. thuringiensis de forma endofitica € inexistente na literatura; desse
modo esse trabalho é o primeiro no Brasil a ser desenvolvido, contudo, estudos posteriores
sd80 necessarios para entender os mecanismos envolvidos no crescimento dessas plantas
mediados por essa bactéria.

O método de tratamento imersdo de sementes com as estirpes de B. thuringiensis, foi
aquele em que foram obtidos os melhores resultados para a cultura da soja, assim como para
as outras culturas estudadas, conforme descrito anteriormente. O melhor desempenho das
plantas inoculadas através da imersdo de sementes pode ser devido ao fato que a imersao da
bactéria na semente, antes do semeio da mesma, pode ser 0 método mais conveniente de
introduzir a bactéria na planta, pois, durante o processo de germinacdo da semente, esta libera

carboidratos e aminoédcidos em abundancia na forma de exsudatos que favorecem a bactéria
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(SUBRAHMANYAM et al., 1983), o que aumenta as chances do seu estabelecimento de
forma endofitica (STIRLING, 1991).

Esses resultados demonstram que 0 método de tratamento imersdo de sementes foi o
mais eficiente, sendo verificada a ocorréncia de efeitos significativos na emergéncia de
sementes de algodao e milho e na promocdo de crescimento de todas as espécies vegetais
testadas nesse estudo, independente da estirpe ou da espécie vegetal utilizada. Assim, as
estirpes de B. thuringiensis podem ter colonizado tanto externa como internamente as plantas,
favorecendo a sintese de hormonios de crescimento ou induzindo a sintese destes compostos,
que influenciam no crescimento das plantas (COCKING, 2003). As bactérias promotoras de
crescimento podem ter influenciado o crescimento das plantas pelo mecanismo direto,
afetando o metabolismo das plantas, por processos como a fixacdo de nitrogénio,
solubilizacdo de fosforo e ferro ou produzindo hormdnios como auxinas, giberelinas,
citocininas e etileno (BASHAN & DE-BASHAN, 2005).

Assim, a producdo de fitorm6nios € um dos principais mecanismos de promogdo no
crescimento das plantas mediada pelos microrganismos endofiticos. Entre os fitormonios
produzidos por Bacillus sp., se destacam: &cido indol acético (KANG et al., 2009), acido
indol butirico (MARTINEZ-MORALES et al., 2003), giberelinas (GUTIERREZ-MANERO
et al., 2001), citocininas e compostos que imitam a acdo dos jasmonatos (PING, 2004). Além
disso, podem promover o crescimento vegetal por meio da solubilizacdo de fosfato, ou pela
fixacdo bioldgica de nitrogénio (WANG, 2007).

A partir dos resultados, suspeita-se que o AIA possa ser um fator de importancia no
crescimento das plantas no ensaio de promoc¢éo de crescimento, pois o crescimento em altura
das plantas pode estar relacionado com a producdo de AIA e citocinina, uma vez que 0
balanco entre auxinas e citocininas faz a regulacdo da diferenciacdo celular vegetal, onde
concentragdes maiores de citocinina induzem o crescimento da parte aérea de plantas
(SPAEPEN et al., 2009). Desse modo, especula-se, também, que a producdo de citocininas
pelas bactérias contribui para a concentracdo desse fitohorménio na planta, onde influencia
em seu crescimento e desenvolvimento (PERTRY et al., 2009). Os efeitos do AlA produzido
pelos microrganismos endofiticos sdo o crescimento e alongamento das raizes, aumento dos
pelos radiculares, o que melhora a absor¢édo e nutrientes do solo para a planta, o que resulta
em um melhor desenvolvimento da planta (VERMA et al., 2001; CABALLERO-MELLADO,
2006).

As estirpes bacterianas tiveram efeitos diferenciados em funcdo da espécie de planta e

da estirpe utilizada. Isso indica que algumas estirpes podem promover o crescimento em uma
81



espécie de planta e serem ineficazes em outras, como foi demonstrado em um estudo na
inoculacdo de rizobactérias em miniestacas de eucalipto (TEIXEIRA, 2007). Além disso, a
interacdo planta-endofito é regida por uma intima relacdo, que é envolvida por um processo
de co-evolucdo onde o tipo de colonizacdo é influenciado pelo gendtipo, estadio de
crescimento, status fisioldgico, tipo de tecido da planta, préaticas agricolas, aléem de condicGes
ambientais tais como, temperatura, oferta de &gua e nutrientes (COMPANT et al., 2010,
DAVITT et al., 2011, GUNDEL et al., 2011).

Embora, em muitos casos, cada estirpe pode atuar de forma especifica em determinada
cultivar ou hibrido, podem existir estirpes que podem promover o crescimento em diferentes
espécies, como foi verificado no trabalho de Raasch et al. (2013), que, ao inocular o produto
Rizolyptus® (Bacillus subtilis) em clones de eucalipto, obteve um maior crescimento em
altura nas miniestacas 1277 e 1144, com um ganho de 20,3 e 37,2%, respectivamente. Isso,
possivelmente, pode ser explicado, pelo fato de que substancias promotoras de crescimento
produzidas por bactérias podem ser altamente especificas a certas espécies de plantas, ou até
mesmo de cultivares, como também a diferentes ambientes onde estdo inseridos, ou, por sua
vez, em decorréncia do estresse pelo qual a comunidade possa estar passando devido a
alteracbes ambientais e antropogénicas (OLIVEIRA et al., 2009; JHA et al., 2009;
PRAKAMHANG et al., 2009).

3.3 Bioensaios

Nos bioensaios com arroz e milho, as lagartas de S. frugiperda néo se alimentaram das
folhas provenientes dos dois métodos de inoculacdo com as estirpes S1450, S1905, S2122 e
S2124, nem das folhas testemunha. Nenhum sintoma de dano foi observado nas folhas. Como
as lagartas sao criadas com dieta artificial, este fato pode ter influenciado a ndo preferéncia
alimentar das mesmas.

Ja nos bioensaios com algodéo (Tabela 17), repolho (Tabela 18) e soja (Tabela 19), em
todos os tratamentos foi verificada uma baixa mortalidade das lagartas de S. frugiperda, P.

xylostella e A. gemmatalis. Possivelmente isso ocorreu pela
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Tabela 17 — Mortalidade de lagartas de S. frugiperda alimentadas com folhas de algoddo em
funcdo de dois métodos de inoculagdo, imersdo das sementes (S) e inoculagdo nas plantas (P)
com as estirpes S1450, S1905, S2122 e S2124 de B. thuringiensis apos 45 dias de plantio.

Tratamento % de mortalidade
Testemunha 0,3

1450 S 10

1905 S 0,6

2122 S 0,3

2124 S 0,3

1450 P 0

1905 P 0

2122 P 10

2124 P 10

Tabela 18 - Mortalidade de lagartas de P. xylostella alimentadas com folhas de repolho em
funcéo de dois métodos de inoculacdo, imersdo das sementes (S) e inoculacdo nas plantas (P)
com as estirpes S1450, S1905, S2122 e S2124 de B. thuringiensis ap6s 45 dias de plantio.

Tratamento % de mortalidade
Testemunha 0,3

1450 S 0,3

1905 S 10

2122 S 0

2124 S 10

1450 P 0

1905 P 0,3

2122 P 0,3

2124 P 0
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Tabela 19 - Mortalidade de lagartas de A. gemmatalis alimentadas com folhas de soja em
funcdo de dois métodos de inoculagdo, imersdo das sementes (S) e inoculagdo nas plantas (P)
com as estirpes S1450, S1905, S2122 e S2124 de B. thuringiensis apos 45 dias de plantio.

Tratamento % de mortalidade
Testemunha 0
1450 S 0,3
1905 S 10
2122 S 10
2124 S 0
1450 P 10
1905 P 10
2122 P 0,3
2124 P 0,3

E importante observar que testes com os insetos-praga n&o foram realizados, logo apds
a inoculacéo bacteriana, e ndo se pode afirmar que os tratamentos ndo tenham eficiéncia em
nenhum momento. Novos testes deverdo ser realizados para avaliar a mortalidade das lagartas
ao longo de todo o experimento.

Para uma avaliacdo mais adequada dos tratamentos no controle de pragas, serad
importante realizar novos estudos com diferentes concentracdes da bactéria na planta e na
semente. No caso da inoculacdo nas plantas € necessario realizar testes com maior nimero de
aplicacBes ou mesmo trabalhar nas sementes com formulacdes de liberacdo lenta para que a

bactéria possa causar efeito durante todo o ciclo da cultura.
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4. CONCLUSAO

As estirpes de B. thuringiensis apresentaram potencial para a promoc¢do do
crescimento de plantas de algod&o, arroz, milho, repolho e soja. Todas as estirpes testadas
promoveram o crescimento das plantas, e ndo houve uma estirpe que se desempenhou mais
em todas as situacdes, demonstrando que houve uma interacdo positiva entre as estirpes e as
cultivares ou hibrido testados.

O tratamento imersdo de sementes respondeu de maneira mais satisfatoria do que a
inoculacdo planta, demonstrando ser eficiente independente da estirpe ou espécie vegetal
testada.

N&o foi verificado controle de forma endofitica e sisttmica de S. frugiperda, A.
gemmatalis e P. xylostella pelas estirpes S1450, S1905, S2122 e S2124de B. thuringiensis.
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