UNIVERSIDADE DE BRASILIA
‘ ' INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

DEPARTAMENTO DE FITOPATOLOGIA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM FITOPATOLOGIA

Uso de Bacillus spp. para o controle de Fusarium oxysporum f. sp.
vasinfectum e Meloidogyne incognita no algodoeiro (Gossypium

hirsutum)

Sandro Coelho Linhares Montalvao

Brasilia — DF
2016



Sandro Coelho Linhares Montalvao

Uso de Bacillus spp. para o controle de Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum e

Meloidogyne incognita no algodoeiro (Gossypium hirsutum)

Tese apresentada a Universidade
de Brasilia como requisito parcial
para a obtencdao do titulo de Doutor
em Fitopatologia pelo Programa de

Pds-Graduagdo em Fitopatologia

Orientador

Prof. Luiz Eduardo Bassay Blum, Ph.D. Fitopatologia

Co-orientador

Dra. Rose Gomes Monnerat, PhD em Microbiologia

BRASILIA
DISTRITO FEDERAL - BRASIL

2016



Trabalho realizado junto ao Programa de Pds-graduacdo em Fitopatologia do Instituto de
Ciéncias Biologicas da Universidade de Brasilia, sob orientacdo do Professor Luiz Eduardo
Bassay Blum, com apoio da Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
(CAPES), Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq) e
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (EMBRAPA — CENARGEN).

Uso de Bacillus spp. para o controle de Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum e

Meloidogyne incognita no algodoeiro (Gossypium hirsutum)
Sandro Coelho Linhares Montalvéo

TESE APROVADAem _ / |/ por:

Dr. Jadir Borges Pinheiro
Examinador externo — EMBRAPA-Hortalicas

Prof. Cristina Schetino Bastos
Examinador externo — UnB-PPG-FAV

Prof. Cleber Furlanetto
Examinador interno — UnB-PPG-FIT

Prof. Juvenil Enrique Cares
Examinador interno — UnB-PPG-FIT

Prof. Luiz Eduardo Bassay Blum
Orientador (Presidente)

BRASILIA — DISTRITO FEDERAL
BRASIL

2016



FICHA CATALOGRAFICA

Montalvao, Sandro Coelho Linhares.

Uso de Bacillus spp. para o controle de Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum e
Meloidogyne incognita no algodoeiro (Gossypium hirsutum). / Sandro Coelho Linhares
Montalvéo

Brasilia, 2016. NUmero de paginas p.: 169 il.

Tese de Doutorado. Programa de Pds-Graduacdo em Fitopatologia, Universidade de Brasilia,
Brasilia-DF

1. Fitopatologia — Bacteriologia — Nematologia — Micologia
I. Universidade de Brasilia. PPG/FIT.

Il. Uso de Bacillus spp. para o controle de Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum e
Meloidogyne incognita no algodoeiro (Gossypium hirsutum).



Dedicatéria |

“..Dedico este trabaln0 aos meus queridos pais,
Ednir Coelho Linhares Montalvdo e Hélio Santos
Montalvéo, pela educagéo, amor incondicional, conselhos
e ensinamentos em fodos os momentos da minha vida...”



Dedicatéria Il

“...dedico também este trabalho aos meus avos maternos e
paternos, em especial a minha avé materna Maria Coelho
Linhares (in memorian) que sempre me apoiou durante
toda essa jornada de estudos e partiu a um més da
conclusdo desse trabalho...”

Vi



AGRADECIMENTOS

Primeiramente a Deus e a Nossa Senhora por serem meus guias nessa jornada, dando-
me coragem para lutar e persisténcia nessa caminhada. Muito obrigado pela saude e pelas
oportunidades a mim concebidas. Aos meus irmdos Marcia e Paulo Ricardo, assim como a
todos os meus familiares pela confianca e amizade durante esta jornada.

A Universidade de Brasilia (UnB), em especial ao Departamento de Fitopatologia,
pela oportunidade da realizagdo do curso. Agradeco a Coordenagdo de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior (CAPES) e ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnologico (CNPQ), pelo apoio financeiro. A Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
pela oportunidade e espaco, onde comecei e desenvolvi meu trabalho de pesquisa.

Ao meu orientador Professor Luiz Eduardo Bassay Blum, pela atencdo continua,
ensinamentos, pelos conselhos e oportunidades, e principalmente pela confianca depositada
durante essa jornada. A minha coorientadora Doutora Rose Gomes Monnerat, pelos
conselhos, amizade, colaboracdo e pelas sugestfes na elaboracdo desta tese. A Pesquisadora
da Embrapa — Cenargen, Dra. Regina Maria Dechechi G. Carneiro pelos conhecimentos
passados, criticas e conselhos que foram fundamentais na elaboracao deste trabalho.

Aos professores da UnB, principalmente do Departamento de Fitopatologia pela
amizade e contribuicdo para a minha formacéo profissional. Aos colegas do departamento de
Fitopatologia, pelas experiéncias e amizade. A secretaria do Programa de P6s-graduagdo em
Fitopatologia na pessoa do M.Sc. Ribamar Frazdo.

Aos funcionarios da Embrapa — Cenargen, Ana Cristina Gomes, Dra. Lilian Praca,
Dra. Barbara Eckstein, Dra. Daniela Aguiar e José Alves. Aos pesquisadores do Instituto
Matogrossense do Algodao, Dr. Carlos Marcelo Soares, Dra. Erica Martins e Dr. Paulo
Queiroz.

Aos amigos do laboratério de Bactérias Entomopatogénicas da Embrapa -
CENARGEN, Aline, Anabele, Briana, Carla, Clarinha, Cristina, Ester, Evelin, Fernanda,
Flavia, Jonatas Jorio, Luiza, Lunalva, Marcel, Marcela, Marcelo Bercot, Marcelo Castro,
Marina, Neila, Rayane, Suca, Zonaite além dos que passaram por 14, pela amizade, pela ajuda

e pelo agradavel convivio.

Vil



Aos amigos, em especial, Flavia Santana e Marcelo Tavares de Castro que sempre
estiveram presentes e dispostos a me ajudar. Aos meus colegas de Doutorado da Turma

2012.2: Alaerson, Eugénio e Mauricio.

viii



SUMARIO

LISTA DE TABELAS ...ttt e et e e ne e e e nnaeeanae e Xii
LISTA DE FIGURAS ...ttt et e et e e e sne e e e naa e e e na e e e nsaaeanaa e XV
RESUMO GERAWL ...ttt et ae e e aae e et e e e s e e ennaeanrneeas 1
GENERAL ABSTRACT .ottt e et e e et e e et e e e e e e s aaeeannes 3
JUSTIFICATIVA ettt sttt et e e b e be st e e nesbe st eneanas 5
HIPOTESE .o.toottuietsetsesee sttt 5
OBJIETIVO GERAL ..ottt sttt se b eene e 5
OBJETIVOS ESPECIFICOS ...ttt teee e enas st ns st 5
CAPITULO L .ottt 6
REVISAO DE LITERATURA .....oooveieeceteee et s esee st asses st sn st 6
A CULTURA DO ALGODAOQ ........ooceeeeieeerseeesesess s sesssss s ses s sessssesssssssnssnansnes 7
O ALGODAO NO MUNDO........ouiieeieiieieiiciessiesssesisss s ses s ses s sessassssssssssnssssnssnassensans 8
DOENCAS DO ALGODOEIROD ....cvciiiiieiiiieiieise ettt 11
MURCHA-DE-FUSARIUM — Fusarium oxysporum f.sp. vasinfectum.............c.c.ccccouenee. 12
MELOIDOGINOSE — Meloidogyne incognita (Kofoid & White) Chitwood ..................... 14
CICLO DE VIDA DE MeloIidOgYNe SPP. ..cveiveiieriieieieriesiesiesieseseeee e 15
IDENTIFICACAQO DAS ESPECIES E RACAS .......ooiveeeeeeeeeeeee s 18
CONTROLE DE Fusarium & MeloidOgyNe .........ccooviiiiieieriiieiisieseeeeee e 19
CONTROLE BIOLOGICO ...ttt 21

O NEMATOIDE CaenorhabditiS legans ...........cooeiiriiriniiiseseeese e 28
LITERATURA CITADA ..ottt et e st e e naa e e et e e e ne e e e neeeanes 32
CAPITTULOD 2 ..ottt 43

UTILIZACAO DE Caenorhabditis elegans COMO INDICADOR DE TOXICIDADE DE
ESTIRPES DE Bacillus thuringiensis AO NEMATOIDE Meloidogyne incognita ragas 3 e 4

.................................................................................................................................................. 44
L. RESUMO oottt st ae sttt re s tesbeeneene s ne s 44

USE OF Caenorhabditis elegans AS A MODEL FOR THE DEVELOPMENT OF A

METHOD FOR SELECTION OF Bacillus STRAINS TOXIC TO Meloidogyne incognita

7 L0t LSRG -V 0 SRS 45
2. ABSTRACT .ot e a ettt r e aeera e e 45
3. INTRODUGAOD ..ot tee et ana st nesnsnes 48



4. MATERIAL E METODOS .....cocoeiireiciie ettt o1

4.1. ESTIRPES DE Bacillus thuringiensis .........ccccovoveiirieniinieee e 51
4.2.  MANUTENCAO DA POPULACAO DE C. €legans ........ccccooevererrrrrerrrreerenen. 51
4.3. MANUTENCAO DA POPULACAO DE Meloidogyne incognita...................... 51
4.4. SELECAO DE ESTIRPES TOXICAS A C. €legans.........cccccovvmverrvnrernrnreenneane, 52
45. SELECAO DE ESTIRPES TOXICAS A M. incognita raga 3 in Vitro ................. 53
4.6. SELECAO DE ESTIRPES TOXICAS A M. incognita raga 3 in vivo................... 53
4.7. CARACTERIZACAO MOLECULAR DAS ESTIRPES TOXICAS.................. 54
5. RESULTADOS E DISCUSSAOQ .....coovieieieeesieeiesesiesssesisss st ses s sss s s s ssssn s 56
ENSAIO COM C. elegans in vitro e M. ingognita in Vitro € in VIVO .........ccccccevvevivenenne. 56
8. CONCLUSOES.......oitirieieiireieeie ettt 60
7. LITERATURA CITADA ...ttt sttt ettt an s 61
CAPITULO 3 ...ttt 67

MECANISMO DE ACAO E AVALIACAO DA EFICIENCIA DE PRODUTOS COM
Bacillus NO CONTROLE DE Meloidogyne incognita racas 3 e 4 EM ALGODAO EM CASA
BV =Te] = 7N 07X OO 68

1. RESUMO .. s 68

MECHANISM OF ACTION AND EVALUATION OF EFFICIENCY OF PRODUCTS
WITH Bacillus TO CONTROL Meloidogyne incognita races 3 and 4 ON COTTON UNDER

GREENHOUSE ...ttt e et e e et e e e aae e e naeeeaneeeanes 70
2. ABSTRACT ..ttt ettt bttt ettt r et et ne s 70
O | N 2101 5101 07-Y0 TR 72
4. MATERIAL E METODOS .....coovevieeeeieeeeeeseesse s ses s s ssnensenasnes s 74

4.1. PRODUCAO DO INOCULO DE Meloidogyne inCognita ............ccccevvvrveurenens. 74
4.2. PRODUTOS COMERCIAIS ..ottt 74
4.3. ENSAIO EM CASA DE VEGETACGAO ....coooeveeeeieeeeeeeeveeeee e, 74
A4.3.1.  AVALIACOES .....ooooeeeeeeeeeee ettt st 76
4.4, HISTOPATOLOGIA COMPARADA ENTRE PLANTA COM E SEM
BACTERIA . ..ottt ettt et te e be st neebe et et ne e 78
5. RESULTADOS E DISCUSSAOQ .....oevieteiieeeiieeessesseessss e s iesesses s senessen s 83
ALTURA DE PARTE AEREA DAS PLANTAS .......oiviirevceereeeesee s enesnenian, 83
MASSA FRESCA DE PARTE AEREA ........ooovivieeveeeeeeee e ereses s senesse s 89
MASSA SECA DE PARTE AEREA .....coovoieeeeeeeeveeeee e 90
MASSA FRESCA DA RAIZ. ..ottt 92



FATOR DE REPRODUCAO DO NEMATOIDE EM CASA DE VEGETACAO......... 95

HISTOPATOLOGIA ..t e e e et e e s b ee e e neeeanes 96
B.  CONCLUSOES. ..ottt sttt 111
7. LITERATURA CITADA . ...ttt nee e anneas 112
CAPITULO 4 ..ottt 120
SELECAO DE ESTIRPES DE Bacillus sp. CONTRA Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum
................................................................................................................................................ 121
Lo RESUMO .ttt ettt et e e et e e et e e et e e e taeeannes 121
SELECTION OF Bacillus sp. STRAINS AGAINST Fusarium oxysporum f.sp. vasinfectum
................................................................................................................................................ 122
R N = 1S 1 [ 2 ¥ O PO 122
3. INTRODUGAOD ..ottt 123
4. MATERIAL E METODOS ..ottt ettt ettt n s 127
4.1. SELECAO DE ESTIRPES DE Bacillus CONTRA Fusarium oxysporum f. sp.
172 ] L1 £=T 0! (0 o PSR SP 127
4.1.2. PREPARO DAS PLACAS. ... ..ottt 128
4.2.  ANTAGONISMO DE Bacillus A Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum ....... 129
4.3. ESCALA DE AVALIACAO DO ENSAIO DE COMPETICAO ......cccccovvenvee. 131
4.4.  AVALIACAO DO EFEITO DE METABOLITOS NAO VOLATEIS .............. 133
45. INTERACAO DE Fusarium oxysporum E Bacillus SPP. AO MICROSCOPIO
ELETRONICO DE VARREDURA ..ottt 134
46. AVALIACAO DO EFEITO DE METABOLITOS VOLATEIS .......ccoovevvenne 135
47. TESTES EM CASA DE VEGETACAO .......ccoioieeeeeeeeeeeeeeeeeen s 136
5. RESULTADOS E DISCUSSAOQ .....c.oviveireersiieeseesssesesses s sesssss s sesse s 140
SELECAO DE MEIO DE CULTURA PARA TESTES COM Fusarium oxysporum... 140
ESCALA DE AVALIACAO DO ENSAIO DE COMPETICAO ......c.oovvveererenrrenn. 141
AVALIACAO DO ANTAGONISMO DE Bacillus spp. CONTRA Fusarium oxysporum
f. sp. vasinfectum EM CULTIVO PAREADO .......cccocoiiii et 143
AVALIAQAO DO EFEITO INIBIDOR DE METABOLITOS NAO VOLATEIS
PRODUZIDOS POR BaCillUS SPP...c.vveiiieiieiieeitie ettt 147
TESTES EM CASA DE VEGETACAOD ..o e ers s sessenesnensnns 154
B.  CONCLUSODES ..ottt iee sttt s sttt 159
7. LITERATURA CITADA ...ttt sttt en s 160
CONCLUSOES GERAIS ...ttt eees st s s st st sssen s sanen s 167

Xi



ANEXOS .. 169

Xii



LISTA DE TABELAS

Pagina
CAPITULO 1
TABELA 1: Teste de determinacéo de ragas de Meloidogyne de Taylor e
SASSEI (L978).. ettt 18
CAPITULO 2
TABELA 1: Ndmero [transformados (Vx)] de Caenorhabditis elegans in
vitro e Meloydogine incognita in vitro e in vivo (NN), percentual de
controle (PC) e genes presentes nas estirpes de Bacillus
ENUFINGIENSIS. ...ttt re e 58
CAPITULO 3
TABELA 1: Produtos utilizados no experimento com seus respectivos
principios ativos e dosagens recomendadas pelos fabricantes............c.cc........ 73

TABELA 2: Efeito de formulacGes a base de Bacillus comerciais na altura
do algodoeiro (‘BRS 286’) sem e com ataque de Meloidogyne incognita em
casa de vegetacao, aos 33 dias ap0s a EMErgenCia...........ccevvvevververeeerneseennenn, 82
TABELA 3: Efeito de formulacGes a base de Bacillus comerciais na altura
do algodoeiro (‘BRS 286’) sem e com ataque de Meloidogyne incognita em
casa de vegetacao, aos 74 dias apis @ EMErgenCia.........ccevevererereseereereennn, 83
TABELA 4: Efeito de formulagdes a base de Bacillus comerciais na altura
do algodoeiro (‘BRS 286’) sem e com ataque de Meloidogyne incognita em
casa de vegetacdo, aos 107 dias apds @ EMErgénCia..........ccovvevererrerreresrennnans 85
TABELA 5: Efeito de formulacGes a base de Bacillus comerciais na altura
do algodoeiro (‘BRS 286”) sem e com ataque de Meloidogyne incognita em
casa de vegetacao, aos 136 dias apds a emergéncia............cceevvevveeverreerveennnn 86
TABELA 6: Efeito de formulacGes a base de Bacillus comerciais na altura
do algodoeiro (‘BRS 286”) sem e com ataque de Meloidogyne incognita em
casa de vegetacdo, aos 200 dias apds @ EMErgenCia..........ccevververererreresennnnns 87
TABELA 7: Efeito de formulagdes a base de Bacillus comerciais ha massa
fresca da parte aérea de algodoeiro (‘BRS 286’) sem ¢ com Meloidogyne
incognita em casa de vegetacdo, aos 200 dias apds a emergéncia.................. 89
TABELA 8: Efeito de formulacdes a base de Bacillus comerciais na massa
seca da parte aérea de algodoeiro (‘BRS 286”) sem e com Meloidogyne
incognita em casa de vegetacdo, aos 200 dias ap0s a emergéncia.................. 90
TABELA 9: Efeito de formulacgdes a base de Bacillus comerciais ha massa
fresca das raizes de algodoeiro (‘BRS 286’) sem e com Meloidogyne
incognita em casa de vegetagéo, aos 200 dias apds a emergéncia.................. 92
TABELA 10: Efeito de formulagdes a base de Bacillus comerciais na
massa seca de raiz de algodoeiro (‘BRS 286’) sem Meloidogyne incognita
em casa de vegetacdo, aos 200 dias apds @ EMergénCia.........ccccvvvevrvevennnn 93
TABELA 11: Efeito de formulagOes a base de Bacillus comerciais sobre o

Xiii



fator de reproducdo de Meloidogyne incognita em algodoeiro (‘BRS 286)
em casa de vegetacao, aos 180 dias apds a inoculacdo dos nematoides.......... 94
TABELA 12: Efeito de B. methylotrophicus sobre o nimero de juvenis de
M. incognita que penetraram em raizes do algodoeiro (FM 966) até o 12°
DA L e ————————————— 96
TABELA 13: Numero de juvenis de segundo estadio de M. incognita
recuperados do substrato das plantas do ensaio de histopatologia até o 12°
DAI (método do Funil de Baermann).........cccccevveieenesiieseese e see e 97
TABELA 14: Efeito de B. methylotrophicus sobre o fator de reproducéo
(FR) de M. incognita no algodoeiro (FM 966) no 45° DAI do ensaio de

0] (0] o L0] [T | - VOSSR 97
CAPITULO 4

TABELA 1: Quantidade (g) dos reagentes usados em 1L de &gua destilada

M MEI0S A€ CUNUIA.......eeiiiiie e 127

TABELA 2: Valores das notas da escala proposta em porcentagem do
diametro total, comprimento do didmetro em centimetros, area da col6nia
em centimetros quadrados, porcentagem maxima ocupada pela coldnia para
cada uma das notas e valores dos intervalos entre as notas em centimetros

quadrados de area e porcentagem da area total............cccceveveverevenn e, 141
TABELA 3: Porcentagem de estirpes de Bacillus inseridas nas notas da
escala sugerida no trabalho (178 estirpes avaliadas)...........cccoceveiereniinnnnn. 142
TABELA 4: Efeito de metabdlitos ndo volateis de Bacillus sobre a area
(cm?) da colonia de FUSAIIUM..........c...coveeveerereereseeessessisseessssesseessess s 146
TABELA 5: Efeito de metabdlitos volateis de Bacillus sobre a area (cm?)
da colonia de FUSAITUM.........ccciiiiiiieieiee e 150
TABELA 6: Germinacdo de sementes (Numero de plantas) de algodédo
tratadas com Bacillus para controle de Fusarium em casa de vegetacéo........ 155

Xiv



LISTA DE FIGURAS

Pagina
CAPITULO 1
FIGURA 1: Ciclo de vida de Meloidogyne sp., 0 nematoide das
GAINAS. .. 16
FIGURA 2: Ciclo de vida de C. elegans..........ccocoevenenencnineneseeee, 30
CAPITULO 3
FIGURA 1: Raizes de algoddo (FM 966) ao segundo dia de inoculacdo dos
nematoides. As letras ‘A’ se referem a testemunha e ‘B’ ao tratamento com
BaACHTUS. ... s 99
FIGURA 2: Raizes de algoddo (FM 966) ao quarto dia de inoculacdo dos
LT g U0] [0 =TT SRTR 100
FIGURA 3: Raizes de algoddo (FM 966) ao sexto dia de
Lo TolU ] F=Tor: o USSR 102
FIGURA 4: Raizes de algoddo (FM 966) ao oitavo dia de
Lo TolU ] F=Tor: o USSR 103
FIGURA 5: Raizes de algoddo (FM 966) ao décimo dia de
TNOCUIAGAD. ...ttt bbb 104
FIGURA 6: Raizes de algoddao (FM 966) ao décimo segundo dia de
TNOCUIAGAD. ...ttt bt 105
FIGURA 7: Raizes de algoddo (FM 966) ao décimo quinto dia de
inoculacdo onde ja pode ser observado o inicio da
1o a1 7= 1o Lo ST SR 106
FIGURA 8: seccdes de raizes de algoddo (FM 966) coradas com azul de
100 (8] Lo 1] - VST PRR 109
CAPITULO 4
FIGURA 1: TeSte PAr€ad0........ecueiviriiriiiiiiiieieie et 129
FIGURA 2: Crescimento das colonias fungicas em ensaio pareado.............. 131
FIGURA 3: Unidade experimental do ensaio de metabdlitos volateis.......... 135
FIGURA 4: Avaliacdo de crescimento das coldnias de Fusarium
oxysporum e Bacillus sp. em combinacdes de meios de cultura com
diferentes concentracdes de reagentes........cvevveieeicieiieieerie e 139
FIGURA 5: Exemplos de sele¢éo de placas com pareado...........c.cocevenuennen, 143
FIGURA 6: Imagens de Microscopia Eletronica de Varredura— MEV........ 145

XV



MONTALVAO, S.C.L. Uso de Bacillus spp. para o biocontrole de Fusarium oxysporum
f. sp. vasinfectum e Meloidogyne incognita no algodoeiro (Gossypium hirsutum) 2016.

169p. Tese (Doutorado em Fitopatologia) — Universidade de Brasilia, Brasilia, DF.

RESUMO GERAL

O algodoeiro é uma das espécies mais cultivadas no mundo. A cotonicultura brasileira tem
destaque, ocupando o 5° lugar entre os produtores mundiais e 3° como exportador. Apresenta
a maior média de producdo por area cultivada (~5t/ha) em sequeiro no mundo. As pragas e
doengas podem comprometer a produtividade. Assim, duas doencas merecem destaque, a
meloidoginose (Meloidogyne incognita racas 3 e 4) e a murcha de fusario (Fusarium
oxysporum f. sp. vasinfectum), pois podem ser destrutivas as plantas, tanto isoladamente como
em associagdo. A dificuldade de se fazer um controle eficiente, é devido a capacidade dos
patdgenos de parasitarem uma ampla gama de hospedeiros e terem grande persisténcia no
solo, dificultando o controle através de tratos culturais como a rotacdo de cultura e até mesmo
a utilizacdo de tratamentos quimicos. A busca por alternativas como o uso de Bacillus sp. no
controle de doencas de plantas é justificada. Assim, o objetivo geral desse trabalho foi
selecionar e caracterizar estirpes de Bacillus antagonistas a M. incognita e F. oxysporum f. sp.
vasinfectum (Fov). Para tanto, foi realizado um ensaio in vitro com 11 estirpes de Bacillus
thuringiensis para verificar a atividade toxica a Caenorhabditis elegans, e posteriormente
contra J2 de M. incognita, em laboratério e em casa de vegetacdo. Também foram testados
quatro produtos biol6gicos (Onix, Rizos, NemaControl e Nemix) e carbofuran — (Furadan 350
SC) para o controle de M. incognita em casa vegetacdo. Para isso, foi instalado um ensaio em
delineamento inteiramente casualizado com seis repeti¢ces por tratamento e uma planta por
vaso. Foram inoculados os ovos e eventuais J2 do nematoide, 20 dias apds a emergéncia das
plantas e as seguintes variaveis foram avaliadas: altura (cm), peso fresco da parte aérea (g),
peso seco da parte aérea (g), peso fresco de raiz (g), peso seco de raiz (g) e fator de
reproducdo (FR). Para a histopatologia, foi selecionado o produto Onix (Bacillus
methylotrophicus) inoculado em sementes de algoddo. Vinte dias apds a emergéncia das
plantulas foi inoculada uma suspensédo de J2 de M. incognita. As avaliacGes foram realizadas
entre 2 e 45 dias apo6s a inoculagdo, com o calculo de fator de reproducédo, acompanhamento
da penetracdo de J2 durante os 12 primeiros dias apés a inoculacdo dos nematoides e cortes
histopatoldgicos da raiz para acompanhar o desenvolvimento do parasita. Para a realizacdo

dos ensaios de selecdo de Bacillus contra Fov, foi realizada uma selecdo prévia do meio de



cultura, onde diferentes concentracdes de meio EMBRAPA e meio BDA foram avaliadas.
Nos testes de antagonismo, foi proposta uma escala de notas para facilitar as avaliagdes, onde
com os testes e o0 auxilio da escala foram avaliados 178 isolados de Bacillus e selecionadas 13
estirpes para os ensaios de metabolitos solGveis em agua e metabdlitos volateis. Por fim, foi
realizado um teste em casa de vegetacdo para avaliar a eficiéncia dos isolados selecionados in
vitro, onde as sementes de algodao foram sanitizadas, microbiolizadas com micélio e esporo
de Fov colocadas em bandejas com substrato, inoculadas com os tratamentos e conduzidas em
casa de vegetacdo por 25 d. Quatro estirpes de B. thuringiensis toxicas a C. elegans também
apresentaram atividade de controle in vivo sobre M. incognita; o produto Onix reduziu
aproximadamente 50% o FR de M. incognita; para os testes de antagonismo contra Fov, as
estirpes de Bacillus, GF267, S1301, S1823, S1967, S2535 e S2536 foram selecionadas.
Palavras-chave: Controle bioldgico, fusariose, galha, tratamento de sementes.

Orientador — Luiz Eduardo Bassay Blum — Universidade de Brasilia

Co-orientador — Rose Gomes Monnerat — EMBRAPA Recursos Genéticos e Biotecnologia
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GENERAL ABSTRACT

Cotton crop is one of the most cultivated arround the world. The Brazilian cotton production
has grown, occupying 5" place among world's producers and 3™ as exporter. Brazil presents
the highest world yield average per cultivated area (~5t/ha) in non-irrigated land. Pests and
diseases can compromise cotton production. Thus, two diseases highlight: root-knot nematode
(Meloidogyne incognita races 3 and 4) and Fusarium-wilt (Fusarium oxysporum f. sp.
vasinfectum). These pathogens are destructive to the plant, both singly as in association. The
difficulty of making an efficient control, is due to the ability of the pathogens to infect a wide
range of hosts and to have great persistence in soil, making difficult to control through
cultural practices as crop rotation and even the use of chemical treatments. Search for
alternatives such as the use of Bacillus sp. on the control of plant diseases is justified. Thus,
the overall objective of this work was to select and characterize strains of Bacillus antagonists
to M. incognita and F. oxysporum f. sp. vasinfectum (Fov). For that, initialy an in vitro trial
was conducted with 11 strains of Bacillus thuringiensis to evaluate their toxic activity to
Caenorhabditis elegans, and later against J2 juvenilles of M. incognita, in laboratory
conditions and under greenhouse. Were also tested four commercial products (Onix, Rizos,
NemaControl and Nemix) and carbofuran — (Furadan 350 SC) for the control of M. incognita
under greenhouse. This test was conducted in a completly randomized design with six
replications per treatment and one plant per pot. Nematode eggs were inoculated, 20 d after
emergence of plants and the following plant variables were evaluated: height (cm), shoot
fresh weight (g), shoot dry weight (g), fresh root weight (g), root dry weight (g), the
reproduction factor (RF). For the histopathological study was selected the product Onix
(Bacillus methylotrophicus) inoculated on cotton seeds. Twenty days after cotton seed
germination a suspension of juvenilles of M. incognita was inoculated. The evaluations was
carried out from 2 to 45 d after inoculation. The reproduction fator and penetration of J2 were
evaluated and observed by histopathology tissue cuts. For the tests of selection of Bacillus
against Fov, a prior selection of culture media was done, where different concentrations of

culture medium EMBRAPA and BDA were evaluated. In tests of antagonism 178 isolates of



Bacillus have been tested and 13 strains were selected for water-soluble metabolites and
volatile metabolites. Finally, a greenhouse test was conducted to evaluate the efficiency of in
vitro of selected isolates, where the cotton seeds were inoculated with Fov and antagonists,
and, cultivated under greenhouse for 25 d. Four strains of B. thuringiensis toxic to C. elegans
also in vivo controled M. incognita; the product ‘Onix’ reduced around 50% of RF for M.
incognita; in tests of antagonism against Fov, the strains of Bacillus, GF267, S1301, S1823,
S1967, S2535 e S2536 were selected.

Key words: biological control, gall, seed treatment, wilt.



JUSTIFICATIVA

As perdas causadas por M. incognita e F. oxysporum em algodoeiro sdo preocupantes,
sobretudo quando estes agem em interacdo, tornando o controle dificil e oneroso. Portanto, a
busca por biocontroladores é plausivel por diminuir a pressdao da utilizagdo de produtos
quimicos na agricultura, além de ser uma forma de controle ambientalmente limpa e com

potencial para implementagdo em programas de manejo integrado de doencas.

HIPOTESE
Ha estirpes de Bacillus que possuem caracteristicas desejaveis ao controle de
Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum e Meloidogyne incognita racas 3 e 4.
OBJETIVO GERAL
Selecionar e caracterizar estirpes de Bacillus, com potencial antagdnico a M. incognita
racas 3 e 4 e F. oxysporum f. sp. vasinfectum.
OBJETIVOS ESPECIFICOS
. Validar 0 método de bioensaio utilizando C. elegans como modelo e o ajustar como
método para realizacdo de bioensaio de Bacillus com Meloidogyne incognita
. Selecionar estirpes de Bacillus toxicas a Fusarium oxysporum
. Caracterizar as estirpes de Bacillus toxicas a M. incognita (método bioquimico e
molecular) e a Fusarium oxysporum (método bioquimico e molecular)
. Avaliar a eficacia de produtos comerciais a base de Bacillus a Meloidogyne incognita
. Compreender 0 modo de acdo da bactéria (ingrediente ativo) presente no produto que
causar maior mortalidade ao nematoide

. Avaliar em casa de vegetacédo o potencial de Bacillus no controle de Fusarium
oxysporum em tratamento de sementes.
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A CULTURA DO ALGODAO

Considerada como uma importante cultura mundial ndo alimenticia, o algodoeiro
possui suas primeiras referéncias ha 2.800 anos. Ha mais de 2.500 anos A.C., no litoral do
Peru foram encontrados vestigios de artefatos produzidos em algoddo, com base no carbono
14, 0 que comprova que 0S povos americanos jd dominavam técnicas de manipulagdo do
algoddo (BELTRAO & ARAUJO, 2004).

O algodoeiro € uma planta dicotileddnea hirsuta ou glabra, anual ou perene, herbacea,
arbustiva ou arborea, pertencente a familia Malvaceae, género Gossypium, onde estdo
descritas mais de 50 espécies (LAWS, 2013). Quatro dessas se destacam pela producdo de
fibra comercial e devido a essa caracteristica deram origem ao termo “algodoeiro”. Sao elas:
Gossypium hirsutum L. com origem América Central; G. barbadense proveniente da América
do Sul; G. herbaceum da Africa; e G. arboreum da Asia (GRID-PAPP, 1965). A espécie que
se destaca com maior importancia comercial, por possuir uma maior concentracdo de
caracteristicas agrondmicas desejaveis é a G. hirsutum, respondendo por mais de 90% das
fibras de algod&o produzidas no mundo (LEE, 1984). Estima-se que, na atualidade, mais de
2.500 cultivares estejam em uso nos mais de 100 paises que exploram o algoddo (BELTRAO
& ARAUJO, 2004).

Gossypium hirsutum, conhecido como algodao herbéaceo ou anual, possui altura entre
60 e 100 cm, caules variando entre as cores verde e marrom, pouco ramificada com ramos
frutiferos e vegetativos, flores completas, bracteas que promovem uma protecdo extra
podendo possuir nectarios interna ou externamente a sua base, folhas sem bainha com duas
estipulas, dois tipos de glandulas e pelo menos duas gemas na base de cada folha (BOREM &
FREIRE, 2014). Nessa espécie, encontram-se sete racas geograficas, sendo elas: Latifolium
(que compreende as cultivares modernas do algoddo de fibra média), morrillii, richmandi,

palmeri, punctatum, yucatanense e marie-galante (na qual se insere o algoddo moco do



Nordeste brasileiro). A raga latifolium é originaria do México e da Guatemala, e a raga marie-
galante é originaria da América do Sul (BELTRAO & ARAUJO, 2004).

No algoddo em caroco, cerca de 60% do peso é composto por sementes e 40% por
pluma. Tal proporcdo pode sofrer variagdes em fungdo da cultivar, mas, as cultivares
modernas podem alcancar maior rendimento de pluma, o que € desejavel na producéo de fibra
(ABRAPA, 2015). Essa fibra produzida € utilizada na confeccao de tecidos, ataduras, fraldas,
gaze e até papel (LAWS, 2013). As sementes possuem grande valor econdmico para a
inddstria, pois, por serem ricas em 6leo e proteina bruta, sdo utilizadas como matéria-prima na
producdo de sabGes, margarina e 6leo de cozinha. O subproduto da producédo do 6leo é a torta
ou farelo, rico em proteina bruta (40 — 45%), e serve para a producdo de ragdo animal.
Também na producdo de ragfes animais, podem ser aproveitados os restos da cultura como,
folhas, caules, macas e capulhos (SOAVE & MORAES, 1987). As fibras que aderem a
semente sdo empregadas na producdo de cosmeéticos, pele de salsicha, dinamite e plasticos.
Existem ainda outros produtos, tais como: sorvetes, propelente em alguns fogos de artificio,
goma de mascar e outros que contém na composicéo celulose do algodoeiro (LAWS, 2013).

Espécies selvagens ndo apresentam fibras ou, quando as apresentam, ndo possuem
torcdes e assim ndo sdo fidveis, além de possuirem comprimento de fibra pequeno e baixa
resisténcia, tornando seu aproveitamento para a indistria inviavel (BOREM & FREIRE,
2014). Isso ndo significa que sdo menos importantes para a cotonicultura, pois, sdo essas

espécies selvagens a principal fonte de resisténcia genética para o0 melhoramento (LEE, 1987).

O ALGODAO NO MUNDO
Cultivado em mais de 60 paises, ocupando uma area maior que 35 milhdes de hectares
e produzindo em torno de 25 milhdes de toneladas de pluma ao ano, o algodoeiro é um

importante produto agricola mundial e tem como seus maiores produtores a China, India,



Estados Unidos, Paquistdo, Brasil e Uzbequistdo, que juntos respondem por mais de 81% da
producdo mundial da fibra (ABRAPA, 2015; FAOQ, 2015).

Na maioria dos paises a producdo de algoddo se da em pequenas propriedades onde se
emprega mao-de-obra familiar do produtor rural, sem o uso de alta tecnologia, implicando em
baixa produtividade. Apesar disso, a China e a india aparecem no cenario mundial da fibra
como grandes produtores, devido as extensas areas plantadas e ao elevado nimero de
propriedades rurais que possuem como atividade principal a cotonicultura (ABRAPA, 2015).

Em outubro de 2014, foi divulgado que apds uma grande safra, em 2011/12, onde
foram verificados aumentos da producéo de algoddo em paises tais como a China, India e
Paquistdo, houve em sequéncia uma retragdo na safra 2012/13 (Relatorio ICAC, ‘Cotton This
Month’, in. relatério da ABRAPA). Quando se considera os seis maiores produtores, o que
incluem Estados Unidos, Brasil e Uzbequistdo, as excec¢des ficaram por conta dos Estados
Unidos e Uzbequistdo, que vinham de uma safra menos favoravel em 2011/12, recuperando
em 2012/2013, com aumentos de 11,2% e 13,6%, respectivamente. O mesmo nao ocorreu no
Brasil, visto que, 0 pais ja previa uma reducdo da area plantada para 2012/13, o que culminou
com uma retracdo no volume produzido da ordem de 30% em relagdo a safra 2011/12. Nessa
mesma safra houve registro de queda na producédo de 4,2% em relacdo a safra 2010/11. Dado
a este fato, os seis maiores produtores mundiais de algoddo apresentaram uma desaceleragédo
de 3,3% na safra 2012/13.

Na safra 2013/14 o conjunto dos seis maiores produtores mantiveram a queda de
producéo que foi proxima a 2%, porém o Brasil, a India e o Paquistdo ndo contribuiram para
essa queda, visto que tais paises mostraram um aumento de volume em relacdo a safra
2012/13 de 30%, 8,8 % e 3,6%, respectivamente (ABRAPA, 2015). Houve evolucéo do Brasil
em relacdo a sua colocagdo no ranking dos maiores produtores de algod&o, pois, atualmente o

pais € o quinto maior produtor mundial da fibra, com uma area cultivada de 1,12 milhdes de



hectares e uma producdo de 1.734.200 toneladas (2013/14) (ABRAPA, 2015; CONAB,
2014).

O Brasil se destaca hoje como um dos maiores exportadores mundiais do algoddo e
possui a segunda melhor média de produtividade, perdendo apenas para a Austrélia onde a
cultura é praticamente toda irrigada. Levando em consideracdo apenas o algoddo produzido
em sequeiro (sem utilizagdo de sistemas de irrigacdo artificiais), o Brasil se destaca com a
melhor média mundial de producéo nessa modalidade de cultivo (ABRAPA, 2015).

A cotonicultura brasileira esta distribuida por 15 Estados, mas, 85% da area plantada
se localiza no Mato Grosso e na Bahia (LUNARDON, 2007; CONAB, 2014). Esse setor
agricola passou por transformacGes nas ultimas décadas e se configura como um dos mais
modernos. O marco das mudancas para a cotonicultura do Brasil é 1996, quando, 0s centros
produtores transitaram de pequenas propriedades (< 100 ha), que utilizavam baixo nivel
tecnoldgico e que se concentravam no Sul e Sudeste do Brasil, para grandes propriedades (>
2.500 ha) e com altos niveis tecnologicos, localizadas no Centro-oeste e Oeste da Bahia,
dando origem a cotonicultura empresarial (BOREM & FREIRE, 2014). Também
contribuiram para essa mudanca, problemas de ordem sanitéria nos algodoais em Sao Paulo e
Paran4, entre eles os nematoides fitoparasitos (LORDELLO, 1981).

Quando chegou ao bioma Cerrado, impulsionado pelos sojicultores, ja instalados na
regido e que buscavam uma alternativa para rotacdo com a soja devido ao aparecimento em
suas areas do nematoide do cisto da soja (Heterodera glycines), o algodoeiro encontrou
condicgdes excelentes para o seu desenvolvimento, resultando em altas produtividades o que
incentivou os produtores a plantarem em éareas cada vez maiores (MELO FILHO &
RICHETTI, 2003).

Essa intensificagdo do cultivo de algoddo em 1990, onde extensas &reas foram

cultivadas com um reduzido numero de variedades, além das condicdes edafocliméticas da
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regido que apresenta altas temperaturas, veranicos, solos em sua maioria arenosos e a
suscetibilidade das cultivares mais usadas pelos produtores & doencas, levaram ao aumento da
ocorréncia de doencas até entdo consideradas inexpressivas, assim como a epidemias e ao
surgimento de novas doengas. Essa situacdo resultou no aumento da contribuigdo dos insumos
quimicos no custo de producdo dessas areas nos ultimos anos (FREIRE, 2007; BOREM &

FREIRE, 2014).

DOENCAS DO ALGODOEIRO

A cotonicultura exige cada vez mais investimentos em tecnologias para que consiga
responder a crescente demanda atual por algoddo. Nos Ultimos anos houve expressivo
aumento em produtividade da cultura em razdo dos avancos genéticos e melhorias do sistema
de producdo. Todavia, hd uma constante demanda por inovages, visto que, as condicBes
edafoclimaticas do Cerrado brasileiro assim como o sistema de cultivo adotado nessa regido
com extensas areas e um reduzido nimero de variedades, sendo muitas delas suscetiveis a
mais de uma doenca, aumenta a possibilidade de aparecimento de surtos epidémicos
(SUASSUNA & COUTINHO, 2015).

Existem mais de 250 agentes patogénicos para cultura do algodao. Dentre estes, 90%
sdo fungos, 16 virus, 10 nematoides, quatro bactérias e dois micoplasmas. Apesar do nimero
de patogenos, a grande maioria é considerada praga secundaria, por ndo causar danos
econdmicos. Merecem destaque os patdgenos Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum e
Meloidogyne incognita racas 3 e 4, que sdo patogénicos e causam grandes perdas de
produtividade e em alguns casos até inviabilizam a producdo (BRADBURY, 1986; GOTO,

1990; CIA & SALGADO, 2005 ; IAMAMOTO, 2005; AMORIM et al., 2011).
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MURCHA-DE-FUSARIUM - Fusarium oxysporum f.sp. vasinfectum

A murcha-de-fusarium ou fusariose é a principal doenca do algodoeiro de ciclo anual e
ja se encontra disseminada em todas as regiGes produtoras de algoddo no mundo causando
considerdveis perdas de producdo. O primeiro relato desse patdgeno causando danos a
cotonicultura foi em 1892 no Alabama, Estados Unidos (ATKINSON, 1892 citado por
DAVIS et al., 2006), e logo no inicio do século XX, essa doenca ja tinha sido reportada em
varias regides produtoras de algoddo no mundo (DAVIS et al., 2006). No Brasil, seu primeiro
relato ocorreu em Alagoinha, Paraiba, na década de 1930 (VEIGAS, 1935; KRUG, 1936). Ja
no final da década de 1950 a doenca ja se encontrava disseminada nas regides produtoras do
estado de S&o Paulo, onde foi responsavel pela fase de decadéncia da cotonicultura paulista
(CIA, 1977). A partir de entdo esse patdgeno disseminou-se para as demais regides produtoras
de algoddo do Pais e mais recentemente chegou ao estado do Mato Grosso. Em virtude de
todo esse processo, surgiu a necessidade do desenvolvimento de variedades resistentes, forma
economicamente viavel de controle do patdgeno (AMORIM et al., 2011).

A doenca é causada por Fusarium oxysporum f.sp. vasinfectum (Fov), que € uma
espécie heteromdrfica, ndo apresentando uma Unica origem filogenética. Isso sugere, que 0
seu desenvolvimento pode ter se dado a partir da associacdo entre fendtipos virulentos com
mais de um grupo de compatibilidade vegetativa (KATAN & KATAN, 1988; KIM et al.,
1993; BAAYEN et al., 2000; LORI et al., 2004). Todos algodoeiros cultivados sao
hospedeiros de Fov. Ao contrario da maioria das formas especializadas, Fov pode apresentar
outros hospedeiros, das familias Malvaceae, Solanaceae e Leguminosae (ARMSTRONG
&ARMSTRONG, 1978; ASSIGBETSE et al., 1994). Davis et al. (2006) relataram a
ocorréncia de oito racas do patégeno no mundo. Até o0 momento, no Brasil foi relatada apenas

araca 6 do patdgeno (ARMSTRONG & ARMSTRONG, 1978; BIBANCO et al., 2010).
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Podendo ocorrer em qualquer estadio de desenvolvimento da planta, o Fov causa
amarelecimento em plantulas, além de enegrecimento e necrose das folhas cotiledonares,
culminando na perda dessas estruturas e levando a planta & morte. Quando a ocorréncia é em
plantas adultas, essas se apresentam menores, com folhas e capulhos reduzidos. Os sintomas
iniciam-se nas folhas basais mostrando perda de turgescéncia, amarelecimento em &reas
irregulares da superficie foliar, crestamento do limbo e posteriormente a queda das folhas.
Durante o processo infeccioso, as plantas perdem todas as folhas e as novas brotacfes caem
permanecendo apenas o caule enegrecido (DAVIS et al., 2006). Outro sintoma caracteristico
dessa doenca pode ser observado seccionando-se longitudinalmente caules e raizes, onde se
observa a descoloracdo dos feixes vasculares ocasionada pela obstru¢do do limen dos vasos
pela formacdo de tiloses, presenca de esporos e micélio do fungo e/ou por substancias
metabolizadas pelo fungo nos vasos. Como consequéncia disso, ocorre a murcha da planta,
sintoma gque nomeia a doenca (AMORIM et al., 2011).

Esse patégeno produz microconidios, macroconidios e clamidosporos. Os
clamidosporos possibilitam a sobrevivéncia no solo por longos periodos (25-30 anos). Além
dessa capacidade de persisténcia no solo na auséncia de hospedeiras, ha isolados de F.
oxysporum f. sp. vasinfectum capazes de colonizar raizes e vasos condutores de plantas, sem,
no entanto, causar sintomas de doenca (SMITH et al., 1981; GORDON & MARTYN, 1997).
Quanto a sua dispersdo, essa pode ser a curtas distancias, onde veiculos tais como a agua, 0
vento e maquinas agricolas podem arrastar particulas de solo de &reas contaminadas para
areas onde o patogeno ainda ndo esta presente. Em longas distancias, a dispersdo ocorre
principalmente por sementes externa ou internamente contaminadas (DAVIS et al., 2006).

A infeccdo inicia nas raizes, sendo favorecida pela presenca de nematoides, como M.
incognita, que aumenta a severidade, devido ao processo de parasitismo exercido por este, 0

que aumenta a sensibilidade da planta (AMORIM et al., 2011). Além disso, os nematoides
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ferem as raizes das plantas durante a penetracdo nas raizes, o que facilita a entrada de F.
oxysporum f. sp. vasinfectum nas areas lesionadas da raiz (PAIVA et al., 2001). Outras
condigdes, como alto teor de areia no solo, pH baixo, fertilidade desequilibrada, temperaturas
entre 25° C e 32° C e alta umidade, favorecem a doenca (BOREM & FREIRE, 2014).

No momento, ndo existem cultivares resistentes a fusariose, o que dificulta o seu
controle. Porém, algumas medidas sdo importantes para se manejar esse patdgeno no campo,
como o desenvolvimento de variedades resistentes, rotacdo de culturas e ado¢do do principio
de exclusdo, evitando a entrada do patdgeno em areas ndo contaminadas. Neste contexto, a
utilizacdo de sementes sadias e certificadas, assim como o tratamento quimico de sementes

s&o fundamentais para que se tenha sucesso no controle (BELTRAO, 1999; CIA et al., 1999).

MELOIDOGINOSE - Meloidogyne incognita (Kofoid & White) Chitwood

Trés nematoides estdo constantemente associados ao algoddo no Brasil (CURI &
BONA, 1972; LORDELLO, 1981; MONTEIRO & FERRAZ, 1987; GOULART et al., 1997):
o0 das galhas (Meloidogyne incognita); o reniforme (Rotylenchulus reniformis); e o das lesdes
radiculares (Pratylenchulus brachyurus) (AMORIM et al., 2011).

Plantas sob ataque de Meloidogyne possuem a formacdo de galhas nas raizes no ponto
de penetracdo do juvenil, com calibre duas a trés vezes maior que regides ndo parasitadas pelo
patégeno. A formacdo das galhas nas raizes ira limitar suas funcbGes, com consequente
reducdo da area de contato com o solo, e, reducdo na absorcdo de agua e nutrientes. Na parte
aérea das plantas, os sintomas sdo similares aos ocasionados por outros patdgenos que
provocam a reducdo da absorcdo de agua e nutrientes. O crescimento da planta é reduzido,
assim como das folhas e frutos. E comum as folhas apresentarem um mosqueado de coloragéo

amarelada, algumas vezes avermelhada, em contraste com o verde normal da folha. Esse
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sintoma de amarelecimento inter-nerval seguido de necrose inter-nerval, € conhecido como

folha “carijo” (FREITAS et al., 2009; MOENS et al., 2009; AMORIM et al., 2011).

CICLO DE VIDA DE Meloidogyne spp.

O ciclo de vida do nematoide (Figura 1) comegca com 0 ovo, onde no interior sera
formado o juvenil de primeiro estadio (J1) a partir de varias transformacGes durante o seu
desenvolvimento embrionario. Dentro do ovo, o J1 passa pela primeira ecdise se
transformando em juvenil de segundo estadio (J2), que ¢é a fase infectante. Sob condigdes
ambientais favoraveis, o J2 abre um orificio na casca do ovo com o seu estilete e eclode
(FERRAZ et al., 2012). No solo, ele se movimenta através de filme d’agua até que localize a
raiz de um hospedeiro para penetrar (CURTIS et al., 2009). Tal localizacdo se da através do
gradiente de concentracdo formado pela liberagdo de exsudados radiculares da planta e
funcionando como orientagdo para o J2. Na raiz, o nematoide ira penetra-la na regido da zona
de elongacdo celular, logo atras da coifa (TAYLOR & SASSER, 1983). Esta zona, por estar
em diferenciacdo celular, possui alta atividade metabolica produzindo grande quantidade de
exsudados que sdo liberados no ambiente. Outra caracteristica dessa regido é que as células
novas possuem parede fragil com pouca deposicdo de lignina, suberina e celulose o que a

torna suscetivel a penetracao pelo J2.
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FIGURA 1: Ciclo de vida de Meloidogyne sp., 0 nematoide das galhas. (a) Estadio J2 na raiz.
(b) Galhas nas raizes. (c) Fémeas na raiz e células gigantes (*). Fonte: modificado de
Castagnone-Sereno et al. (2013).

Uma vez no interior da raiz, o J2 migra para o tecido vascular onde inicia sua
alimentacdo, introduzindo substancias nas células da planta, provocando alteracGes
morfoldgicas e fisioldgicas. As células parasitadas hipertrofiam, aumentando exageradamente
0 seu tamanho e juntamente a esse aumento ha também a divisdo de nucleos sem formagdo de
parede celular e consequente divisao celular. Estas células especializadas da raiz, de 3 a 6 ao
redor da cabeca do J2, recebem o nome de células gigantes (MOENS et al., 2009). Ao se

alimentar, o corpo do J2 sofre engrossamento e adquire uma forma alongada (“salsicha™),

tornando-se sedentario (FREITAS et al., 2009).
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As alteracBes provocadas pela acdo do nematoide ndo séo restritas as células gigantes,
pois, as células do cortex sofrem hiperplasia e hipertrofia, multiplicando-se desordenadamente
em namero e tamanho. Esse processo é o responsavel pelo espessamento da raiz, formando a
galha (EISENBACK & TRIANTAPHYLLOU, 1991). Em decorréncia da formacéo das
células gigantes ha obstrucéo fisica dos vasos condutores, limitando ou bloqueando o livre
fluxo de agua e nutrientes das raizes para a perte aérea, resultando em sintomas de
amarelecimento e murcha da planta (FREIRE, 2007).

Apos o estabelecimento do sitio de alimentacéo, o J2 alimentado sofre duas ecdises,
passando a J3 e J4 onde cessa sua alimentacdo até a fase adulta (EISENBACK &
TRIANTAPHYLLOU, 1991; MOENS et al., 2009). Se ha a formacdo do macho, este adquire
forma alongada, liberando a cuticula do estadio J4, saindo da raiz e deixando de se alimentar
(MOENS et al.,, 2009). Na maioria das espécies de Meloidogyne, ele ndo tem papel na
reproducdo, que é partenogenética (CASTAGNONE-SERENO, 2006). Quando a fémea é
formada, ela continua a se alimentar, seu corpo aumenta de volume e tamanho até tornar
quase esférico completando seu amadurecimento com o inicio da postura de ovos em uma
massa gelatinosa externa ao seu corpo (TAYLOR & SASSER, 1983). Essa massa de ovos se
localiza na superficie da galha e contém de 200 a 1.000 ovos (FREIRE, 2007). Os J2 eclodem
e penetram a mesma raiz ou as raizes vizinhas. A duracdo do ciclo de vida depende da
temperatura, da umidade e do hospedeiro, podendo ocorrer aproximadamente em torno de 30
dias (FREITAS et al., 2009).

Sob condicOes favoraveis de temperatura, umidade e hospedeiro disponivel, ha
predominancia na formacao de fémeas. Entretanto, se as condi¢des forem desfavoraveis, 0 J2,
passa por uma mudanca e seu primordio sexual pode se desenvolve em testiculos em vez de
ovarios, tornando-se macho com duas gonadas. Tal fenémeno é conhecido por reversdo

sexual e funciona como estratégia de sobrevivéncia da espécie, uma vez que, com a menor
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producdo de ovos, o0 parasitismo serd mais brando na planta infectada, o que garantiria a

sobrevivéncia dos poucos individuos formados (FREITAS et al., 2009).

IDENTIFICA(;AO DAS ESPECIES E RACAS

Ha diferencas morfométricas e morfoldgicas entre as espécies de Meloidogyne. Uma
das formas de separar as especies é usando a técnica da configuracdo perineal. A técnica
consiste em analisar microscopicamente a regido da cauda da fémea, que engloba o anus e a
vulva. Nessa regido perineal do corpo da fémea existem marcas cuticulares caracteristicas de
cada espécie. Entretanto, existem populacGes atipicas onde a identificacdo apenas pela
configuracdo perineal se torna dificil, cabendo o uso de outras ferramentas, como a
eletroforese de isoenzimas que compara as diferentes enzimas de mesma atividade bioldgica
para identificacdo das espécies. A unido dessas duas técnicas é muito usada na identificacao
de espeécies de Meloidogyne (ESBENSHADE & TRIANTAPHYLLOU, 1985; CARNEIRO et

al., 1996; 2000).

TABELA 1: Teste de determinacdo de racas de Meloidogyne incognita (Taylor e Sasser,
1978).

M. incognita Fumo Algodao
‘NC-9%° ‘Delta Pine 16’
Raca 1 - -
Raca 2 + -
Raca 3 - +
Raca 4 + +

(+) Nematoide se multiplica; (-) Nematoide ndo se multiplica.

Meloidogyne spp. apresentam racas fisiologicas de acordo com a preferéncia alimentar

(Tabela 1). Racas da mesma espécie ndo podem ser diferenciadas por morfometria,
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consequentemente ha a necessidade do uso de hospedeiras diferenciadoras para reproducao
dessas populagdes (EISENBACK, 1983). Meloidogyne hapla ndo apresenta ragas fisioldgicas.
Meloidogyne incognita possui quatro racas e M. arenaria, duas. Estas sdo separadas de acordo

com o teste de determinacdo de ragas de Taylor & Sasser (1978).

CONTROLE DE Fusarium e Meloidogyne

Esses patdgenos tém ampla gama de hospedeiros e capacidade de sobreviver por
longos periodos no solo sem a presenca de seu hospedeiro principal, o que dificulta a adogéo
de métodos de controle eficientes. Os principais métodos de controle, isto é, genético, cultural
e quimico, sdo empregados para minimizar os danos causados pelos patdgenos (FREIRE et
al., 2007).

A resisténcia € considerada uma das principais estratégias de controle de doengas de
plantas, devido a facilidade de utilizacdo e ao baixo custo empregado na sua utilizacdo
(AMORIM et al., 2011). At¢é o momento, este método ndo se aplica para um controle
satisfatorio da murcha-de-fusarium do algodoeiro em qualquer area de cultivo, devido
principalmente ao fato de que essa resisténcia é ‘quebrada’ quando, além do fungo, existe
também a presenca de nematoides na &rea cultivada, havendo assim a necessidade de se
incorporar genes de resisténcia aos nematoides das galhas e reniforme nas cultivares
resistentes a Fov (DAVIS et al., 2006).

As selegdes iniciais de resisténcia a fusariose conduzidas em solos infestados podem
indiretamente ter selecionado para resisténcia ao nematoide das galhas, visto que esses
patdgenos podem coexistir nos campos de selecdo. Essa pode ser a explicacdo para 0 bom
nivel de resisténcia alcancado pelo cultivar Cook 307-6 ao M. incognita (HILLOCKS, 1992).

Testes em campos infestados com F. oxysporum f. sp. vasinfectum e M. incognita,

mostraram que cultivares que apresentavam alto nivel de resisténcia ao nematoide tiveram
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melhor desempenho na redugdo de perdas quando comparadas a cultivares que possuiam
apenas a toleréncia ao M. incognita associada a moderada resisténcia a murcha-de-fusarium
(HYER et al., 1974). Cultivares oriundas de cruzamentos, envolvendo um acesso de G.
hirsutum resistente ao nematoide das galhas (Wild Mexican Jack Jones), selecionadas apenas
para resisténcia ao nematoide, também foram resistentes ao complexo Fusarium-nematoide.
Muitas vezes, a estratégia de selecionar gendtipos resistentes ao nematoide das galhas
confere, indiretamente, resisténcia ao complexo Fusarium-nematoide (HILLOCKS, 1992).

O controle cultural se baseia no uso de algumas préaticas culturais (rotacéo de culturas,
eliminacdo de plantas voluntérias, eliminacdo de hospedeiros alternativos, eliminagcdo de
restos culturais, preparo de solo, incorporagdo de matéria organica ao solo, escolha da melhor
época de plantio, densidade de plantio, controle da irrigacdo, controle da drenagem, nutricdo
mineral, pH do solo, entre outros), preferencialmente combinadas, com o objetivo principal de
minimizar os efeitos negativos que as doengas podem causar sobre a produgdo de plantas
cultivadas. A atuacdo dessas praticas pode ser tanto sobre o hospedeiro quanto sobre o
patdégeno, objetivando favorecer o hospedeiro em detrimento do patdgeno. As praticas
utilizadas no controle cultural em sua maioria buscam exercer interferéncia na sobrevivéncia,
na producdo e na disseminacao do inoculo do patégeno (AMORIM et al., 2011).

Todavia, na maioria das vezes, o controle quimico de doencas de plantas é a Unica
medida eficiente e economicamente vidvel de garantir as altas produtividades e qualidade de
producdo. Variedades de plantas cultivadas, interessantes pelo bom desempenho agronémico
e pela preferéncia dos consumidores, geralmente aliam uma certa vulnerabilidade a agentes
fitopatogénicos e a cultura do algodao ndo foge muito dessa realidade. Desta forma, o uso de
produtos quimicos sistémicos ou de contato para o controle de pragas (controle quimico) é
muito utilizado nessa cultura, sendo essa intervencao, muitas vezes realizada antes mesmo das

plantas chegarem ao campo (tratamento de sementes), seguida por aplicacdes sucessivas com
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varios outros produtos. Este fato, pode elevar em muito os custos de producdo, devido ao
grande volume de agrotoxicos utilizados e aos altos precos desses produtos. Além disso,
riscos ambientais e sociais (contaminacdo ambiental e riscos a satde do produtor rural) podem
ser potencializados, uma vez que, na maioria das vezes, tratam-se de produtos de elevada
toxicidade onde o uso deve ser evitado ao maximo e quando utilizados, os cuidados durante
esse uso devem ser rigorosamente acompanhados (FERRAZ & FREITAS, 2012). Nesse
contexto, a necessidade de se encontrar alternativas economicamente mais vantajosas para o

agricultor e menos agressivas a0 meio ambiente torna-se uma realidade.

CONTROLE BIOLOGICO

O manejo das pragas e patdgenos da agricultura esta atualmente fundamentado no uso
de agrotoxicos. Entretanto, 0 uso exagerado desses produtos pode acarretar efeitos colaterais
como deterioracao da saude dos trabalhadores rurais e dos consumidores (LIMA et al., 2000),
poluicdo ambiental e até mesmo a selecdo de patdgenos resistentes aos principios ativos
(RAKH et al., 2011).

Com os avancos tecnoldgicos e a globalizacdo, as informacdes tornam-se cada vez
mais dinamicas e 0s conhecimentos sdo difundidos rapidamente em todo o mundo. Esse fato
tem levado a conscientizacdo da sociedade para as consequéncias de certos procedimentos
para a saude e para 0 meio ambiente. O controle biologico (CB) tem sido apontado como um
método seguro para 0 manejo das doencas das plantas cultivadas (PUNJA & UTKHEDE,
2003), apresentando inUmeras vantagens em relacdo ao controle quimico, pois com o uso de
antagonistas (fungos, virus, bactérias e outros) o controle biolégico se mostra de féacil
aplicacdo, tendo menor custo e ndo sendo danoso ao meio ambiente e a0 homem (SOARES &

SANTQOS, 2006).
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Segundo Baker & Cook, (1974) o CB de doencas de plantas teve inicio como ciéncia
em 1926, com estudos sobre Streptomyces scabies (sarna comum da batata). Ainda, de acordo
com esses autores, no ano de 1931 foi utilizado pela primeira vez o termo “controle
bioldgico” em um artigo sobre Gaeumannomyces graminis (mal-do-pé do trigo).

O CB ¢ resultado da interacéo triplice, patdgeno, planta hospedeira e antagonista, sob
a influéncia do ambiente (BAKER & COOK, 1974). Segundo Bettiol & Ghini (1995),
modificacbes ambientais provocadas no sitio de infeccdo podem resultar em limitagcdes nas
atividades do patégeno ou induzir a resisténcia no hospedeiro. Nessas modificagbes estdo
envolvidas praticas culturais capazes de promover condi¢des favoraveis ao desenvolvimento
do antagonista em detrimento do patégeno ou a resisténcia do hospedeiro.

Controle biol6gico é o uso de um organismo para controle de outro, podendo o agente
apresentar efeito biocida, causando a morte do alvo, ou biostatico, inibindo seu
desenvolvimento (ZAMBOLIM, 2010). O CB pode ser visto como a reduc¢do da densidade de
inéculo ou das atividades determinantes da doenca, através da acdo de um ou mais
organismos. Para Junqueira & Gasparotto (1991), as atividades determinantes de doenca sdo o
crescimento, a infectividade, a agressividade, a viruléncia e outros atributos do patégeno ou
processos que determinam a infecgdo, o desenvolvimento dos sintomas e a reproducdo do
patégeno. O CB visa a manuten¢do por meio de certas praticas, o equilibrio do agrossistema,
de forma que o hospedeiro em presenca do patdégeno ndo seja significativamente afetado,
devido a acdo antagdnica dos biocontroladores. Além disso, 0s antagonistas podem induzir
tdo simplesmente a resisténcia da planta hospedeira ao ataque de patogenos (AGRIOS, 2005).

Para avaliacdo do antagonismo ao patdgeno, Sa0 necessarios testes in vitro e in vivo, a
fim de determinar os mecanismos usados pelos agentes de biocontrole, bem como o efeito
ecologico que resulta no controle da doenca (LUMSDEN & LOCKE, 1989). Linhagens

efetivas do agente controlador para determinados patdégenos e ambientes especificos devem
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ser selecionadas (HOWELL, 2003). Ferraz et al. (2001), citam que pesquisas foram realizadas
com o objetivo de encontrar novos e alternativos métodos de controle para manejo de
fitopatdgenos objetivando explorar o potencial de seus inimigos naturais e futuramente
utiliza-los em programas de controle biolégico. O CB tem-se mostrado como uma alternativa
sustentavel para 0 manejo de nematoides, permitindo minimizar danos ambientais, quando
comparado aos métodos quimicos convencionais (COIMBRA & CAMPOS, 2005; VAZ et al.,
2011).

Dentre o0s inimeros inimigos naturais ja identificados como potenciais agentes de CB,
destaca-se uma ampla gama de bactérias da rizosfera com efeito antagbnico a fungos e
nematoides (STURZ & NOWAK, 2000; TIAN et al., 2007; MACHADO et al., 2012). Estas
bactérias possuem grande capacidade de sobrevivéncia na rizosfera, colonizando as raizes das
plantas conferindo a elas, varios beneficios tais como: promocdo de crescimento,
disponibilizacdo de nutrientes e hormonios vegetais, protecdo contra patégenos, maior
resisténcia a seca entre outras vantagens. Essas bactérias sdo também conhecidas como
Rizobactérias Promotoras de Crescimento de Plantas (RPCPs) (SCHROTH & HANCOCK,
1982; STIRLING, 1991; SIDDIQUI & MAHMOOD, 1999).

As RPCPs podem atuar como agentes de controle bioldgico principalmente pela
producdo de substancias bactericidas, fungicidas ou micostaticas e nematicidas inibindo o
crescimento e o desenvolvimento dos agentes patogénicos (LUZ, 1996), pela producgéo de
antibidticos, toxinas e enzimas, interferindo no processo de reconhecimento planta-
hospedeiro, induzindo resisténcia e/ou proporcionando o desenvolvimento saudavel da planta
(MANKAU, 1980; STIRLING, 1991; SIDDIQUI & MAHMOOD, 1999; TIAN et al., 2007).

Chen et al. (1994) isolaram cento e setenta estirpes de bactérias de tecidos internos do
algoddo, sendo que destas 49 estirpes possuiam atividade de controle bioldgico contra

Rhizoctonia solani em algod&o e 25 estirpes induziram resisténcia sistémica a Colletotrichum
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orbiculare em pepino. Dessa forma, essas ultimas foram utilizadas em ensaios para testar seu
potencial de biocontrole contra murcha vascular do algoddo (F. oxysporum f. sp.
vasinfectum). As cepas foram introduzidas como endofitos em algod&o ’Rowden’. Plantulas
de algodoeiro foram tratadas com as bactérias 7 dias ap0s o plantio, por perfuragdo das hastes
com uma agulha fina. Dez dias ap6s o tratamento, as plantas foram inoculadas por injecao da
haste com microconidios do patégeno. Doze dias apds a inoculacdo do patdgeno, a expressao
dos sintomas foi avaliada e seis especies de bactérias (Aureobacterium saperdae, Bacillus
pumilus, Phyllobacterium rubiacearum, Pseudomonas putida, P. putida, e Ralstonia
solanacearum) reduziram a severidade da doenca. Estudos de colonizacdo revelaram que
estas bactérias sdo capazes de sobreviver por até 28 dias na haste do algodoeiro. Cinco
linhagens foram testadas para a capacidade de se mover dentro da haste e duas demonstraram
movimento limitado, ndo superior a 5,0 cm, 14 dias ap6s a aplicacdo do tratamento. Também
foi observado aumento da populacdo dessas bactérias trés dias apds sua introducao na haste da
planta. Estes resultados indicam que bactérias endofiticas devem ser ainda avaliadas quanto a
eficacia como agentes de CB de patdgenos vasculares e que alguns endofitos podem
sobreviver, multiplicar e apresentar movimento limitado nos vasos do algodoeiro.

Varios trabalhos relatam a agdo nematicida de Bacillus (B. thuringiensis, B.
laterosporus, B. circulans, B. subtilis, B. pumilus, B. cereus, B. sphaericus e B. licheniformes)
no controle de diferentes nematoides (CARNEIRO et al., 1998; JONATHAN et al., 2000;
KEMPSTER et al., 2001; CHEN & DICKSON, 2004).

Em testes realizados in vitro e em casa de vegetacdo Zhang et al. (1996), testaram
Gliocladium virens e B. subtilis no controle de F. oxysporum f. sp. vasinfectum. Nesse
experimento o0s autores observaram que sementes tratadas com estirpes G. virens e com B.
subtilis promoveram uma reducdo na colonizacdo das raizes pivotantes e secundarias de

plantulas de algodoeiro por Fusarium spp. Em casa de vegetacdo, 0s mesmos tratamentos de
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sementes suprimiram a incidéncia e severidade da fusariose do algodoeiro em solo infestado
com F. oxysporum f. sp. vasinfectum e M. incognita. Gliotoxina, produzida por linhagens de
de G. virens, inibiu F. oxysporum f. sp. vasinfectum in vitro. Os tratamentos de sementes com
G. virens e B. subtilis ndo afetaram a reproducdo do nematoides das galhas, mas foi notado
incremento de vigor e produtividade nas plantas tratadas com os antagonistas.

Mais de 60 antibi6ticos sdo sintetizados por B. subtilis, além de muitos polipeptidios
(PHAE & SHODA, 1991). Esta bactéria também se caracteriza por produzir endotoxinas que
interferem no ciclo reprodutivo dos nematoides, especialmente na oviposic¢ao e ecloséo dos
juvenis (SHARMA & GOMES, 1996). Melo & Valarini (1995) estudando 18 rizobactérias,
isoladas da rizosfera de diferentes hospedeiros, realizaram testes in vitro e selecionaram trés
bactérias com efeito antagdnico a Fusarium solani, agente causal da podriddo radicular. Dois
isolados de B. subtilis e dois de Pseudomonas sp., antagonicos a fungos patogénicos foram
incluidos nos testes, os quais foram antagonistas a F. solani. Em testes realizados em casa de
vegetacdo com as estirpes selecionadas, um dos isolados de B. subtilis controlou
satisfatoriamente o patdgeno nos ensaios realizados. A promog¢édo do crescimento também foi
observada nas plantas inoculadas com B. subtilis e Pseudomonas sp. quando comparadas a
testemunha. Algumas toxinas sdo secretadas por B. firmus que prejudicam especialmente a
formagdo da pelicula externa das posturas dos nematoides formadores de galhas, inibindo a
eclosdo, além de atuarem sobre os juvenis (MACHADO et al., 2012).

Villa et al. (2007), avaliando a eficiéncia de estirpes de B. subtilis no controle de F.
solani, F. sporotrichois e F. oxysporum, patogenos da sementes de cana-de-agucar,
concluiram que B. subtilis pode reduzir de 50 a 60% o desenvolvimento do micélio do fungo
em comparacdo ao controle através da exposicdo do patdgeno aos metabolitos produzidos

pela bactéria. Com esse estudo os pesquisadores selecionaram trés estirpes de B. subtilis com
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efeito antagonista promissor ao desenvolvimento de novos bioprodutos que possam substituir
agrotoxicos no tratamento de sementes da cana-de-agucar.

Foi demonstrado por Araudjo et al. (2002) que isolados de B. subtilis produzem
metabdlitos toxicos que afetam o movimento de nematoides e também podem inibir a eclosdo
de juvenis e o processo de penetragdo nas raizes. A producdo de proteases e a inducdo de
enzimas de defesa na planta hospedeira sdo também mecanismos atribuidos a B. subtilis no
controle de nematoides (LIAN et al., 2007; KAVITHA et al., 2007).

Testes realizados por Yuan et al. (2012) avaliaram a a¢do fungistatica e inibidora de
germinacdo de esporos, de compostos volateis produzidos por B. amyloliquefaciens NJN-6
sobre F. oxysporum f. sp. cubense. De um total de 36 compostos volateis detectados, onze
inibiram completamente o crescimento micelial e a germinacdo de esporos do fungo,
comprovando sua atividade antifingica. Desse modo, os resultados do estudo sugerem que 0
mecanismo de controle produzido por essa bactéria pode desempenhar papéis importantes em
curtas ou a longas distancias na supressdo de F. oxysporum f. sp. cubense.

Machado et al. (2012), estudando o efeito nematicida de Bacillus spp. chegaram a
conclusdo que estas bactérias atuam principalmente sobre nematoides formadores de galhas
(Meloidogyne spp.) na cultura do tomate. Zhao et al. (2013) testaram o efeito fungistatico de
metabdlitos ndo volateis produzidos por estirpe de B. amylolinquefaciens sobre F. oxysporum
f. sp. spinaciae in vitro, e isolaram, bem como, identificaram os lipopeptideos presentes
nesses metabolitos através da espectrometria de massa e posteriormente testaram seus efeitos
sobre o patdgeno. Esses testes revelaram que o lipopeptideo ‘fengycin’ possui acdo sobre a
seletividade da membrana fangica. Foram observadas ainda, mudangas morfologicas da
estirpe de F. oxysporum f. sp. spinaciae e a germinacdo dos esporos foi inibida. O estudo
sugere que fengycin produzido por B. amyloliquefaciens atua pelo menos como agente

fungistatico sobre o patdgeno em estudo.
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Em ensaios realizados em campo onde B. subtilis foi aplicado em cana-de-agUcar
observou-se promocdo de crescimento de plantas e reducdo do fator de reproducdo do
nematoide (Meloidogyne spp.) (CARDOZO & ARAUJO, 2011).

Batista Jr. et al. (2002) selecionaram isolados de B. thuringiensis, quanto a capacidade
de inibir F. solani f. sp. phaseoli, F. solani f. sp. glycines, F. oxysporum e Colletotrichum sp.
Esses autores encontraram trés isolados bacterianos capazes de inibir o desenvolvimento
fangico, sendo um deles capaz de inibir o crescimento dos quatro fungos avaliados. As outras
duas bactérias em questdo eram os isolados de B. thuringiensis que foram capazes de inibir o
crescimento de trés destes patdgenos, indicando possuirem atividade antifingica abrindo um
novo campo de estudo para a utilizagdo do B. thuringiensis.

Resultados semelhantes a aplicacdo de carbofurano foram observados quando isolados
de B. subtilis foram aplicados no plantio da cana-de-agUcar. Tais isolados, além de controlar
0s nematoides (M. incognita, M. javanica e Pratylenchus zeae), aumentaram a massa fresca
da parte aérea da variedade de cana testada (MAZZUCHELLI & ARAUJO, 2011). Testes em
tomateiro mostraram incremento de biomassa da parte aérea e reducdo na reproducdo de
Meloidogyne quando as plantas foram tratadas com B. subtilis (ARAUJO & MARCHESI,
2009). B. subitilis promoveu 100% de germinacédo de feijdo (Phaseolus vulgaris) e reduziu o
namero de galhas provocadas por M. javanica (DAWAR et al., 2008).

Zhao et al. (2013) avaliaram a eficiéncia de estirpes de B. subtilis, isolada da
superficie de anteras e sementes de trigo, no controle de Fusarium graminearum, agente
causal de uma devastadora doenca do trigo e cevada. Para isso, foram realizados testes in vitro
0s quais propiciaram a identificacdo e selecdo das melhores bactérias para estudos
subsequentes. As estirpes de B. subtilis selecionadas foram testadas em campo e foi
constatada reducdo na incidéncia da doenca. Analises da superficie vegetal tratada mostraram

também, que as aplicacdes com B. subtilis reduziram a colonizacdo da superficie vegetal com
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hifas do patdgeno, devido a lise dessas hifas e subsequente extravasamento do contetido
celular.

Fernandes et al. (2013) testando isolados de Bacillus spp. no controle de M. javanica
em feijoeiro em casa de vegetacdo, ndo observaram incremento de massa fresca da parte aérea
e raiz e tdo pouco do numero de galhas formadas pelos nematoides nas raizes das plantas, mas
para um dos isolados foi verificada reducéo do fator de reproducdo em quatro vezes quando
comparado a testemunha. Reducdo de mais de 80% na populacdo de J2 e ovos de M. javanica
no solo foram relatadas por Fernandes et al. (2014), que utilizaram uma combinacdo de B.
subtilis e Pochonia chlamydoporia (Goddard) na microbiolizacdo de sementes de tomate.

Levando em consideracdo tais informacdes, se conclue que algumas espécies de
Bacillus possuem potencial para uso no controle de fungos e nematoides, por serem capazes
de interferir no ciclo de vida, infeccdo e parasitismo destes patdgenos. Além disso, algumas
dessas bactérias promovem o desenvolvimento de plantas. Contudo, estudos mais

aprofundados sdo necessarios para elucidar os mecanismos envolvidos nessa interacao.

O NEMATOIDE Caenorhabditis elegans

Caenorhabditis elegans é um nematoide de vida livre, habitante de solos Umidos, que
usa oxigénio atmosférico e é bacteriofago. Foi introduzido como modelo experimental para
estudo do desenvolvimento e neurobiologia de organismos multicelulares (BRENNER, 1974),
e € utilizado como organismo teste para Vvarias pesquisas (DONALD, 1997
SCHIERENBERG & WOOD, 1985).

O nematoide apresenta caracteristicas ideais para o estudo do desenvolvimento; é
hermafrodita e a reproducdo é por autofertilizacdo o que facilita a manutencdo de mutacoes
génicas; possui ciclo de vida curto (~ 15 dias) (Figura 2) composto por quatro estadios juvenis

e um adulto (BYERLY et al., 1976); sob condi¢bes favoraveis (20° C), trés dias apos a
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eclosdo dos juvenis, 0 nematoide inicia a fase reprodutiva onde cada individuo gera cerca de
300 progénies. Além disso, apresenta um estadio de resisténcia (‘dauer’) que sobrevive sob
condi¢Ges ambientais desfavoraveis e a falta de alimento (WOOD, 1988). Isso permite que
esses animais sejam mantidos em N liquido com 15% (v/v) de glicerol. Este armazenamento
permite uma recuperacdo de 35 a 45% dos animais congelados mesmo ap0s Vvarios anos
(BRENNER, 1974). Apresenta possibilidade de cultivo in vitro utilizando placas contendo
agar e Escherichia coli como alimento e possui ainda, tamanho pequeno o que facilita a
manutencdo de populagdes numerosas e analise sob microscopio eletrdnico (ANKENY, 2001;
RIDDLE et al., 1997). Esse nematoide tem o corpo transparente o que permite a utilizacdo de
técnicas ndo invasivas de visualizacdo de suas estruturas celulares e de transcritos marcados
com proteinas fluorescentes, mesmo que expressos em uma Unica célula. O desenvolvimento
celular € estereotipado e foi mapeado através da reconstrucdo de séries de microscopia

eletronica (WHITE et al., 1982).
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FIGURA 2: Ciclo de vida de Caenorhabditis elegans. Desenvolvimento em quatro estadios
juvenis e uma forma de resisténcia (dauer larva) quando as condi¢fes de sobrevivéncia sdo
desfavoraveis. O ciclo de vida dura cerca de 48 h a 22 °C ou 96 h a 15 °C. Os adultos vivem
cerca de 15 dias e depositam até 350 ovos durante o ciclo. Fonte: Modificado de Jorgensen &
Mango (2002).

Possui um genoma com cerca de 20 mil genes distribuidos em cinco pares de
cromossomos autossémicos e um par de cromossomos sexuais no hermafrodita e apenas um
cromossomo sexual no macho (HODGKIN, 2005). Esse nematoide foi o primeiro entre 0s
organismos multicelulares a ter o genoma mapeado, conservando homologia de 60% a 80%
com os mamiferos (THE C. ELEGANS SEQUENCING CONSORTIUM, 1998). A populacao
é constituida de 99,9% de hermafroditas e 0,1% de machos gerados espontaneamente pela ndo

disjungdo dos cromossomos sexuais na meiose dos gametas. C. elegans é composto por 959
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células no hermafrodita adulto e 1.031 no macho adulto que formam diferentes 6rgdos e
tecidos. O sistema nervoso é o 6rgao mais complexo e compreende 302 neurénios e 56 células
do tipo glia (BARGMANN, 1998; RIDDLE et al., 1997). As caracteristicas descritas, assim
como 0s avangos no conhecimento da biologia dessa espécie, demonstraram alto grau de
conectividade com outras &reas do conhecimento no mesmo organismo ou em mamiferos.
Estes aspectos tornaram C. elegans um instrumento no aprofundamento do conhecimento de
nematoides parasitas. A partir dai estudos antes inviaveis de serem realizados com nematoides
parasitas devido a fatores éticos e praticos tém utilizado C. elegans como modelo (BRITTON
& MURRAY, 2006). Este animal também pode ser usado como modelo em estudo de
fitonematoides, uma vez que possui grande nimero de caracteristicas comuns a maioria dos
nematoides, como a divisdo, reproducdo, desenvolvimento de células e simplicidade de
organizacao de tecidos. As informacgdes genéticas, bioquimicas e anatémicas obtidas deste
organismo podem ser aplicadas diretamente em outros nematoides (WARD, 1988). Testes in
vitro possibilitaram a identificacdo de B. thuringiensis (CR-371) com efeito nematicida a C.
elegans e estudos posteriores mostraram que esta estirpe também provocava reducdo nas

galhas de M. incognita em tomateiro (ZUCKERMAN et al., 1993).
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UTILIZACAO DE Caenorhabditis elegans COMO INDICADOR DE TOXICIDADE DE
ESTIRPES DE Bacillus thuringiensis AO NEMATOIDE Meloidogyne incognita ragas 3 e

4

1. RESUMO

O algodoeiro (Gossypium hirsutum) € acometido por varias doencas de importancia
econbmica, dentre as quais a meloidoginose (Meloidogyne incognita ragas 3 e 4). Entre os
métodos de controle dessa doenca, destacam-se as aplicacGes de nematicidas, a solarizagdo, a
aracdo profunda, a rotacdo de culturas e o uso de microrganismos antagonistas. Dentre as
espécies do género Bacillus, existem estirpes que atuam como biorreguladores e antagonistas
de vérios fitopatdgenos. Os testes para identificacdo dessas estirpes sdo prejudicados pela
dificuldade de se obter grandes populaces do patdgeno e pelo tempo de execucdo dos testes
in vivo que devem ser conduzidos por cerca de 90 dias. Diante disso, o presente trabalho teve
como objetivo comparar a toxicidade de estirpes de B. thuringiensis aos dois nematoides
(verificando a possibilidade de empregar o C. elegans como indicador para a selecdo de
estirpes com potencial de biocontrole contra M. incognita. Para tanto, foi realizado um ensaio
in vitro com oito estirpes de B. thuringiensis avaliando-se a atividade tdxica para C. elegans e
para J2 de M. ingonita em condicBes de laboratdério e casa de vegetacdo. A maioria das
estirpes toxicas ao C. elegans in vitro, também foi toxica ao M. incognita, sendo que 3 delas
(S906, S1192, S2036) reduziram significativamente as popula¢es dos dois nematoides. O
efeito toxico apresentado pelas estirpes de B. thuringiensis contra C. elegans foram similares
aos apresentados pelos mesmos isolados contra M. incognita in vivo. Esses resultados
sugerem que é plausivel o uso do C. elegans como indicador de toxicidade para selecdo de
estirpes de B. thuringiensis toxicas a M. incognita.

Palavra-chave: Biocontrole, fitonematoide, nematoide das galhas, rizobactérias.
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USE OF Caenorhabditis elegans AS A MODEL FOR THE DEVELOPMENT OF A
METHOD FOR SELECTION OF Bacillus STRAINS TOXIC TO Meloidogyne

incognita races 3 and 4

2. ABSTRACT
Cotton crop (Gossypium hirsutum) is affected by various diseases of economic importance,
among them, the root galls caused by Meloidogyne incognita races 3 and 4 has such
significance. Some methods of control of this disease are used, such as, the prevention of the
entry of the pathogen in areas not yet infested, use resistant varieties, applications of
nematicides, mainly by seed treatment, soil solarization, deep plowing, crop rotation with the
addition of organic and inorganic wastes and use of micro-organisms antagonists. Bacillus are
bioregulators and antagonists of several phytopathogens, but tests for identification of strains
with biocontrol potential against parsitic nematodes are delayed by the difficulties of
obtaining large populations of the pathogen in short time for installation of selection trials.
Allied to this, the in vivo tests that must be performed are quite laborious and time-
consuming, since the nematode-cycle lasts about 28 d and must be conducted carefully for
about 90 d. Given this, the present work had as objective to evaluate the potential of
Caenorhabditis elegans as a model organism for selection of strains of Bacillus spp. with
biocontrol potential against M. incognita. For this, an in vitro assay was performed with eight
strains of B. thuringiensis, evaluating the toxic activity for C. elegans and J2 of M. ingonita
under laboratory and greenhouse conditions. Most of the Bacillus that were toxic to C.
elegans in vitro, were also toxic to M. incognita. Three Bacillus isolates (5966, S1192,
S2036) significantly reduced the population of both nematodes in vitro. The effects of isolates

of Bacillus against C. elegans were similar to those presented by the bacterial isolates on M.
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incognita in vivo. These results suggest that it is plausible the use of C. elegans as a model in
testing strains of Bacillus toxic to M. incognita.

Keywords: Biocontrol, plant nematode, root-knott nematode, rhizobacteria.
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3. INTRODUCAO

O algodoeiro (Gossypium hirsutum L.), cultivado em mais de 60 paises, ocupa uma
area maior que 35 milhdes de hectares e produzindo em torno de 25 milhdes de toneladas de
pluma ao ano e é uma das mais importantes commodities agricolas no mundo (ABRAPA,
2015). Considerado um dos setores de maior importancia econémica e social para o Brasil, a
cotonicultura exige cada vez mais investimentos em tecnologias para que consiga responder a
crescente demanda atual por algodao (FREIRE, 2015).

De acordo com Suassuna e Coutinho (2007), as condicdes edafo-climaticas das regides
produtoras, associadas aos sistemas de cultivo, muitas vezes envolvendo extensas de areas e
ao reduzido numero de variedades cultivadas induzem o aparecimento de pragas e doencas.
Nesse cenario, existem mais de 250 agentes patogénicos para cultura do algoddo, mas a
grande maioria é considerada praga secundaria, por nao causar danos econémicos (AMORIM
et al., 2011; IAMAMOTO, 2005; CIA & SALGADO, 2005; GOTO, 1990; BRADBURY,
1986). Em contraposi¢do, a meloidoginose causada por M. incognita racas 3 e 4 tem
assumido papel de destaque. Este nematoide pertence ao grupo dos endoparasitas sedentarios.
Apdbs penetrar a raiz do hospedeiro o J2 se locomove através do cortex radicular chega ao
cilindro vascular onde e estabelece o sitio de alimentacdo, iniciando o processo de
alimentacdo (MOENS et al., 2009). No sitio de alimentacdo permanece nutrindo-se e
passando porvarias ecdises até a formacdo do adulto macho ou fémea (EISENBACK &
TRIANTAPHYLLOU, 1991; MOENS et al., 2009). Tal caracteristica Ihe oferece varios
beneficios, como a protegdo contra intempéries e inimigos naturais, aléem de dificultar a
adogdo de métodos de controle eficientes. A alimentacdo rica disponivel favorece a sua
reproducdo e uma Unica fémea chega a produzir de 200 a 1.000 ovos (FREIRE, 2007).
Meloidogyne incognita se destaca hoje como principal fitonematoide da cultura do algodéo,

acarretando em prejuizos que podem ultrapassar 40% em areas com indices elevados de
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infestacdo (FREIRE, 2015). Além do algoddo, M. incognita é patogénico a uma ampla gama
de hospedeiros, dificultando o uso de técnicas de manejo.

Dentre os métodos de controle mais utilizados, destacam-se a prevencéo da entrada do
patdgeno em é&reas ainda ndo infestadas, uso de variedades resistentes, aplicacdes de
nematicidas no tratamento de sementes, solarizagédo, aracdo profunda, rotagdo de culturas com
incorporacdo de residuos organicos e inorganicos para melhoria das caracteristicas fisicas,
quimicas e biolégicas do solo e uso de microrganismos antagonistas (FERRAZ et al., 2012).
H& ampla gama de bactérias rizosféricas com efeito antagbnico a fungos e nematoides
(STURZ & NOWAK, 2000; TIAN et al., 2007; MACHADO et al., 2012). Tais bactérias
colonizam as raizes das plantas, podendo conferir a elas beneficios tais como: promogéo de
crescimento, disponibilizacdo de nutrientes e hormonios vegetais, protecdo contra patdgenos e
maior resisténcia a seca. Essas bactérias sdo também conhecidas como Rizobactérias
Promotoras de Crescimento de Plantas (RPCPs) (SCHROTH & HANCOCK 1982;
STIRLING, 1991; SIDDIQUI & MAHMOOQOD, 1999).

As RPCPs podem atuar como agentes de controle biolégico produzindo substancias
bactericidas, fungicidas ou micostaticas e nematicidas inibindo o crescimento e o
desenvolvimento dos agentes patogénicos (LUZ, 1996), pela producdo de antibi6ticos, toxinas
e enzimas, interferindo no processo de reconhecimento planta-hospedeiro, induzindo
resisténcia e/ou proporcionando o desenvolvimento saudavel da planta (MANKAU, 1980;
STIRLING, 1991; SIDDIQUI & MAHMOOD, 1999; TIAN et al., 2007).

Bacillus sdo reconhecidamente bioreguladores e antagonistas naturais de varios
fitopatdgenos, além de promover o crescimento e induzir resisténcia em plantas (MAHDY et
al., 2001; VONDERWELL et al., 2001; ONGENA & JACQUES, 2007; RUSSI, 2012). Essas
bactérias sdo Gram-positivas, formadoras de esporos e algumas ainda possuem a capacidade

de produzir cristais proteicos durante a sua fase de esporulacdo, cristais esses que podem ser
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toxicos a insetos das mais diversas ordens (BRAVO et al., 2007; VAN FRANKENHUY ZEN,
2009) e a nematoides, como é o caso das ja descritas proteinas nematicidas Cry5B, Cry6A,
Cryl4A, Cry21A e Cry55A (WEI et al., 2003; GUO et al., 2008). Entretanto, hd grande
demanda por se identificar e selecionar estirpes bacterianas com elevada atividade de controle
sobre M. incognita para viabilizacdo do seu uso em programas de controle bioldgico. Os
ensaios in vitro e in vivo com esse nematoide sdo prejudicados pelas dificuldades de se obter
grandes populagdes em curto periodo de tempo.

Também, os testes in vivo que devem ser realizados para contraprova dos resultados
obtidos nos screenings sdo bastante trabalhosos e demorados, pois o ciclo de M. incognita
gira em torno de 28 dias e para ter seguranca nas avaliagdes dos experimentos, estes devem
ser conduzidos por aproximadamente 90 dias. Além disso, M. incognita ndo se alimenta fora
da raiz da planta, dificultando o seu uso em ensaios in vitro de selegdo. Assim, 0 uso de um
organismo de mais facil manejo seria justificavel. Neste contexto, Caenorhabditis elegans,
nematoide de vida livre, habitante de solos Umidos que usa oxigénio atmosférico e que se
alimenta de bactérias, surge como uma alternativa plausivel (BRENNER, 1974). Este
nematoide € hoje utilizado como organismo modelo para 0os mais variados tipos de pesquisa
(SCHIERENBERG & WOOD, 1985; DONALD, 1997). O presente trabalho teve como
objetivo avaliar o potencial de Caenorhabditis elegans como organismo indicador para
selecdo de estirpes de Bacillus spp., com potencial de biocontrole contra M. incognita raca 3 e

4.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. ESTIRPES DE Bacillus thuringiensis

As estirpes bacterianas utilizadas nestes ensaios foram S906, S1185, S1192, S2036,
S2038, S2193, S2493 e S2496, pertencentes a Colecdo de Bactérias de Invertebrados da
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. Essas bactérias foram cultivadas em
erlenmeyer (500 mL) contendo 150 mL de meio Embrapa (MONNERAT et al., 2007), em
incubador rotativo a 150 RPM, a 28° C (x 2° C) por 72 h. Ao final do cultivo a morfologia das
estirpes foi analisada em Microscopio de contraste de fases para observacdo da presenca do

cristal protéico (MONNERAT et al., 2001).

4.2.  MANUTENCAO DA POPULACAO DE C. elegans

A manutencdo da col6nia de C. elegans foi realizada de acordo com o protocolo de
Stiernagle (2006) com modificacdes. Esse nematoide foi gentilmente cedido a Embrapa pelo
Dr. Colin Berry da Universidade de Cardiff. A alimentacdo dos nematoides foi feita com a
utilizacdo da bactéria E. coli, estirpe OP50 multiplicada em agitador rotativo (150 RPM,;
36°C; 12 h) em meio Luria-Bertani (LB) (SAMBROOK; FRITSH & MANIATIS, 1989). A
cada dois dias 1 mL da suspensdo bacteriana foi oferecida aos nematoides nas placas de
cultivo. As colénias de C. elegans foram mantidas em incubadora (Marconi, mod. MA 403)

na auséncia de luz e a 21° C.

43. MANUTENCAO DA POPULACAO DE Meloidogyne incognita
O inoculo inicial de Meloidogyne incognita racas 3 e 4 foi cedido pela Dra. Regina
Carneiro do laboratorio de fitonematoides da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.

Os nematoides foram multiplicados em tomateiro (Solanum lycopersicum, grupo Santa Cruz,
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cv. Santa Clara) por 3 meses em casa de vegetacdo. Apds esse periodo os ovos foram
extraidos das plantas segundo método descrito por Hussey & Barker (1973), modificado por
Boneti & Ferraz (1981). Ap0Os extracdo, 0S 0VOS passaram por um novo processo de limpeza
para desinfeccdo superficial, desenvolvido a partir do descrito por Zuckerman & Brzeski
(1966). Os ovos foram ressuspensos na solucdo de gluconato de clorexidina (0,12%)
acrescido de antibidticos (10 pg/mL eritromicina; 2,5 g/L estreptomicina) por 30 min. Em
seguida foram centrifugados (3 min, 360 G). Ap0Gs esse processo, 0 sobrenadante foi
descartado e 0s ovos presentes no pellet foram ressuspensos em &gua destilada esterilizada. O
procedimento foi repetido 2 vezes. Em ambiente estéril os ovos foram colocados em funil de
Baermann modificado (FLEGG, 1967) para ecloséo e obtengéo dos juvenis (J2). Os J2 foram
coletados a cada 2 dias, em ambiente estéril, colocados em Becker (fechado com papel

aluminio) e refrigerados (4° + 2° C).

4.4. SELECAO DE ESTIRPES TOXICAS A C. elegans

O bioensaio foi realizado em placas de Petri de Petri (90 X 15 mm) onde foram
adicionados 7,5 mL da suspensdo de C. elegans e 2,5 mL da suspensdo bacteriana. Como
testemunhas foram usados meio Embrapa puro, meio Embrapa acrescido de eritromicina,
Furadan e solucéo salina 8,5%. As placas de Petri foram identificadas, datadas e suas bordas
foram seladas com filme pléastico, para evitar contaminagdes. O ensaio foi acondicionado em
incubador no escuro a 21° C por 48 h. Apds esse periodo, 0 nimero de nematoides foi
avaliado. Para isso, 2 mL do contetdo de cada placa foi coletado, diluido 30 vezes e com
auxilio de camara de Peters e microscopio éptico, foram realizadas as contagens dos
individuos vivos na suspensdo. Para cada placa foram realizadas trés contagens e a média
dessas contagens foi utilizada para analise nos testes estatisticos. O ensaio foi realizado em

triplicata.
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45. SELECAO DE ESTIRPES TOXICAS A M. incognita raca 3 in vitro
A partir dos nematoides obtidos com o funil de Baermann, foi realizado o bioensaio,

seguindo a mesma metodologia descrita para C. elegans.

46. SELECAO DE ESTIRPES TOXICAS A M. incognita raca 3 in vivo

Este ensaio foi conduzido em casa de vegetacdo. Mudas de tomate (Solanum
lycopersicum, grupo Santa Cruz,cv. Santa Clara) produzidas em bandejas de isopor, uma
semana apos a emergéncia, foram transplantadas para vasos de 2 litros tendo como substrato o
composto Bio-Plant e solo autoclavado em iguais propor¢fes. Uma semana ap0s o0
transplante, as mudas foram inoculadas com 5 mL da suspenséo bacteriana (concentragdo de
3x10" ufc/mL). Cinco dias apés a primeira inoculacdo, foi realizada a inoculacdo dos
nematoides. Para isso, uma suspensdo contendo 10.000 ovos foi distribuida em trés covas
equidistantes, com aproximadamente 2 cm de profundidade. Imediatamente ap6s a inoculacéo
dos nematoides, as bactérias foram novamente inoculadas na mesma proporc¢édo do inicio do
ensaio. As plantas foram mantidas em casa de vegetacdo por um periodo de trés meses (22-
28°C; URA de £80%). As regas foram realizadas diariamente ao final da tarde e as adubagfes
mensais utilizado trés gramas de NPK (04 — 14 — 08). Semanalmente foi realizado desbaste de
folhas senescentes para evitar surgimento de pragas, as flores foram também retiradas para
evitar a producéo de frutos.

O ensaio foi avaliado apos 3 meses. A parte aérea das plantas foi descartada e 0s vasos
com o sistema radicular levados ao Laboratério de Nematologia onde foi realizada a extragédo
dos ovos segundo meétodo de Hussey & Barker (1973) modificado por Boneti & Ferraz,
(1981). As suspensdes de ovos foram homogeneizadas com o auxilio de pipeta de Pasteur e

apos a homogeneizacdo 2 mL dessas suspensdes foram transferidos para provetas (100 mL)
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completando o volume para 60 mL com &gua. Trés amostras de 1 mL de cada suspenséo foi
submetida a contagem em camara de Peters e a média dessas serviu para o célculo da
concentragdo de ovos das amostras. Feito todo esse procedimento, calculou-se o fator de
reproducdo (OOSTENBRINK, 1966).

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado com quatro
repeticBes por tratamento. Os dados obtidos a partir do calculo de FR foram transformados em
\x, para facilitar as anélises estatisticas, submetidos & analise de varifincia e as médias
comparadas pelo teste de Duncan (P < 0,05) [Assistat versdao 7.7 (SILVA & AZEVEDO,

2016)].

4.7. CARACTERIZAQAO MOLECULAR DAS ESTIRPES TOXICAS

As estirpes foram caracterizadas quanto a presenca de genes cry de B. thuringiensis. O
procedimento de extracdo de DNA das bactérias selecionadas para a realizacdo da Reacdo em
Cadeia da Polimerase foi feito segundo o descrito por BRAVO et al. (1998), na qual as
bactérias foram cultivadas em meio EMBRAPA so6lido (MONNERAT et al., 2007) por 16h a
temperatura de 28 a 30°C. Apos este periodo, para cada amostra, 0 crescimento bacteriano da
placa foi coletado com uma alga e transferido para um tubo de polietileno de 1,5 mL
devidamente identificado e contendo 200 pL de &gua ultrapurificada estéril (Mili Q). As
amostras foram entdo homogeneizadas em aparelho Vortex e congeladas a -80° C por 20 min
e depois fervidas em banho-maria a 100° C por 10 min e, por fim, incubadas no gelo durante 2
min. O sobrenadante obtido foi utilizado para as rea¢des. Diferentes oligonucleotideos foram
utilizados na reacao de PCR, 5 uLL do DNA de cada estirpe foram transferidos para um tubo
de polietileno de 0,2 mL contendo 0,5 uM de cada oligonucleotideo, 0,2 mM de dNTP,
tampédo de Taq 1X e 2,5 U de Tag DNA polimerase (5,0 U), totalizando um volume final de

30 pL. Foram utilizados oligonucleotideos para a identificagdo dos seguintes genes: Cryl,
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cry2, cry3, cry4, cry5, cry8, cry9, cryl0, cryll, cryl2, cryl3, cryl4, cryl7, cryl9, cry21,
cry24, cry25, cry27, cry29, cry30, cry32, cry39, cry40, cytl e cyt2. As condigdes de PCR
foram realizadas para cada oligonucleotideo segundo o descrito por CERON et al. (1994),
CERON et al. (1995), BRAVO et al. (1998) e IBARRA et al. (2003). Para analise do
resultado foram aplicados 25 pL. do produto de PCR misturados a 5 pLL de tampao de corrida
10X em gel de agarose a 1,5%. A corrida de eletroforese foi feita em tampéo TBE 1X (Tris
base; &cido bérico; EDTA 0,5 M — pH 8,0). Apos a eletroforese, o gel foi corado com brometo
de etidio a lug/mL por 20 min e descorado em &gua destilada por 15 min. O gel foi
visualizado em transluminador sob luz UV e fotografado em foto-documentador (Eagle Eye,

Stratagene).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

ENSAIO COM C. elegans in vitro e M. ingognita in vitro e in vivo

Das oito estirpes de B. thuringiensis utilizadas neste ensaio, seis mostraram-se toxicas
a C. elegans. As outras duas se igualaram a testemunha. A maior resposta foi a apresentada
pela estirpe S906 com maior controle em relacdo a testemunha (solucgéo salina), e reducéo de
mais de 51% da populacdo de nematoides, seguida da estirpe S2493 com um de controle de
41,8%. As demais estirpes causaram reducao da populacdo de nematoides variando de 14,7 a
25,6 % de controle.

A caracterizacdo molecular das estirpes mostrou que 4 delas apresentaram genes cry
conhecidos e 4 delas ndo apresentaram produtos de PCR esperados para a deteccdo de genes
cry. Como todas apresentaram cristais proteicos quando observadas em microscopia de
contraste de fases, € provavel que outros genes estejam envolvidos na formacdo da proteina
evidenciada pela presenca dos cristais. A estirpe mais toxica, a S906 foi uma das estirpes que
apesar de apresentar cristal, ndo apresentou produtos esperados de PCR com o0s primers
testados. Ja a estirpe S2493, que ocasionou reducdo de 41,8% da populacdo de nematoides,
apresenta o gene cry6, que codifica a toxina Cry6 descrita como nematicida (BRAVO et al.,
2012; PALMA et al., 2014) corroborando os resultados que obtivemos nesse ensaio. Silvera
& Lengua (2015) testaram a atividade de Cry6 a nematoides gastrointestinais de ovelhas
(Nematodirus spathiger), relatando controle de 44,7% e 45,6% sobre ovos e larvas,
respectivamente. A estirpe S2038 apresentou o gene cryll, que codifica proteinas toxicas a
larvas de mosquitos (FERNANDEZ et al., 2005), e que também foi recentemente relatado
como toxico a Haemonchus contortus (LARA et al., 2016). As estirpes S2193 e S2496 nédo
diferiram da testemunha, apresentaram genes cryl, cry2 e cry52 que codificam proteinas que

ndo foram descritas como toxicas a nematoides. As outras estirpes que apresentaram efeito
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antagonico ao nematoide (S1192, S1185 e S2036), ndo apresentaram produtos de PCR para 0s
genes testados, indicando que essas estirpes devem apresentar genes de toxinas diferentes dos
conhecidos. O nematicida Carbofurano apresentou resultado estatisticamente superior aos
demais tratamentos.

Os resultados dos testes in vitro com M. incognita (Tabela 1), mostraram todas as
estirpes causaram alguma mortalidade, entre 4 e 41,1%, inferior ao obtido nos ensaios com C.
elegans. Trés estirpes, S2036, S1192 e S906, causaram mortalidade superior a testemunha,
respectivamente de 41,1, 19,7 e 24,9%. Entretanto, como o cristal proteico é muito grande
para ser ingerido pelo fitonematoide, impossibilitando sua acdo tdxica, é possivel que a
toxicidade encontrada seja atribuida a outras substancias produzidas, como enzimas, que
podem estar agindo por contato com o nematoide (URWIN et al., 1997).

No ensaio in vivo, em casa de vegetacdo, quatro estirpes (S2036, S1185, S1192 e
S906) reduziram a populacdo do nematoide, na faixa entre 17,81 a 46,79 %. Este fato foi
evidenciado também pelo fator de reproducédo (FR) que variou de 9,74 a 10,15 (Tabela 1).

As trés estirpes toxicas a M. incognita in vitro, foram téxicas a M. incognita in vivo e a
C. elegans. E importante destacar que os resultados obtidos no bioensaio com M. incognita in
vivo foram mais semelhantes aos obtidos com C. elegans do que com M. incognita in vitro.
Isso pode ser explicado pelo fato do M. incognita in vitro ndo se alimentar das toxinas Cry de
B. thuringiensis. Em contraposicao, trabalhos mostram que estirpes de B. thuringiensis podem
colonizar plantas de forma sistémica e facilitar a aquisicdo da toxina pelas pragas
(MONNERAT et al., 2009). De forma complementar, o C. elegans, por ser um nematoide de
vida livre que se alimenta de bactérias, e por ter uma maior movimentacdo nas placas, tem
aumentado o seu contato com as bactérias e proteinas dispersas no meio em que se encontra.
Deviddas & Rehberger (1992) trabalharam com M. incognita e C. elegans in vitro tambeém

notaram maior sensibilidade do nematoide de vida livre aos compostos produzidos por B.
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thuringiensis e atribuiram esse fato ao habito alimentar do C. elegans o que o predispde a um
outro modo de acdo das toxinas do Bt onde atuariam em seu intestino e ndo apenas na
epiderme.

Nos trés ensaios pode-se observar que as estirpes toxicas a M. incognita foram
também toxicas a C. elegans e que as que ndo foram toxicas a C. elegans também ndo foram
toxicas a M. incognita. Algumas toxicas a C. elegans ndo foram toxicas a M. incognita. Por
outro lado nenhuma estirpe que matou M. incognita tanto in vivo quanto in vitro, deixou de
matar C. elegans.

Os resultados permitem inferir que C. elegans pode ser um indicador de toxicidade de
estirpes de B. thuringiensis a nematoides e essa metodologia pode ser Gtil quando se deseja

realizar um screening massal de colegGes de B. thuringiensis.
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TABELA 1: Ntimero [transformados (Vx)] de Caenorhabditis elegans in vitro e Meloydogine

incognita in vitro e in vivo (NN), percentual de controle (PC) e genes presentes nas estirpes de

Bacillus thuringiensis.

Tratamentos Gene cry Presenga C. elegans M. incognita in | M. incognita in vivo
de cristal vitro
proteico NN reducdo NN reducdo FR reducdo

% % %
Testemunha ME - 819a 13,7 ab 12,33 a* 0,0*
+ eritromicina
Testemunha ME - 78,3 ab 143 a
Inéculo inicial - 714 cd - ---
Testemunha - 76,1 bc* 0,0* 13,5 ab* 0,0*
Solucéo salina
$2496 cry52 + 72,4 cd 9,5 12,8 ab 10,6 10,84 ab 22,69
$2193 crylAa, + 72,1 cd 10,2 13,1 ab 6,7 10,32 ab 30,02

crylAb,
crylAd, crylC,
crylD, crylF,
cry2Ab

5907 - + 70,6 cd 13,6 12,8 ab 9,7 8,99d 46,79
S2036 - + 70,2 de 14,7 104 e 41,1 10,15 be 32,21
S1185 - + 68,1 de 19,5 13,3 ab 4,0 9,32 cd 44,82
$1192 - + 67,3 de 21,6 12,1 cd 19,7 9,89 bc 35,64
S2038 cryll + 65,6 e 25,6 14,0 ab 0,0 11,14 ab 17,81
S2493 cry6 + 58,0 f 41,8 12,6 ab 13,8 10,88 ab 22,10
S906 - + 53,2 f 51,1 11,7 de 24,9 9,74 bc 37,64
Carbofurano - 42,79 68,7 0,0f 100 Nr nr

Valores seguidos pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Duncan (P< 0,05). Os

dados originais foram transformados (\x). *Valor referéncia.
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CONCLUSOES

Todas as estirpes que apresentaram acdo de controle sobre o M. incognita in vitro
também foram efetivas no controle do C. elegans;

Nem todas as estirpes efetivas in vitro ao C. elegans apresentaram efeito sobre M.
incognita;

A maioria das estirpes que apresentaram atividade sobre o M. incognita in vivo
reduzindo o seu fator de reproducdo também surtiram efeito sobre o C. elegans in vitro
mostrando ser este (C. elegans) um bom modelo para selecdo de estirpes em testes

preliminares para selecdo de estirpes de Bacillus spp.
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MECANISMO DE ACAO E AVALIACAO DA EFICIENCIA DE PRODUTOS COM
Bacillus NO CONTROLE DE Meloidogyne incognita racas 3 e 4 EM ALGODAO EM

CASA DE VEGETACAO

1. RESUMO
A meloidoginose do algodoeiro causada por Meloidogyne incognita racas 3 e 4 € uma doenca
importante para o algodoeiro e pode causar prejuizos superiores a 40%. O objetivo desse
trabalho foi testar a eficacia de produtos comerciais com Bacillus no controle de M. incognita
racas 3 e 4 do algodoeiro em casa de vegetacdo. Além dos produtos biolégicos foi utilizado
Carbofurano e testemunha sem tratamento. Foram utilizadas plantas com e sem inoculacdo de
nematoides. Apos a aplicacdo dos produtos, as plantas foram avaliadas por 200 dias. Durante
a conducdo do ensaio foram avaliados a altura das plantas, o peso de matéria fresca e seca da
parte aérea, o peso de matéria fresca e seca da raiz e o fator de reproducdo do nematoide.
Houve melhor resposta inicial no crescimento das plantas tratadas com os agentes biolgicos
em comparacdo com as testemunhas tratadas com produto quimico e sem tratamento. Os
produtos com Bacillus subtilis (Rizos), B. amyloliquefasciens (NemaControl) e B. subtilis +
B. lincheniformis (Nemix) apresentaram melhores resultados em peso de matéria fresca de
parte aérea quando comparados a testemunha. Em relacdo ao peso seco de parte aérea, 0s
tratamentos com B. methylotrophicus (Onix) e B. subtilis foram superiores a testemunha, com
destaque para o B. methylotrophicus. Na avaliagcdo de peso fresco de raiz, apenas o tratamento
com B. methylotrophicus proporcionou peso estatisticamente superior ao da testemunha. No
quesito peso seco de raiz sem nematoide e fator de reproducdo do nematoide, o tratamento
com o B. methylotrophicus novamente se destacou dos demais tratamentos. A realizagédo deste
primeiro ensaio permitiu a selecdo do produto Onix para conducdo dos ensaios subsequentes,

a fim de entender o mecanismo de acdo da bactéria no controle do nematoide. Para essa
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avaliacdo foram adotados metodos que possibilitassem a visualiza¢do do fitopatdgeno dentro
da raiz, permitindo o acompanhamento da penetracdo dos nematoides na raiz e o seu
desenvolvimento até o inicio da reproducdo. Com o método de coloragdo com fucsina cida
foi possivel verificar que houve uma reducéo na penetracdo do J2 nos primeiros dias para as
plantas tratadas com a bactéria, mas essa diferenca foi perdida no decorrer dos dias. Com a
adocdo do método de coloragdo com azul de toluidina foi possivel observar, a partir da
visualizacdo das imagens, anormalidades nas células gigantes com formacdo de vacuolos,
parede celular mais fina e fémeas apresentando grandes vacuolos em seu interior. Assim ha
evidéncias que a utilizacdo de produtos bioldgicos pode ser efetiva no controle de M.
incognita, tornando-se mais uma ferramenta a ser utilizada no manejo desse importante
patégeno da cultura do algodao.

Palavra-chave: Controle bioldgico, galha das raizes, meloidoginose, rizobactérias,.
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MECHANISM OF ACTION AND EVALUATION OF EFFICIENCY OF PRODUCTS
WITH Bacillus TO CONTROL Meloidogyne incognita races 3 and 4 ON COTTON

UNDER GREENHOUSE

2. ABSTRACT
The root-knot nematode (Meloidogyne incognita races 3 and 4) of cotton, is an important
pathogen of cotton crop that can cause damage higher than 40%. The objective of this study
was to test the efficiency of commercial products with Bacillus to control M. incognita races 3
and 4 of cotton under greenhouse. In addition to biological products, a treatment with
Carbofuran and an untreated control were included. After the application of the products, the
plants were evaluated for 200 days. During the assay were evaluated plant height, fresh and
dry shoot weight, fresh and dry root weight and the nematode reproduction factor. There was
a positive response during initial growth of plants treated with biological agents in
comparison with the control plants treated with and without chemical product. The products
with B. subtilis (Rizos), B. amyloliquefasciens (NemaControl) and B. subtilis + B.
lincheniformis (Nemix) showed better results for fresh shoot weigh when compared to the
control plants with nematode. With respect to dry shoot weight, the treatments with active
ingredients of B. methylotrophicus (Onix) and B. subtilis it was higher than in control,
especially when treated with B. methylotrophicus. As for fresh root weight, only the treatment
with B. methylotropicus provided weight statistically higher compared to the control. As far
dry root weight is concerned, in plants without nematode, the treatment with B.
methylotrophicus was better than the others treatments again. Same trend was observed for
nematode reproduction factor. The first assay allowed us to select Onix to conduct the
subsequent tests to understand the mechanism of action of the bacteria to control nematodes.

For this evaluation it was adopted a method that enabled to visualize the pathogen inside the
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root, allowing monitoring nematode penetration in the roots and its development until
beginning of reproduction. With the method of staining with acid fuchsin it was possible to
verify that penetration o J2 decreased in early days after inoculation in plants treated with
bacteria, but this difference has been lost over the course of days. Through adoption of a
method of toluidine blue was noticeable abnormalities on the giant cells with vacuoles and
thinner cell wall, and females presenting large vacuoles inside. Therefore, there is evidence
that the use of biological products can be effective to control M. incognita, becoming a tool to
be used in the management to this important pathogen of cotton crop.

Key words: Biological control, root-knot nematode, rhizobacteria, root-gall.
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3. INTRODUCAO

O algodoeiro é uma das espécies vegetais mais cultivadas no mundo ocupando cerca
de 35 milhdes de hectares. O Brasil, ocupando o quinto lugar entre os produtores mundiais e
terceiro maior em exportagdo (ABRAPA, 2015; FAO, 2015). Segundo a CONAB (2016), na
safra 2014/15 a regido Centro-Oeste foi considerada a principal produtora nacional, gerando
mais que o dobro do volume produzido na segunda maior regido produtora que é a Nordeste.
O maior volume da producdo da regido Centro-Oeste é proveniente do Mato Grosso. Na
regido Nordeste, 0 estado da Bahia é o que produz o maior montante. O setor movimenta
grande capital financeiro, empregando muitas pessoas e gerando divisas para o Pais
(ABRAPA, 2015). Este nicho do agronegocio s6 ndo é mais rentavel, devido a existéncia de
alguns fatores que limitam a produtividade da cultura.

Neste contexto, as doengas sdo de importancia crucial, pois, em condicBes favoraveis
ao seu desenvolvimento podem causar grandes prejuizos financeiros ao agricultor. Entre elas
destaca-se a meloidoginose do algodoeiro, que tem como agente causal o Meloidogyne
incognita ragas 3 e 4. Esses nematoides sd0 muito destrutivos para a cultura do algodéo e
podem em condicBes de alta infestacdo causar prejuizos superiores a 40% (ASMUS et al.,
2015). Os juvenis de segundo estadio (J2) sdo a forma infectiva do patégeno que penetram
nas raizes do algodoeiro causando pequenas galhas com consequente atrofia geral das plantas.
Um dos sintomas mais comuns causados por este patdgeno na parte aérea é o surgimento da
folha “carijo” caracterizada por uma clorose internerval nas folhas (SILVA et al., 1997).
Além dos danos causados por este patdgeno isoladamente, ele pode interagir com o fungo
Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum causando o complexo Fusnem que em conjunto
provoca danos ainda mais severos as plantas (JEFFERS & ROBERTS, 1993).

Para esta espécie de nematoide existem quatro racas fisioldgicas descritas na literatura,

mas apenas as racas 3 e 4 sdo parasitas do algodoeiro (SUASSUNA et al., 2006). No Brasil a
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raca 3 de M. incognita € a mais importante para a cultura (LORDELLO et al., 1984;
CARNEIRO et al., 1990). Véarios métodos sdo recomendados para o seu controle incluindo:
exclusdo, com a prevengdo da entrada do patdgeno em &reas onde este ainda ndo esta
presente; o uso de variedades resistentes; aplicacGes de nematicidas sintéticos, principalmente
via tratamento de sementes; solarizacdo; aragdo profunda com exposi¢cdo do patdgeno a acdo
dos raios UV; pousio; rotacdo de culturas com incorporacdo de residuos organicos e
inorganicos; uso de microrganismos antagonistas, entre outros (BELTRAO, 1999; CIA et al.,
1999). A agricultura atual est4 fundamentada basicamente no uso de agrotdxicos que, de um
modo geral, sdo bastante eficientes e que na maioria das vezes € a Unica medida disponivel de
controle economicamente viavel para garantir altas produtividades aos agricultores (KIMATI,
2011). Entretanto, a recomendacdo desses produtos para o controle de nematoides é limitada
devido aos riscos de contaminagcdo ambiental em virtude do tratamento de sementes e da
classificacdo toxicologica (extremamente toxicos) dos produtos usados que podem causar,
efeitos adversos e catastroficos a saide humana e do meio ambiente (RUANO et al., 1997).
Neste sentido, a busca de medidas de controle menos agressivas, como o controle
bioldgico despontam como excelentes alternativas para dirimir tais danos. Assim, bactérias do
género Bacillus reconhecidamente bioreguladoras e antagonistas naturais de VAarios
fitopatdgenos (PETRAS & CASIDA, 1985) podem ser uma excelente alternativa.
Atualmente, existem disponiveis no mercado um grande nimero de produtos a base dessas
bactérias com recomentacdo no controle de inimeras pragas e doencas e, dentre elas, as
ocasionadas por fitonematoides. Entretanto, o efeito nematicida desses produtos tem sido
bastante questionado pelos agricultores e estudos nessa area a fim de entender a interacéo
entre estes organismos torna-se justificada. Portanto, o objetivo deste trabalho foi testar a
eficiéncia de alguns produtos comerciais a base de Bacillus no controle de M. incognita na

cultura do algodao, assim como 0s mecanismos de acao envolvidos nesse processo.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. PRODUCAO DO INOCULO DE Meloidogyne incognita
A produgdo do indculo inicial de M. incognica ragas 3 e 4 foi realizada em tomateiros

utilizando-se 0 mesmo método descrito no no capitulo 2 item 4.3.

42. PRODUTOS COMERCIAIS
Cinco produtos comerciais indicados para o controle de fitonematoides foram
selecionados para realizacdo do experimento (Tabela 1). As doses utilizadas foram as mesmas

recomendadas pelos fabricantes.

TABELA 1: Produtos utilizados no experimento com seus respectivos principios ativos e
dosagens recomendadas pelos fabricantes.

Produto Fabricante | Principio ativo UFC/mL Dose

Onix Farropilha | Bacillus methylotrophicus 1x 10° 1 mL/kgde
semente

Rizos Farropilha Bacillus subtilis 3x 10° 2 mL/ kg de
semente

NemaControl Simbiose Bacillus 5 x 10° 3mL/kgde

amyloliquefaciens semente
Nemix FMC B. subtilis + B. 3,2x10% 200 mL / ha
licheniformis
Furadan 350 FMC Carbofuran 5L/ha
SC

4.3. ENSAIO EM CASA DE VEGETACAO
Para 0 ensaio realizado em casa de vegetacdo, sementes de algoddo da variedade BRS
286 foram previamente tratadas com os produtos comerciais testados (Tabela 1), seguindo as

recomendacdes sugeridas pelos fabricantes. Apds o tratamento, as sementes foram plantadas
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em vasos, de dois litros, de volume, preenchidos com uma mistura de solo autoclavado e
substrato (Bio-Plant) na propor¢do de 1:1 (v/v). Foram usadas trés sementes por vaso e 12
vasos por tratamento. Apos a germinacao foi realizado um desbaste mantendo-se apenas uma
planta por vaso. Vinte dias apds a germinacdo das plantas, foi realizada a inoculagdo da
suspensdo de ovos de M. incognita racas 3 e 4. Seis vasos de cada tratamento foram
inoculados com aproximadamente 12 mil ovos/vaso.

As plantas foram conduzidas em casa de vegetacdo (22-38° C; UR ~ 80%) por 200
dias. As regas foram realizadas diariamente ao final da tarde e adubagfes mensais foram
realizadas utilizando 3 g/planta de NPK (04 — 14 — 08). Durante o periodo de condugdo do
ensaio houve a ocorréncia de &caro branco (Polyphagotarsonemus latus (Banks, 1904)) e
rajado (Tetranychus urticae Kock) e para seu controle foram utilizados alternadamente os
produtos: Abamectina (Abamectin Nortox), na dose de 300 mL/100 L &gua e o inseticida-
acaricida Milbemectina (Milbeknok) na dose de 240 mL/100 L &gua. No total foram
realizadas trés aplicacOes de cada produto em alternéncia. Para o controle da infestacdo com
mosca-branca (Bemisia tabaci (Gennadius, 1889)) foi aplicado Piriproxifem + Xileno (Tiger)
na dose de 250 mL/100 L &gua, contra pulgdo (Aphis gossypii Glover, 1877) aplicou-se
Acetamiprid (Mospilan - 50 g/100 L &gua) e para o controle de ramuléria (Ramularia areola)
foi utilizado o fungicida Trifloxistrobina + Tebuconazol (Nativo - 300 mL/100 L &gua) em
trés aplicagdes semanais. Os tratos culturais, que incluiram a: retirada de folhas senescentes e
flores também foram realizados a fim de evitar a ocorréncia de outros patdégenos e ampliar a
conducgdo do experimento, devido a ndo producgdo de frutos. Também foram realizadas
mensalmente, medigdes da altura das plantas para acompanhamento do seu desenvolvimento.

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado com dez
tratamentos, duas testemunhas e seis repeti¢cGes por tratamento. A unidade experimental foi

composta por um vaso contendo uma planta. Os dados obtidos em cada avaliacdo foram
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submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade, utilizando-se o programa de estatistica Assistat versdo 7.7 (SILVA &

AZEVEDO, 2016).

4.3.1. AVALIACOES

43.1.1. ALTURA DAS PLANTAS
O acompanhamento do crescimento das plantas inoculadas e ndo inoculadas com
nematoides foi realizado mensalmente com auxilio de fita métrica. As medicGes foram

realizadas em todas as plantas partindo da base (rente ao solo) até o ponteiro.

4.3.1.2. MASSA FRESCA DA PARTE AEREA
Essa variavel foi mensurada ap6s 200 dias de conducgdo do experimento (término do
ensaio). Para tal, a parte aérea das plantas inoculadas e ndo inoculadas com nematoides foram,
com auxilio de tesoura de poda, destacadas, acondicionadas em sacolas plasticas previamente
identificadas e imediatamente levadas ao laboratorio para pesagem em balanca Semi Analitica

Marte série AD.

4.3.1.3. MASSA SECA DA PARTE AEREA
Apols a pesagem da matéria fresca, a parte aérea dos diferentes tratamentos foi
acondicionada em sacos de papel previamente identificados e levados para estufa a 60+ 2°C
por um periodo de trés dias. Apos esse periodo de secagem, o material foi retirado da estufa e

destinado a pesagem.
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4.3.1.4. MASSA FRESCA DAS RAIZES
Essa variavel foi mensurada apés o encerramento do ensaio. As raizes das plantas
inoculadas e ndo inoculadas com nematoides foram cuidadosamente lavadas em &gua
corrente, para retirada de solo e impurezas, enxugadas com papel toalha para eliminagéo do

excesso de umidade e posteriormente pesadas em balanca Semi Analitica Marte série AD.

4.3.1.5. MASSA SECA DAS RAIZES
Com o objetivo de se obter o peso da matéria seca das raizes ndo inoculadas com
nematoides, estas, apds a pesagem da matéria fresca, foram acondicionadas em sacos de papel
previamente identificados, e levados para estufa regulada para temperatura de 60 + 2°C por
periodo de trés dias. Apds esse periodo de secagem, o material foi retirado da estufa e pesado

normalmente.

4.3.1.6. FATOR DE REPRODUCAO

Para calculo do fator de reproducédo, os sistemas radiculares das plantas inoculadas
com nematoide foram levados ao Laboratério de Nematologia da EMBRAPA -
CENARGEN, onde, ap6s pesagem da massa fresca foi feita a extracdo de ovos segundo
método de Hussey & Barker (1973) com NaOCI (1%) modificado por Boneti & Ferraz,
(1981). As raizes dos algodoeiros foram identificadas e lavadas com &gua corrente, cortadas
em fragmentos de aproximadamente 2 cm, colocadas em liquidificador com NaOCI (1%) e
trituradas por 40 segundos em alta rotacdo. Ap0Os esse processo, a suspensdo foi passada em
peneiras sobrepostas de 0,840, 0,150 e 0,025 mm para eliminacdo de fragmentos maiores de

raiz.
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O material (ovos e eventuais J2 mais residuos de raizes) coletado na peneira de 0,025
mm foi lavado em agua corrente para eliminagdo do excesso de hipoclorito. Apés lavagem foi
preparada uma suspensdo de volume conhecido (150 mL) com esse material que foi
posteriormente transferido para recipientes de vidro com tampa e armazenados sob
refrigeracdo (4° + 2°C) até o0 momento de realizacdo das contagens. Para isso, a suspensdo de
ovos a ser determinada, foi homogeneizada com o auxilio de uma pipeta de Pasteur e apos a
homogeneizacdo dois mililitros dessa suspensédo foram transferidos para proveta de 100 mL e
completado seu volume para 60 mL com adi¢do de agua de torneira. Ap6s a diluicdo na
proporcéo de 1:30 essa suspenséo foi transferida para um bequer de 200 mL de capacidade
onde foi realizada uma nova homogeneizacdo para contagem em camara de Peters. Essa
contagem foi realizada trés vezes e a média dessas contagens serviu como base para o calculo
da concentracdo de ovos da amostra. Feito todo esse procedimento, calculou-se o fator de
reproducdo conforme descrito no capitulo anterior.

Os dados obtidos a partir de todos os ensaios realizados nessa etapa, foram submetidos
a ANOVA e as médias comparadas pelo teste de Tukey a P < 0,01, utilizando-se o programa

Assistat versdo 7.7 (SILVA & AZEVEDO, 2016).

4.4, HISTOPATOLOGIA COMPARADA ENTRE PLANTA COM E SEM
BACTERIA

Considerando os resultados do ensaio anterior, foi escolhido o produto ‘Onix’ com

acao de controle sobre M. incognita em casa de vegetacdo para realizacdo dessa etapa. O

produto foi testado em uma variedade suscetivel de algoddo (Fibermax 966) suscetivel a M.

incognita e comparado com a testemunha néo tratada. Para isso, as sementes, da variedade de

algoddo escolhida, foram microbiolizadas (recomendagdo do fabricante) com o produto
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selecionado. Apds esse procedimento, trés sementes foram plantadas por vaso de isopor de
750 mL de capacidade, preenchidos com areia lavada e autoclavada. Apds a germinacgdo foi
realizado um desbaste mantendo-se apenas uma planta por vaso. Vinte dias apds a germinacdo
das sementes, foi realizada a inoculagdo dos nematoides, sendo inoculados aproximadamente
5.000 juvenis J2 de M. incognita por planta, obtidos via funil de Baerman (descritos no
capitulo 2, item 4.3.).

O ensaio foi conduzido por 45 dias apdés a inoculacdo dos nematoides (DAIN).
Durante o periodo de conduc¢do, foram realizadas regas (agua) a cada dois dias e as adubagdes
foram realizadas quinzenalmente com NPK liquido (08 — 08 - 08) diluido em agua (10 mL/L)
sendo aplicados 30 mL dessa solugéo no substrato. Em dois momentos, durante a condugéo
das plantas, houve a ocorréncia do acaro branco (Polyphagotarsonemus latus) e rajado
(Tetranychus urticae) e seu controle foi realizado aplicando-se o inseticida-acaricida
Milbemectina (Milbeknok - 240 mL/100 L agua). As avaliaces foram realizadas aos 2, 4, 6,
8, 10, 12, 15, 18, 22, 28, 35, 40 e 45 DAIN, retirando-se quatro plantas tratadas com o produto
biol6gico e outras quatro ndo tratadas, em cada um desses intervalos, até o 15° dia. A partir
desse momento s6 foram retiradas apenas duas plantas por periodo de avaliacdo de acordo

com a técnica descrita por Pergard et al. (2005).

44.1. PREPARO DAS AMOSTRAS PARA CONTAGEM DA
PENETRACAO POR J2

Concomitantemente com a preparagdo das amostras para microscopia Otica, as raizes

das outras trés plantas de cada tratamento amostrado, até o 15° dia, foram submetidas a

coloracdo com fucsina &cida, para observacdo da penetracdo, quantificacdo e desenvolvimento

dos juvenis, segundo metodologia descrita por Byrd et al. (1983). Para isso, as raizes foram
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lavadas com agua corrente e depois de higienizadas foram mergulhadas em 200 mL de
solucdo aquosa de NaOCI (5,25%) por 4 min. Apoés tratamento com hipoclorito de sddio, as
raizes foram lavadas em &gua corrente por 45 s e mantidas em um béquer com &gua de
torneira por 15 min, para retirada o excesso de NaOCIl. Em seguida, as raizes foram
transferidas para um béquer de 40 mL de capacidade contendo agua de torneira sendo
acrescentados 2 mL de solucdo estoque de fuccina acida (1,25 g fuccina &cida; 125 mL &cido
acético glacial; 375 mL de agua destilada). A solugdo e as raizes foram aquecidas no forno
micro-ondas por 1,5 min. Depois de resfriadas, as raizes foram descoradas com agua quente e
transferidas para um béquer contendo 20 mL de glicerol (99%). Preparadas as amostras estas
foram transferidas para placas de Petri para que fossem observadas sob microscopio
estereoscopico e realizadas as contagens dos nematoides presentes no interior das raizes.
Partes das raizes que mostraram a presenca do nematoide foram colocadas em uma lamina
contendo uma gota de glicerol puro e levadas ao microscopio de luz Axiophot Zeiss, para

serem examinadas e fotodocumentadas.

4.4.2. ACOMPANHAMENTO DA POPULAC}AO DE J2

Com o intuito de acompanhar, ao longo do tempo, a populacdo de J2 presente na areia
utilizada no ensaio, esstes substratos foram trabalhados para montagem de funil de Baermann
modificado segundo método descrito por Flegg (1967). Para isso, os substratos foram
colocados em baldes de 5 L de capacidade, preenchidos até a metade com agua de torneira e
agitados manualmente em sentido circular, a fim de desagregar os torrbes e liberar os
nematoides para a suspensdo. Apds a agitacdo, aguardou-se mais vinte segundos para que a
areia suspensa na agua decantasse. Passado esse periodo de espera, todo 0 volume de agua do

balde foi passado por peneira de 0,025 mm para coleta dos J2 contido no sobrenadante. Com
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auxilio de uma pisseta, contendo agua, esse material coletado na peneira de 0,025 mm, foi
transferido para béquer e posteriormente utilizado para montagem dos funis de Baermann
modificados (JENKINS, 1964). Os substratos das trés repeticdes de todos os tratamentos até o
12° dia foram utilizados para esse ensaio. Os funis foram avaliados 24 h apds suas montagens,
onde foram feitas contagens dos J2 vivos presentes no sobrenadante. As contagens foram
realizadas sob microscépio 6tico com auxilio de cdmara Peters conforme descrito no capitulo

2.

4.4.3. FATOR DE REPRODUC}AO DO ENSAIO DE HISTOPATOLOGIA

Neste ensaio foram utilizadas 40 plantas com 65 dias de idade, sendo 20 tratadas e 20
ndo tratadas com a formulacdo a base de bactéria. As plantas foram produzidas e conduzidas
juntamente com as do ensaio de histopatologia. Quanto as avaliacdes, estas foram realizadas
no Laboratorio de Nematologia da Embrapa — Cenargen. Para tal, as plantas conduzidas em
casa de vegetacdo tiveram, no momento das avaliagcOes, suas partes aéreas eliminadas e seu
sistema radicular conduzido ao laboratério. No laboratério, os sistemas radiculares das 32
plantas foram lavados cuidadosamente com agua de torneira e destinadas para instalacdo das
unidades experimentais, compostas por quatro plantas, visto que, tratavam-se de plantas
jovens com sistema radicular relativamente pequeno. Foram utilizadas cinco repeticdes por
tratamento. Instaladas as unidades experimentais, as raizes assim obtidas foram cortadas e
trituradas com solucdo de hipoclorito (1%) em liquidificador de alta rotacdo por 40 s. Em
seguida foram passadas por conjunto de peneiras de 0,840, 0,150 e 0,025 mm, seguindo
metodologia de Hussey & Barker (1973) contendo modificacdes. ApoOs a extracdo 0s ovos

foram contados em camara de Peters e microscopio optico.
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4.4.4. METODO DE PERGARD et al. (2005) - COLORACAO COM AZUL
DE TOLUIDINA

Para a realizacdo desse ensaio, as plantas foram cuidadosamente extraidas do substrato
para que as raizes ndo fossem danificadas. A parte aérea foi cortada e descartada. As raizes
foram lavadas em 4&gua corrente. As extremidades das raizes, com cerca de 3mm de
comprimento, com ou sem galhas, foram retiradas com auxilio de um bisturi e pinga fina, sob
microscopio estereoscopico. Em seguida, os seguimentos da raiz foram fixados em solucédo de
glutaraldeido a 1% (v:v), formaldeido a 4% (v:v) e 100 mM de tampéo fosfato (pH 7,2), a
temperatura ambiente. Posteriormente, foram mantidos por 12h em agitador rotativo, para
penetracdo da solucgdo fixadora nas raizes.

Depois de fixadas, as extremidades das raizes foram lavadas duas vezes, por 30
minutos cada, com tampdo fosfato de s6dio 50 mM a pH 7,2. A seguir, as raizes foram
desidratadas sob agitagdo em uma série etandlica crescente de 10 a 100%, com intervalos de
20 minutos entre as substituigdes das solucdes; os banhos com a concentracdo de 100% foram
repetidos duas vezes. As extremidades das raizes foram embebidas em resina Technovit
7100® a 4° C, de acordo com protocolo do fabricante. Apés emblocadas as amostras das
raizes em resina foram levadas ao ultramicrotomo para realizacdo dos cortes e preparacdo das
laminas. Para isso, os cortes realizados foram acondicionados sobre uma gota de &gua
destilada em laminas de vidro. Preparados os cortes sobre a lamina de vidro, estas foram
encaminhadas para chapa regulada para temperatura de aproximadamente 50°C, para
evaporacdo da agua. Com as laminas secas, estas foram coloridas com azul de toluidina
(Anexo 1), para posterior visualizagdo e fotodocumentagdo sob microscopio de luz Axiophot

Zeiss.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

ALTURA DE PARTE AEREA DAS PLANTAS

Aos 33 dias apds emergéncia (DAE), notou-se maior crescimento das plantas nos
tratamentos com os produtos ‘Onix e Nemix’ (Tabela 2). Os demais produtos biologicos
testados ndo promoveram crescimento superior a testemunha, mas a média dos valores
conseguidos foram superiores. O tratamento quimico provocou fitotoxidez nas plantas
tratadas, resultando em um retardamento em seu crescimento inicial. Resultados semelhantes
foram obtidos por Khiyami et al. (2014), que ao trabalhar com Bacillus no tratamento de
sementes, para controle de sete fungos do complexo de doencas de plantulas de algodéo, ao
testarem seu efeito fungicida, também registraram promocao de crescimento das plantas
tratadas. Estes efeitos podem ser devido ao fato de algumas espécies deste género possuirem a
capacidade de produzir compostos capazes de promover o crescimento em plantas (SWAIN &
RAY, 2009; LOPEZ-VALDEZ et al., 2011).

TABELA 2: Efeito de formulagdes a base de Bacillus comerciais na altura do algodoeiro (‘BRS

286”) sem e com ataque de Meloidogyne incognita em casa de vegetacdo, aos 33 dias apos a

emergéncia.
Altura (cm)

Bacillus Produto M. incognita

Sem Com Média
B. methylotrophicus Onix 37,7a A* 380aA 37,8a
B. subtilis Rizos 29,5bc A 320bA 30,8b
B. amyloliquefaciens NemaControl 26,7cd B 30,7 bc A 28,7hb
B. subtilis + B. licheniformis | Nemix 32,3ab A 31,3bc A 318b
- Furadan 235dA 24 7d A 24,1 ¢
- Testemunha 31,0bc A 26,0cd B 28,5b

*Valores seguidos pela mesma letra minuscula na coluna e maidscula na linha, ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).
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Araljo (2008) ao trabalhar com a cultura do milho e Freitas et al. (2003), trabalhando
com alface, conseguiram a partir do uso de bactérias do género Bacillus resultados
promissores em promoc¢do de crescimento de plantas em tratamento de sementes. Estes

resultados corroboram com os encontrados em nosso estudo.

TABELA 3: Efeito de formulagdes a base de Bacillus comerciais na altura do algodoeiro (‘BRS

286’) sem e com ataque de Meloidogyne incognita em casa de vegetagdo, aos 74 dias apds a

emergéncia.
Altura (cm)

Bacillus Produto M. incognita

Sem Com Média
B. methylotrophicus Onix 59,7 aA 57,5aA 58,6 a
B. subtilis Rizos 39,0 aA 43,8 aA 41,4 bc
B. amyloliquefaciens NemaControl | 36,7 aA 38,5aA 37,6 bcd
B. subtilis + B. licheniformis | Nemix 45,8 aA 46,5 aA 46,2 b
- Furadan 32,7 aA 28,3 aA 30,5d
- Testemunha | 39,5 aA 31,0 aA 35,3 cd

*Valores seguidos pela mesma letra mindscula na coluna e maidscula na linha, ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

Nos tratamentos com B. methylotrophicus (Onix), B. subtilis (Rizos), B. subtilis + B.
licheniformis (Nemix) e Carbofuran (Furadan) ndo houve inicialmente diferenca estatistica
entre eles (Tabela 3). Esse fato pode ser consequéncia da agdo nematicida dos produtos
testados ou, para os tratamentos bioldgicos, consequéncia da promocdo de crescimento (XIE
et al., 2014; GOSWAMI et al., 2014; CLEMENTE et al., 2016). Resultado contrario pode ser
observado para os tratamentos: B. amyloliquefaciens (NemaControl) com resultado do

produto bioldgico, com a presenca do nematoide, apresentando valores de crescimento de
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plantas superiores e Testemunha sem tratamento, onde a presenga dos nematoides prejudicou
o0 desenvolvimento inicial das plantas. Para este ultimo caso, o fato pode ser explicado devido
ao estabelecimento do parasitismo dos nematoides, com inicio da alimentacdo. Ainda na
tabela 2 pode ser novamente observado o maior desenvolvimento inicial das plantas tratadas
com o produto comercial Onix apresentando maior crescimento inicial das plantas e
novamente um resultado negativo para o produto quimico com reducdo no crescimento das
plantas. Efeitos fitotoxicos de Carbofuran na cultura do algoddo foram relatados por
Jorgenson (1978).

Para a segunda avaliacdo do crescimento das plantas do ensaio (Tabela 3), é possivel
notar a superioridade dos resultados obtidos pela utilizacdo do Onix, com altura de plantas
superior aos demais tratamentos empregados. O produto Nemix também apresentou
resultados superiores, conseguindo diferir estatisticamente da testemunha sem bactéria e do
tratamento quimico. Os demais tratamentos, ndo diferiram estatisticamente da testemunha,
mas é importante destacar que o0 Rizos, também biol6gico, quando desafiado com o
nematoide, apresentou diferenca estatistica da testemunha sem bactéria e do tratamento

quimico com resultado superior de altura de plantas.
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TABELA 4: Efeito de formulagdes a base de Bacillus comerciais na altura do algodoeiro (‘BRS

286”) sem e com ataque de Meloidogyne incognita em casa de vegetacdo, aos 107 dias apos a

emergéncia.
Altura (cm)

Bacillus Produto M. incognita

Sem Com Média
B. methylotrophicus Onix 90,8 aA 86,7 aA 88,8a
B. subtilis Rizos 58,0 bA 71,7 aA 64,8 bc
B. amyloliquefaciens NemaControl | 63,3 bA 67,7 aA 65,5 bc
B. subtilis + B. licheniformis | Nemix 71,0 abA 76,7 aA 73,8b
- Furadan 57,0 bA 46,2 bA 51,6¢C
- Testemunha | 66,7 bA 46,8 bB 56,8 C

*Valores seguidos pela mesma letra mindscula na coluna e maidscula na linha, ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

Aos 107 DAE os tratamentos com ‘Onix’ e ‘Nemix’ proporcionaram maior
crescimento de planta em comparagdo com a testemunha (Tabela 4). Quanto a avaliacdo dos
tratamentos com e sem nematoide, apenas a testemunha sem bactéria apresentou diferenca
estatistica em relacdo a presenca ou auséncia do patdgeno, com menor crescimento quando
havia a presenca do nematoide (Tabela 2). Quando os tratamentos sdo comparados dentro do
mesmo grupo, o tratamento Onix sem 0 parasita mostrou-se superior aos demais. J& na
comparacdo desses tratamentos nas parcelas infestadas com nematoides, mostrou que apenas
o tratamento quimico e a testemunha tiveram o crescimento das plantas prejudicado em
comparagdo com os tratamentos bioldgicos, indicando que o agente de controle bioldgico
pode incitar maior crescimento em plantas (FREITAS et al., 2003; ARAUJO, 2008;
KHIYAMI et al., 2014).

Aos 136 DAE, as maiores médias de altura foram expressas pelas plantas tratadas com
0s produtos Onix e Nemix (Tabela 5). A Unica diferenca apresentada nesta avaliacdo foi para

0 produto NemaControl onde as plantas tratadas com este produto apresentaram média de
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crescimento superior ao tratamento quimico, mas ndo diferiu da testemunha sem tratamento.
Podemos visualizar no grupo de plantas sem nematoides que ndao houve diferenca estatistica
entre os tratamentos e a testemunha sem bactéria, mas houve superioridade do tratamento
bioldgico Onix em relacdo ao tratamento quimico. Para o grupo de plantas com nematoide
todos os tratamentos bioldgicos foram superiores ao tratamento quimico e a testemunha sem
bactéria, reforcando a ideia da promoc¢do de crescimento das plantas por alguns agentes de
controle bioldgico. Para este teste também ndo houve interacdo entre os grupos de plantas

com e sem inoculacdo de nematoide.

TABELA 5: Efeito de formulagdes a base de Bacillus comerciais na altura do algodoeiro (‘BRS

286’) sem e com ataque de Meloidogyne incognita em casa de vegetacdo, aos 136 dias apos a

emergéncia.
Altura (cm)

Bacillus Produto M. incognita

Sem Com Média
B. methylotrophicus Onix 118,0 aA 118,8 aA 118,4 a
B. subtilis Rizos 90,0 bA 104,7 aA 97,3 bed
B. amyloliquefaciens NemaControl | 98,3 abA 107,7 aA 103,0 bc
B. subtilis + B. licheniformis | Nemix 103,3 abA 115,8 aA 109,6 ab
- Furadan 89,8 bA 80,5 bA 85,2d
- Testemunha | 102,3 abA 80,2 bB 91,3 cd

*Valores seguidos pela mesma letra mindscula na coluna e maidscula na linha, ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

Ao final do experimento, antes da retirada das plantas para pesagem de massa fresca e
seca da parte aérea e radicular, foi realizada uma ultima afericdo da altura das plantas
finalizando as anélises de acompanhamento de altura. Com estes dados, a partir de analise
estatistica foi possivel construir as tabelas acima, assim como realizado com os dados de

altura de plantas coletados anteriormente. Aqui, é possivel observar (Tabela 6), uma melhor
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resposta de crescimento nas plantas tratadas com os produtos biologicos ‘NemaControl’ e
‘Nemix’. Os demais tratamentos ndo diferiram estatisticamente da testemunha. Nesta Gltima
andlise observou (Tabela 6), que houve interacdo entre blocos, isso significa que a presenca
dos nematoides, em um dos blocos, surtiu efeito sobre a altura final das plantas do ensaio, as
plantas tratadas com ‘Onix’ tanto no grupo sem nematoides quanto no grupo com nematoide
ndo diferiram significativamente. Quando observamos os resultados obtidos com a
testemunha podemos observar que as plantas sem nematoide, ao final do experimento
apresentaram porte maior, diferindo estatisticamente dos resultados apresentados pelo grupo
com nematoide. A partir dos resultados apresentados, podemos inferir que a inoculacdo das
plantas com o produto biolégico do tratamento com ‘Onix’ possibilitou um incremento na

altura das plantas, mesmo com a presenca do parasita.

TABELA 6: Efeito de formulagdes a base de Bacillus comerciais na altura do algodoeiro (‘BRS

286’) sem e com ataque de Meloidogyne incognita em casa de vegetacdo, aos 200 dias ap6s a

emergéncia.
Altura (cm)

Bacillus Produto M. incognita

Sem Com Média
B. methylotrophicus Onix 170,2 abA 184,3 abA 177,3 b
B. subtilis Rizos 162,5bB 187,8 abA 175,2 ¢
B. amyloliquefaciens NemaControl | 177,7 aB 201,2 aA 189,4 ab
B. subtilis + B. licheniformis | Nemix 182,7 aB 199,3 aA 191,0a
- Furadan 171,3 abA 175,3 bcA 1733 ¢
- Testemunha | 178,3 abA 158,5cB 168,4 c

*Valores seguidos pela mesma letra minuscula na coluna e maidscula na linha, ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

Os tratamentos Rizos, NemaControle e Nemix induziram um maior crescimento final

das plantas tratadas no grupo de plantas com nematoide, quando comparamos os resultados
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dos mesmos tratamentos apresentados no grupo sem nematoide (Tabela 6). Esse crescimento
das plantas no final, apesar de aparentemente positivo, ndo proporcionou ganhos reais as
plantas como pode ser visualizado com as proximas analises, onde as plantas desses dois
grupos ndo diferiram estatisticamente entre si, para 0 mesmo tratamento (Tabela 8), pelo
contrério, o tratamento com o Nemix apds secagem, apesentou maior massa nas plantas ndo
parasitadas pelos nematoides, apesar da altura das plantas do grupo com nematoide ser

superior.

MASSA FRESCA DE PARTE AEREA

Com os resultados obtidos (Tabela 7), é possivel inferir que houve um maior
crescimento das plantas tratadas com os produtos biolégicos Rizos, NemaControle e Nemix,
assim como um maior peso de matéria fresca para este mesmo lote de plantas. Novamente
para 0 primeiro grupo analisado (plantas ndo inoculadas com nematoide) o produto Nemix
promoveu um melhor crescimento das plantas na ultima avaliacdo e esse crescimento final foi
confirmado pelo maior peso de matéria fresca alcancado pelas plantas tratadas com este
produto. As plantas tratadas com Furadan e sem a infestacdo por nematoide apresentaram
maior peso de matéria fresca quando comparadas com a testemunha (Tabela 7), mas este
maior peso, observado ao final do experimento, deveu-se a um crescimento vegetativo das
plantas com a producdo de brotos terminais bastante tenros o que propiciou maior altura e
peso de matéria fresca nas plantas. Aratjo & Marchesi (2009), trabalhando com promocéo de
crescimento de plantas de tomate mediada por B. subtillis, também relataram um maior peso
de matéria fresca das plantas tratadas com o a bactéria e produto quimico em relacdo a

testemunha.

89



TABELA 7: Efeito de formulacdes a base de Bacillus comerciais na massa fresca da parte aérea
de algodoeiro (‘BRS 286”) sem e com Meloidogyne incognita em casa de vegetacdo, aos 200

dias apds a emergéncia.

Massa ()
Bacillus Produto M. incognita
Sem Com

B. methylotrophicus Onix 250,6 abA 231,5bB
B. subtilis Rizos 248,5 abB 268,7 aA
B. amyloliquefaciens NemaControl | 254,0 abA 267,6 aA
B. subtilis + B. licheniformis | Nemix 269,3 aA 281,6 aA
- Furadan 262,2 aA 238,0 bB
- Testemunha | 238,6 bA 235,5 bA

*Valores seguidos pela mesma letra mindscula na coluna e maidscula na linha, ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

MASSA SECA DE PARTE AEREA

Apds secagem do material vegetal analisado anteriormente, obtivemos o peso seco da
parte aérea, que melhor representa o real ganho de massa das plantas no experimento (Tabela
8). Para este parametro, novamente o produto biolégico comercial Onix foi 0 que propocionou
melhor resultado dentro do grupo de plantas sem infestacdo com o nematoide, onde diferiu
estatisticamente de quase todos os tratamentos dentro deste grupo, exceto do Nemix. Dentro
do segundo grupo (com nematoide), novamente o Onix apresentou maior peso de matéria seca
guando comparado aos outros tratamentos, mas ndo diferiu estatisticamente do Rizos apesar
de apresentar peso de massa seca superior. E notério também que o Onix, o Rizos e o
NemaControl, conseguiram manter praticamente 0 mesmo peso de parte aérea das plantas,
mesmo com a presenca do patdgeno em suas raizes, sem diferenca estatistica entre 0 mesmo

tratamento em grupos diferentes (sem e com nematoide). Com estes resultados é possivel
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inferir que a presenca dos nematoides nessas plantas ndo causou reducéo significativa em sua

producdo de matéria seca quando as mesmas foram tratadas com estes produtos bioldgicos.

TABELA 8: Efeito de formulagdes a base de Bacillus comerciais na massa seca da parte aérea de
algodoeiro (‘BRS 286”) sem e com Meloidogyne incognita em casa de vegetacdo, aos 200

dias apds a emergéncia.

Massa (g)
Bacillus Produto M. incognita
Sem Com

B. methylotrophicus Onix 89,7 aA 87,0 aA

B. subtilis Rizos 78,2 bcA 80,0 abA

B. amyloliquefaciens NemaControl | 79,6 bcA 72,8 bcA

B. subtilis + B. licheniformis | Nemix 85,0 abA 76,7 bcB

- Furadan 75,6 cA 55,4 dB

- Testemunha | 78,2 bcA 70,7 cB

*Valores seguidos pela mesma letra minuscula na coluna e maidscula na linha, ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

O pior resultado neste experimento foi o obtido pelo tratamento quimico, visto que
houve um fitotoxidez inicial das plantas com reducdo em seu crescimento. Essa fitotoxidez sé
foi superada proximo ao final do ensaio, onde as plantas retomaram o0 seu crescimento
recuperando em altura e peso de massa fresca, mas ndo houve tempo para acumulo de matéria
seca na mesma magnitude registrada para os demais tratamentos. Com isso, ao passarem pelo
processo de secagem, ao final do ensaio, essas plantas tiveram peso reduzido, pois seus ramos
ainda estavam muito tenros. Essa reacdo de fitotoxidez das plantas poderia ter causado
reducdo na produtividade caso essa estivesse sendo avaliada. Jorgenson (1978), avaliando a
eficiéncia do carbofuram no controle de M. incognita na cultura do algoddo registrou efeito
fitotoxico nas plantas em razéo da utilizacdo do produto e esse efeito toxico resultou ao final

do ciclo da cultura em reducdo de produtividade das plantas quando o indculo inicial do

91



nematoide foi baixo na éarea tratada. Analisando os dados encontrados, nota-se uma maior
uniformidade no peso de matéria seca no grupo de plantas ndo indestado com os nematoides
(Tabela 8), e a presenca dos nematoides no segundo grupo, mais uma vez, causou

desuniformidade nos dados, evidenciando as diferencas entre os tratamentos.

MASSA FRESCA DA RAIZ

Assim como ocorreu em relacdo ao peso de massa fresca para a parte aérea das
plantas, o produto biolégico Onix, proporcionou massa fresca de raiz maxima em comparacao
aos demais tratamentos do ensaio, independente da presenca do nematoide (Tabela 9). Os
demais tratamentos nas plantas sem infestacdo com nematoides, n&o diferiram
estatisticamente da testemunha. J& para o segundo grupo (com infestacdo dos nematoides), as
plantas tratadas com o Onix novamente se mostraram superiores a testemunha. Os demais
tratamentos bioldgicos ndo diferiram estatisticamente da testemunha, e o tratamento quimico
foi 0o que mostrou o peso de raiz mais reduzido, provavelmente devido a fitotoxidez
provocada nos estadios iniciais de desenvolvimento das plantas. Quando se faz um paralelo
entre plantas sem e com infestacdo de nematoides, para esse mesmo parametro (peso fresco de
raiz), é possivel notar um maior peso de matéria fresca de raiz no grupo com nematoide
(Tabela 9).

Esse fato é explicado pela formacéo das galhas nas raizes das plantas parasitadas por
M. incognita e a presenca das galhas, confere maior peso as raizes. A Unica exce¢do para esse
evento foi a observada no tratamento quimico, mas isso se deveu a maior vulnerabilidade das
plantas que ao serem atacadas pelo patdgeno ja estavam sofrendo pela fitotoxidez do produto
quimico provocando travamento inicial em seu desenvolvimento. E importante registrar

também que as galhas formadas nas raizes das plantas tratadas com o produto quimico
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também foram menores. Além disso, seu sistema radicular foi também bastante reduzido, mas
apesar de todo esse estresse sofrido pelas plantas, a reproducdo dos nematoides ndo foi
comprometida. Conforme serd destacado adiante (Tabela 11). O peso da matéria fresca de
raizes nas parcelas infectadas com nematoide e tratadas com Furadan foi o menor de todos os

tratamentos.

TABELA 9: Efeito de formulacGes a base de Bacillus comerciais na massa fresca das raizes de
algodoeiro (‘BRS 286’) sem e com Meloidogyne incognita em casa de vegetacdo, aos 200

dias apds a emergéncia.

Massa (g)

Bacillus Produto M. incognita

Sem Com
B. methylotrophicus Onix 118,3 aB 148,8 aA
B. subtilis Rizos 103,2 abcB 137,7 abA
B. amyloliquefaciens NemaControl | 107,3 abA 119,9 bA
B. subtilis + B. licheniformis | Nemix 96,4 bcB 123,5 bA
- Furadan 85,9 cA 80,8 cA
- Testemunha | 91,1 bcB 118,3 bA

*Valores seguidos pela mesma letra minuscula na coluna e maidscula na linha, ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

MASSA SECA DA RAIZ

A analise do peso seco de raiz sem nematoide, sé reforca o que ja foi mostrado com a
realizacdo da pesagem das raizes frescas: maior ganho de matéria seca para as raizes das
plantas tratadas com o Onix e menor ganho de peso das raizes onde foi realizado o tratamento
quimico. Para os demais tratamentos bioldgicos ndo houve diferenca estatistica em relacéo a

testemunha sem tratamento (Tabela 10). E importante ressaltar que ndo foi realizada a
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afericdo do peso seco das raizes tratadas com nematoide, visto que, estas foram utilizadas para

avaliacdo do fator de reproducdo do patdgeno que € uma anélise destrutiva.

TABELA 10: Efeito de formulagdes a base de Bacillus comerciais na massa seca de raiz de
algodoeiro (‘BRS 286”) sem Meloidogyne incognita em casa de vegetacdo, aos 200 dias ap0s

a emergeéncia.

Bacillus Produto Massa (g)
B. methylotrophicus Onix 20,0 a
B. subtilis Rizos 13,7 bc
B. amyloliquefaciens NemaControl 15,1b
B. subtilis + B. licheniformis | Nemix 13,0 bc
- Furadan 119c¢
- Testemunha 16,1 b

*Valores seguidos pela mesma letra mindscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (P<0,05).

Trabalhando com B. pumilus no controle biolégico da mucha de Fusarium em
tomateiro, Heidarzadeh & Baghaee-Ravari (2015) avaliaram além da acdo direta da bactéria
sobre o fungo, a promocao de crescimento de plantas, a producdo de hormonios e sideroforos
e a formacdo de biofilme na rizosfera das plantas tratadas. Como conclusdo esses autores
comprovaram que estas bactérias podem colonizar e sobreviver na rizosfera das plantas
formando biofilme e sdo capazes de produzir auxinas e sideroforos com promocdo do
aumento em comprimento da raiz e parte aérea de 60 e 84%, respectivamente, além de reduzir
a incidéncia da doenga em testes in vivo. Os resultados apresentados neste trabalho
corroboram com o presente onde também observou-se promocdo de crescimento em plantas

com a utilizacdo de bactérias deste género.
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FATOR DE REPRODUCAO DO NEMATOIDE EM CASA DE VEGETACAO

Para este ensaio, novamente observou-se um bom resultado alcangado pelo Onix com
reducdo significativa na reproducdo do patdgeno. Os demais tratamentos bioldgicos nédo
apresentaram controle estatisticamente diferente da testemunha, e ao contrério, alguns deles
como o NemaControl e o Nemix favoreceram a reprodugdo do patdgeno ao promover o
crescimento das plantas sem efeito sobre os nematoides (Tabela 11). Neste mesmo ensaio, 0
tratamento quimico assim como o ‘NemaControl’ promoveram aumento na popula¢ao do
patégeno em comparacao aos demais tratamentos e apresentaram fator de reproducédo 61,68%
e 48,57% maior que a testemunha sem tratamento (Tabela 11). Alguns autores ja& haviam
observado tais respostas em que as rizobactérias podem apresentar efeitos benéficos,
prejudiciais ou neutros, dependendo da cultura, espécie de rizobactéria e isolado (LUZ, 1996;

SCHIPPERS et al.,1987; VAZ et al., 2011; FERNANDES et al., 2013).

TABELA 11: Efeito de formulagdes a base de Bacillus comerciais sobre o fator de reproducédo de
Meloidogyne incognita em algodoeiro (‘BRS 286°) em casa de vegetacdo, aos 180 dias ap0s a

inoculacdo dos nematoides.

Bacillus Produto Fator de reproducéao
B. methylotrophicus Onix 14,3 d
B. subtilis Rizos 21,3cd
B. amyloliquefaciens NemaControl 42,0 a
B. subtilis + B. licheniformis | Nemix 37,7ab
- Furadan 46,1 a
- Testemunha 28,3 bc

*Valores seguidos pela mesma letra minuscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (P<0,05).
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Jé foi relatado para a cultura da cana de agUcar efeito parecido com o encontrado neste
trabalho com algoddo onde os autores utilizando carbofuran para controle de nematoide
obtiveram um efeito nematicida inicial e por um periodo curto. Decorrido este prazo
(aproximadamente 90 dias) o produto perdeu o efeito e 0s nematoides sobreviventes
produziram um grande nimero de descendentes devido as raizes abundantes (SCHMITT et

al., 1983; SIPES & SCHMITT, 1998).

HISTOPATOLOGIA

PENETRACAO DE J2 NAS RAIZES

Avaliando a penetracdo de J2 nas raizes, podemos inferir que esse processo de
penetracao se inicia logo apds a inoculagdo dos nematoides no solo, pois, ja no primeiro dia
de avaliacdo (2° DAI), foi possivel visualizar varios individuos no interior das raizes (Figura
1). Essa penetracdo foi mais pronunciada na testemunha até o 6° DAI, isso pode indicar
atividade antagénica inicial da bactéria testada sobre a penetracdo do nematoide. A partir do
8° DAI a situacdo se inverteu, havendo maior penetracdo nas raizes das plantas tratadas com o
produto bioldgico, mas estatisticamente, essa inversdo sé é confirmada no 10° DAI. Neste
estudo foi possivel notar ainda uma atividade de penetracdo crescente com um auge no 8°
DAI, mas essa atividade estendeu-se até o 10° DAI e a partir desse momento houve uma
relativa estabilizacdo na penetracédo de J2 para este ensaio nas condi¢des em que foi instalado
(Tabela 12). Resultados de penetracdo bastante semelhantes aos encontrados em nosso
trabalho foram registrados por Campos et al. (2006), trabalhando com M. javanica e
Heterodera glycines. Esses autores observaram penetracdo de nematoides (J2) até o décimo

DAI assim como 0s nestes registros, mas as condi¢des durante a conducao dos ensaios foram
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bastante diferentes das encontradas nestes testes, mesmo porque se trata de metodologias

diferentes.

TABELA 12: Efeito de B. methylotrophicus sobre o nimero de juvenis de M. incognita que

penetraram em raizes do algodoeiro (FM 966) até o 12° DAL

Tratamento 2% dia 4° dia 6° dia 8% dia 10° dia 12° dia
B. methylotrophicus | 9,0 aB 22,0 bA 88,7 aB 199,7 aA 261,0 aA 233,0 aA
Testemunha 33,3aB | 86,7aAB | 117,3aAB 169,3 aA 161,3 bA 160,0 bA

*Valores seguidos pela mesma letra minuscula na coluna e maiuscula na linha, ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

ACOMPANHAMENTO DA POPULACAO DE J2 NO SUBSTRATO

Ao contrario a penetracdo, que cresceu da primeira avaliacdo no segundo DAI até a
ultima no 12° DAI, a avaliacdo da populacdo de nematoides recuperados do substrato,
decresceu do segundo ao 12° DAI. Esse resultado ja era esperado, uma vez que o J2 ndo se
alimenta fora da raiz, isto é, durante o periodo que permanecem no solo a procura de um
hospedeiro se nutre a partir do consumo das suas reservas, presentes no seu intestino,
exaurindo essas reservas, e caso estes ndo entrem em diapausa, esses individuos perecerdo
(EVANS & PERRY, 2009).

Os resultados aqui apresentados (Tabela 13), corroboram com os obtidos por Campos
et al. (2006) onde estes autores ainda no oitavo DAI conseguiram recuperar J2 de M. javanica
qguando em substrato contendo areia grossa. Neste trabalho conseguiu-se a recuperagédo de J2
até 0 12° DAI, mas essa variagdo pode ter sido devido a fatores ambientais e até mesmo a
metodologia utilizada na conducédo e avaliacdo dos ensaios. Evans & Perry (2009) discutem
ainda que essa sobrevivéncia dos J2 no solo vai depender de uma série de fatores além do tipo

de solo, sendo a temperatura, a umidade e a concentracdo de oxigénio no substrato muito
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importantes na manutencgé@o dessa sobrevivéncia. Esses autores afirmam ainda que a presenca
de hospedeiros reduz ainda mais esse intervalo, visto que se 0s juvenis notam sua presenca se

movimentar ainda mais, consumindo suas reservas.

TABELA 13: Numero de juvenis de segundo estadio de M. incognita recuperados do substrato

das plantas do ensaio de histopatologia até o 12° DAI (método do Funil de Baermann).

Tratamento 2% dia 4° dia 6° dia 8% dia 10°dia | 12°dia

M 1553,4aA | 1167,4aA | 10355aA | 2480aB | 117,3aB | 46,8 aB
B. methylotrophicus

PR 31 23,4 20,7 50 2,4 0,9

M 1557,9aA | 1203,7aA | 13112aA | 426,4aB | 103,7aB | 93,0aB
Testemunha

PR 31,2 24,1 26,2 8,5 2,1 1,9

*Valores seguidos pela mesma letra mindscula na coluna e maidscula na linha, ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey (P<0,05). **M = média; ***PR = porcentagem recuperada

FATOR DE REPRODUCAO DO ENSAIO DE HISTOPATOLOGIA

TABELA 14: Efeito de B. methylotrophicus sobre o fator de reproducéo (FR) de M. incognita no
algodoeiro (FM 966) no 45° DAI do ensaio de histopatologia.

Tratamento 12 rep. 2° rep. 3° rep. 4°rep. | S°rep.

FR 1,20bB| 095bB| 258aA | 1,28bB| 0,95hB
B. methylotrophicus

M de FR 1,39

FR 208aA | 173aA| 225aA| 1,83aA| 1,67aA
Testemunha

M de FR 1,91

*Valores seguidos pela mesma letra mindscula na coluna e maidscula na linha, ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey (P<0,05). **M = média. ***rep. = repeticao.

Feita a analise estatistica dos dados (Tabela 14), ndo foi encontrada diferenca
estatistica significativa entre os tratamentos, mas apesar desse resultado é possivel notar, com

a analise das medias gerais dos dois tratamentos (com bactéria = 1,39; sem bactéria = 1,91),
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uma leve reducdo do fator de reproducdo do nematoide quando as sementes foram tratadas

com o agente de controle bioldgico.

METODO DA FUCSINA ACIDA

A avaliacdo das raizes coradas com fuccina &cida tornou possivel a visualizacdo e
quantificacdo da penetracdo dos J2 de M. incognita nas raizes do algodoeiro (Figuras 1 - 7).
Nesse processo, 0s J2 penetraram na regido do meristema subapical das raizes em grupo
formando verdadeiros feixes (Figura 1 A2) até atingiram a area vascular diferenciada, onde
iniciaram a alimentacdo. As penetracBes foram registradas ja no segundo dia apo6s a
inoculacdo (DAI), onde, tanto a testemunha quanto no tratamento com bactéria foram
registradas penetracBes dos nematoides (Figura 1). Como fotodocumentado (Figuras 1 a 6),
esse processo de penetracdo foi observado até o 12° DAI, podendo ser reforcado pelos
resultados encontrados com o acompanhamento da populacdo de J2 no substrato, onde até o
12° dia ainda foi possivel recuperar juvenis viaveis no solo, a partir da utilizacdo do funil de
Baerman.

A movimentacdo de J2 no cértex das raizes em direcdo ao cilindro central causa
desorganizacdo celular (Figura 8 B1) e pode ser observada durante todo o periodo em que
houve as penetracdes. Ja no 6° DAI (Figura 3) foi possivel notar as mudacas morfoldgicas em
alguns do nematoides dentro da raiz onde os mesmos aumentaram de diametro tornando-se
salsichoides, indicativo de que ja haviam iniciado a alimentacdo com o estabelecimento do

seu sitio de infecgéo.
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FIGURA 1: Raizes de algoddo (FM 966) ao segundo dia de inoculagdo dos nematoides. As letras

‘A’ se referem a testemunha e ‘B’ ao tratamento com Bacillus. Al- seta apontando um J2 de
coloracdo vermelha logo ap6s penetracdo; A2- setas apontando um feixe de J2 no cilindro central
da raiz; B1- juvenil de segundo estadio no interior da raiz e B2- setas indicando a presenca de dois
J2 logo apo6s a penetracdo. N — Nematoide; CO - Cértex; CC — Cilindro Central.

No oitavo DAL ja foi possivel notar a formacéao das galhas, espessamento do calibre da
raiz na altura da regido de infeccéo, isso como consequéncia das atividades induzidas pelo
parasita no interior da raiz, provocando desarranjo do cilindro central devido ao
estabelecimento do seu sitio de alimentacdo com inicio da formacdo das células gigantes

(Figura 4 A8).
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FIGURA 2: Raizes de algoddao (FM 966) ao quarto dia de inoculacdo dos nematoides. As letras

‘A’ se referem a testemunha e ‘B’ ao tratamento com Bacillus. A3- seta apontando dois juvenis de
segundo estadio logo apos penetragdo; A4- setas apontando um feixe de J2 no interior da raiz; B3-
J2 no interior da raiz logo apds penetracdo e B4- seta indicando a presenca de feixe de J2 no

cilindro central da raiz. N — Nematoide; CO - Cortex; CC — Cilindro Central.

Esse acompanhamento a partir da utilizacdo dessa metodologia com fuccina acida
possibilitou 0 acompanhamento da evolucdo da infecdo até o 15° DAI onde iniciou 0 processo
de lignificacdo dos tecidos radiculares em decorréncia da sua maturacdo, dificultando a
visualizagdo e contagem dos nematoides, mas durante esse intervalo foi possivel quantificar
as penetracdes de J2 constatando essa atividade até o 12° DAI nesse ensaio.

Apesar de ter havido uma protecdo inicial com menor penetragédo de nematoides nas
raizes tratadas com a bactéria, essa prote¢do ndo foi duradoura, pois sé foi notada nos seis

primeiros dias apds a inoculacdo dos nematoides. A partir dai o0 processo se inverteu com
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maior registro de entrada de J2 nas raizes tratadas (Tabela 13). Essa protecdo pode ndo ter
sido duradoura devido as condi¢des de conducdo do experimento. O protocolo de condugéo
das plantas para ensaio de histopatologia, prevé que as plantas sejam conduzidas em areia
lavada autoclavada, como substrato, a fim de facilitar as lavagens posteriores das raizes para
avaliacdo do experimento. A conducdo das plantas em substrato tdo pobre pode ter
comprometido o desenvolvimento das bactérias ‘antagonicas’, influenciado negativamente em
seu desempenho, uma vez que a Unica fonte nutritiva disponivel a esses organismos durante a
conducédo do ensaio foram os exsudatos radiculares e segundo Jones (1998) esses exsudatos
podem ser liberados em quantidades e composicOes diversas, a depender de fatores, como a
espécie da planta, as condicGes de estresse as quais foram submetidas. Pilet et al. (1979),
afirmam que o estadio de desenvolvimento da planta é também uma variante e Sandnes et al.
(2005), afirmam ainda que o seu estado fisioldgico também ¢é fator determinante. A
composicdo dos exsudatos liberados pelas plantas sdo capazes de influenciar a sua
comunidade rizosférica (GRAYSTON et al., 1998). Além do mais esses microrganismos
podem apresentar algumas especificidades, inclusive em relagdo a cultivares de uma mesma
espécie (CHANWAY et al., 1988; SICILIANO et al., 1998). Face ao exposto, essas variantes
podem influenciar, de forma positiva ou negativa, no desenvolvimento bacteriano. Essa
interferéncia quando negativa pode impedir o desenvolvimento satisfatorio dessas bactérias na
colonizagdo da rizosfera, inviabilizando a manutencdo de seu biofilme (STURZ &
CHRISTIE, 2003). Além disso, solos arenosos, como utilizado neste ensaio, favorecem aos
nematoides agravando seus danos (FREIRE, 2007). Esses fatores podem explicar o controle

apenas inicial dos nematoides observados neste trabalho.
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A’ se referem a

.

andéo (FM 966) ao 6° dia ap6s a inoculagdo. As etras ‘

3: Raizes de
testemunha e ‘B’ ao tratamento com Bacillus. A5- seta apontando J2 no momento da penetragdo
na raiz; A6- setas apontando nematoide j& em mudanca na morfologia com formato mais
salsichoide; B5- presenca de J2 no interior da raiz e B6- seta indicando inicio de mudanga de fase
com especamento da largura do nematoide. N — Nematoide; CO - Cortex; CC — Cilindro Central.

103



s

S A3

FIGURA 4: Raizes de algoddo (FM 966) ao 8° dia ap6s a inoculagdo. As letras ‘A’ se referem a

testemunha e ‘B’ ao tratamento com Bacillus. A7- seta vermelha apontando juvenis em formato
salsichoide e seta azul indicando um juvenil ainda em formato filiforme (J2); A8- setas apontando
nematoide ja em formato salsichoide. Pode-se notar ainda nesta imagem o desarranjo estrutural no
cilindro central da raiz e especamento da largura da raiz com inicio da formacdo da galha; B7-
juvenil de segundo estadio logo apos a penetracdo na raiz e B8- setas indicando nematoides em
formato salsichoide (J3). N — Nematoide; CO - Cortex; CC — Cilindro Central.
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FIGURA 5: Raizes de algoddo (FM 966) ao 10° dia ap6s a inoculagéo. As letras ‘A’ se referem a

testemunha e ‘B’ ao tratamento com Bacillus. A9- feixes de J2 no cilindro central da raiz; A10-
setas apontando nematoide ja em formato salsichoide, provelelmente um J4. Pode-se notar ainda
nesta imagem o inicio da formacgdo da galha; B9- dois juvenis de segundo estadio no interior da
raiz e B10- setas indicando nematoides em formato salsichoide (J3). N — Nematoide; CO -
Cortex; CC — Cilindro Central.
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testemunha ¢ ‘B’ ao tratamento com Bacillus. A11- seta apontando a presenca de um J2 proximo

ao cilindro central da raiz; A12- setas apontando varios nematoides formato salsichoide. Pode-se
notar o espegamento da raiz com a formacéo da galha; B11- seta azul indicando a presencas de
um juvenil de segundo estadio, seta vermelha indicando um nematoide em formato salsichoide
(J3) no interior da raiz e B12- seta indicando nematoides em formato salsichoide (J3). N —
Nematoide; CO - Cortex; CC — Cilindro Central.
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FIGURA 7: Raizes de algodédo (FM 966) ao 15° dia apds a inoculacdo onde ja pode ser observado

o inicio da lignificaco representada pelas regides escurecidas (marrons) presentes em (A13, Al4
e B14). As letras ‘A’ se referem a testemunha e ‘B’ ao tratamento com Bacillus. Al13- seta
apontando a presencga de um J4 na raiz; Al4- seta apontando J3 com em seu sitio de alimentagdo
no interior da raiz; B13- setas apontando nematoides em diferentes fases de desenvolvimento (J3)
e B14- seta sinalizando J3 em seu sitio de infeccdo. N — Nematoide; CO - Cortex; CC — Cilindro

Central.

METODO DE COLORACAO COM AZUL DE TOLUIDINA

A confeccdo e avaliacdo de aproximadamente 16.000 cortes coloridos com azul de
toluidina, em concordancia com as avaliacOes realizadas com o metodo da fuccina acida,
também mostraram a capacidade de penetracédo, dos J2s de M. incognita racas 3 e 4, nas raizes
das plantas de ambos tratamentos. Com essas observacdes microscopicas constatou-se a

presenca de alguns J2 e J3 na regido do cilindro central da raiz; pode-se também observar um
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desarranjo estrutural nas células do cortex da raiz devido a movimentagdo do J2 (Figura 8
B1). A partir do 18° DAI foi possivel observar células gigantes bem formadas no cilindro
central das raizes da testemunha (Figura 8 Al). No 22° DAI ja foi possivel visualizar o inicio
da formacdo de massas de ovos na testemunha com algumas posturas em seu interior. Além
disso, o desenvolvimento da fémea aliado ao inicio da postura causou danos mecanicos nos
tecidos do parénquima vascular, acarretando rompimento do cortex da raiz com consequente
exposicao das massas de ovos no exterior das raizes (Figura 8 A2). Neste mesmo periodo ao
analisarmos as imagens de cortes realizados com raizes de plantas tratadas € possivel observar
a presenca de grandes vacuolos no interior de células gigantes, assim como, contetdo pouco
denso dessas células e a presenca de parede celular mais delgada quando comparado a
imagem da testemunha ao lado. Este fato com essas caracteristicas apresentados no 22° DAI
foi observado até o ultimo dia de avaliacdo com presenca de células gigantes com contetido
bastante degradados com a presenca de grandes vacuolos no seu interior além de
apresentarem parede celular bastante delgada. E importante enfatizar que esses fendmenos
ndo foram observados para todos os sitios de infec¢do analisados, mas foram sim exclusivos
dos tratamentos com bactéria, isto €, as plantas testemunhas (sem bactéria) ndo apresentaram
tais sinais (Figura 8).

Para as plantas de algod&o tratadas, houve um atraso na penetracdo e desenvolvimento
do J2 em relacdo a testemunha. Isso demonstra que houve uma protecdo inicial das raizes para
as plantas tratadas e uma provavel resisténcia pos-infeccional, bloqueando ou dificultando o
desenvolvimento dos nematoides ap0s a penetracdo. Apesar da penetracao ter sido semelhante
entre os dois tratamentos, aparentemente, 0s J2 que penetraram nas raizes das plantas com
tratamento (bactéria), em alguns sitios, ndo conseguiram se desenvolver normalmente.

Respostas de penetracéo e reacdes de hipersensibilidade semelhantes as descritas neste

trabalho s@o observadas em estudos envolvendo variedades de plantas resistentes a
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nematoides (McCLURE et al., 1974; HUANG, 1986; CARNEIRO et al., 2005; WUBBEN et
al., 2008; MOTA et al., 2013; CABASAN et al. 2014; MHATRE et al. 2015).

Apesar de a variedade de algoddo (FM 966), empregada para a realizagdo desse
trabalho, ser suscetivel ao nematoide (M. incognita racas 3 e 4), é possivel que a bactéria
utilizada no tratamento tenha induzido algum tipo de resisténcia nas plantas, uma vez que ja é
descrita inducdo de resisténcia em plantas mediada por este género de bactéria (DIAS-
ARIEIRA et al., 2013). Hasky-Gunther et al. (1998), utilizando a metodologia da ‘raiz
dividida’ conseguiram uma redugdo na reproducdo de nematoides em até 58% no lado das
raizes onde ndo foi aplicado a bactéria. Isso sugere a ocorréncia de inducdo de resisténcia
sisttmica mediada por Bacillus sphaericus. Utilizando a mesma metodologia descrita
anteriormente, Siddiqui & Shaukat (2002), obtiveram reducdo de até 42% da populacdo de M.
arenaria mediada por Pseudomonas aeruginosa em tomateiro. Também Fabry et al. (2007),
conseguiram uma reducdo em numero de ovos de M. javanica em tomateiro de 38,8%,
utilizando para tal, Rhizobium etli como agente de controle bioldgico, seguindo a mesma
metodologia da raiz dividida utilizada nos ensaios anteriores. Estes trabalhos reforgam a

possibilidade de inducdo da resisténcia de plantas a nematoides mediada por bactérias.
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FIGURA 8: Secg0es de raizes de algoddo (FM 966) coradas com azul de toluidina. As letras ‘A’
se referem a testemunha e ‘B’ ao tratamento com Bacillus. Al- seccdo confeccionada ao 18° DAI
indicando nematoide sausichoide e células gigantes ja formadas no interior do cilindro central da
raiz; A2- seccdo de raiz ao 22° DAI mostrando fémea de M. incognita adulta em inicio de postura
e com massa de ovos também no inicio de formagéo; A3- seccdo de raiz ao 45° DAI apresentando
nematoide e células gigantes bem formadas; B1- corte de raiz tratada apresentando regido com
tecido desestruturado; B2- sec¢do de raiz com nematoide mal formado e células gigantes
apresentando inimeros vacuolos e inicio de desgeneracdo e B3- corte de raiz corada com alzul de
toluidina ao 45° DAI com nematoide imaturo e sitio de alimentacdo mau formado com suas
células gigantes apresentando grandes vacuolos. CC — Cilindro Central; CG — Célula Gigante;
CO - Cortex; DT — Desestruturacdo dos Tecidos; MO — Massa de Ovos; N — Nematoide; NU —
Nucléolo; V - Vacuolo.
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CONCLUSOES

Bactérias do género Bacillus podem promover o crescimento de plantas de algodé&o;

O formulado comercial que produziu melhores resultados em termos de promocédo de
crescimento de plantas, assim como de redugdo em aproximadamente 50% do fator de
reproducdo do M. incognita foi Onix, produto este que possui o B. methylotrophicus
como principio ativo;

O nematicida Furadan causou reducéo no crescimento das plantas tratadas assim como
aumento no fator de reproducdo dos nematoides nas condicdes em que foram
conduzidos os ensaios;

O produto bioldgico comercial Onix, testado nos ensaios de histopatologia, promoveu
uma protecédo inicial das raizes de algoddo com menor penetracdo dos J2 nos seis
primeiros DAI;

A utilizacdo do Onix em tratamento de semente no ensaio de histopatologia nédo
impediu que o nematoide completasse seu ciclo, mas para alguns pontos observados
houve desenvolvimento anormal de sitio de infeccdo, com formacdo de células
gigantes apresentando parede celular muito delgada e grandes vacuolos em seu
citoplasma, além de provavel atraso no ciclo do nematoide;

As reacdes/fendbmenos observados no ensaio de histopatologia podem indicar a
inducdo de resisténcia das plantas mediada pelas bactérias estudadas. Isso sugere mais

estudos nessa area para melhor compreensao dessa interacéo.
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SELECAO DE ESTIRPES DE Bacillus sp. CONTRA Fusarium oxysporum f. sp.

vasinfectum

1. RESUMO

A murcha caudada por Fusarium oxysporum f.sp. vasinfectum em algodoeiro é uma das
principais doencas da cultura do algodao. O patogeno é de dificil controle, possuindo alta
persisténcia no solo devido a sua capacidade de parasitar outras culturas, ser saprofita e capaz
de produzir clamiddsporos, o que permite a este, sobreviver no solo por longos periodos sem a
presenca do seu hospedeiro principal. Atualmente no controle desta doenca se usa variedades
com alguma resisténcia, sementes certificadas e fungicidas no tratamento de sementes. Assim,
justifica-se o desenvolvimento de alternativas de controle aumentando assim, o nimero de
recursos para 0 manejo dessa doenca no campo. O controle bioldgico desponta como
alternativa de controle. Bactérias do género Bacillus sdo bioreguladoras e antagonistas de
varios fitopatdgenos. Portanto, o objetivo deste trabalho foi o de selecionar estirpes de
Bacillus toxicas a F. oxysporum além de ajustar metodologias in vitro para a realizacéo e
avaliacdo dos testes de selegdo. Com este trabalho foi possivel determinar qual o melhor meio
de cultura para os ensaios de confronto direto, propor uma escala de notas para facilitar as
decisOes de selecdo com os testes de pareado, identificar dentre as estirpes selecionadas nos
ensaios de confronto as que possuem a capacidade de produzir metabodlitos volateis e ndo
volateis toxicos a F. oxysporum e testar estas estirpes selecionadas para o controle da doenca
durante a germinacdo das sementes em ensaios em casa de vegetacdo. Com este ultimo teste
foi possivel notar um potencial efeito protetor de algumas estirpes de Bacillus durante a
germinacdo das sementes de algodao.

Palavra-chave: Antagonismo, controle biologico, metabdlitos-n&o-volateis, metabolitos-
volateis, mucha de fusario, PGPRs, tratamento de semente.
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SELECTION OF Bacillus sp. STRAINS AGAINST Fusarium oxysporum f.sp.

vasinfectum

2. ABSTRACT
Fusarium wilt caused by Fusarium oxysporum f.sp. vasinfectum on cotton is considered a
major disease of this crop. The pathogen is difficult to control, having high persistence in the
soil due to its capacity to parasitize other crops, being saprophyte and able to produce
clhamydospores which enable it to survive in the soil for long time without presence of the
main host. The control of this pathogen is based on the use of varieties with some degree of
resistance, use of certified seed and the use of fungicides for seed treatment. Once detected in
the field, plant protection is based on the use of chemicals. In this context, it is justified the
development of alternatives for the management of this pathogen in the field. Biological
control stands out as a viable alternative for the control of this pathogen. Bacillus are known
bioregulators and natural antagonists of various pathogens. Thus, the objective of this study
was to select toxic strains of Bacillus to F. oxysporum and adjust a in vitro method for
implementation and evaluation of the tests for selection. It was possible to determine the best
culture medium for direct confrontation test, proposing a grading scale to facilitate the
selection of the best strain with the paired test, identified among the strains selected in the
confrontation assays, those that can produce volatile metabolites and non-volatile metabolites
toxic to F. oxysporum and test these selected strains to the control of the disease during seed
germination in greenhouse assays. With this last assay, it was noted a potential protective

effect of some Bacillus strains during cotton seed germination.

Key words: antagonism, biological control, volatile metabolites, non-volatile metabolites,

PGPR, seed treatment.
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3. INTRODUCAO

O Brasil é o quinto maior produtor mundial de algoddo com é&reas de produgédo
presentes em 15 Estados, mas, 85% da area plantada concentra-se nos estados de Mato Grosso
e Bahia (LUNARDON, 2007; CONAB, 2015). Esse importante setor agricola nacional,
passou por importantes transformagdes nos Gltimos 20 anos e se configura hoje como um dos
mais modernos da agricultura (BOREM & FREIRE, 2014). O setor movimenta grande capital
financeiro, empregando muitas pessoas e gerando divisas para o Pais. Portanto, € considerado
um dos ramos da agricultura de maior importancia econdmica e social para o Brasil, exigindo
cada vez mais investimentos em tecnologia. Nos Ultimos anos houve aumento em
produtividade da cultura em razéo dos avangos genéticos e melhorias do sistema de producéo,
mas essa produtividade ndo € ainda maior devido a ocorréncia de pragas e doencas que
acometem a cultura. Neste sentido, merece destaque o patégeno Fusarium oxysporum f. sp.
vasinfectum, que é altamente agressivo e possui potencial de causar grandes perdas de
produtividade em éareas infestadas quando em condi¢fes favoraveis (BRADBURY, 1986;
GOTO, 1990; DAVIS et al., 1996, 2006; IAMAMOTO, 2005; CIA & SALGADO, 2005;
AMORIM et al., 2011).

A murcha-de-fusarium ou fusariose, é a principal doenca do algodoeiro de ciclo anual
e ja se encontra disseminada em todas as regides produtoras de algoddo no mundo causando
consideraveis perdas de producdo. O primeiro relato desse patdgeno causando danos a
cotonicultura foi registrado em 1892 no Alabama, Estados Unidos (ATKINSON, 1892 citado
por DAVIS et al., 2006). No Brasil, seu primeiro relato ocorreu no municipio de Alagoinha,
estado da Paraiba, em meados da decada de 1930 (VEIGAS, 1935; KRUG, 1936). Ja no final
da decada de 1950 a doenca ja se encontrava disseminada nas regides produtoras do estado de
Sdo Paulo, onde foi responsavel pela fase de decadéncia da cotonicultura paulista (CIA,

1977).
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A doenca é causada por Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum, que é uma espécie
heteromdrfica (KATAN & KATAN, 1988; KIM et al., 1993; LORI et al., 2004). Todas as
espécies de algoddo cultivadas sdo hospedeiras do fungo, mas pode haver varia¢fes quanto a
patogenicidade, dependendo da cultivar em uso. Ao contrdrio da maioria das formas
especializadas, essa pode apresentar outros hospedeiros alternativos, tais como espécies
pertencentes as familias Malvaceae, Solanaceae e Leguminosae (ARMSTRONG
&ARMSTRONG, 1978; ASSIGBETSE et al.,, 1994). Davis et al. (2006) relataram a
ocorréncia de oito racas desse patdgeno no mundo e no Brasil apenas a raca seis deste
patégeno foi relatada até o momento (ARMSTRONG & ARMSTRONG, 1978).

Ainda ndo existem cultivares imunes a murcha-de-fusarium, o que dificulta o seu
controle. Entretanto, algumas medidas sdo de importancia para se manejar esse patégeno no
campo, como a de rotacdo de culturas e a adogédo do principio de exclusdo, evitando a entrada
do patdgeno em &reas ndo contaminadas. Neste contexto, a utilizagdo de sementes livres do
patégeno (certificadas), assim como o tratamento quimico de sementes sdo fundamentais para
que se tenha sucesso no manejo (BELTRAO, 1999; CIA et al., 1999).

Constantemente, o controle quimico de doencas de plantas € a Unica medida eficiente e
viavel para garantir as altas produtividades e qualidade de producdo quando o patdgeno ja se
encontra instalado no campo de producdo. Variedades de plantas interessantes pelo bom
desempenho agrondmico e pela preferéncia dos consumidores, geralmente aliam certa
vulnerabilidade a agentes fitopatogénicos e a cultura do algoddo ndo foge muito dessa
realidade. Visto isso, 0 uso de produtos quimicos sistémicos ou de contato para controle de
pragas (controle quimico) é muito utilizado nessa cultura. Essa intervencdo é realizada
principalmente antes das plantas chegarem ao campo (tratamento de sementes), seguida por
aplicagdes sucessivas com varios outros produtos e pode elevar em muito os custos de

producdo, devido ao grande volume de defensivos utilizados e aos altos precos desses
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produtos. Assim, a necessidade de se encontrar alternativas economicamente mais vantajosas
para o agricultor e menos agressivas ao meio ambiente torna-se uma realidade.

Dessa forma, uma das alternativas vidveis para resolver esse impasse é a busca por
insumos agricolas ndo poluentes. Nesse contexto, o controle bioldgico tem sido apontado
como um método seguro para 0 manejo das doengas das plantas cultivadas (PUNJA &
UTKHEDE, 2003), apresentando inumeras vantagens em relacdo ao controle quimico, pois
com o uso de antagonistas (fungos, virus, bactérias e outros) o controle bioldgico se mostra de
facil aplicagdo, tendo menor custo e ndo sendo danoso ao meio ambiente e a0 homem
(SOARES & SANTQOS, 2006).

Dentre o0s inimeros inimigos naturais identificados como agentes de controle
biolégico destaca-se uma ampla gama de bactérias da rizosfera com efeito antagbnico a
fitopatdgenos (STURZ & NOWAK, 2000; TIAN et al., 2007; MACHADO et al., 2012).
Estas bactérias possuem capacidade de sobrevivéncia na rizosfera, colonizando as raizes das
plantas conferindo a elas, varios beneficios tais como: promocdo de crescimento,
disponibilizacdo de nutrientes e horménios vegetais, protecdo contra patégenos e maior
resisténcia a seca. Tais bactérias sdo também conhecidas como Rizobactérias Promotoras de
Crescimento de Plantas (RPCPs) (SCHROTH & HANCOCK 1982; STIRLING, 1991;
SIDDIQUI & MAHMOOD, 1999).

As RPCPs podem atuar como agentes de controle bioldgico principalmente pela
producdo de substancias bactericidas, fungicidas ou micostaticas inibindo o crescimento e o
desenvolvimento dos agentes patogénicos (LUZ, 1996), pela produgéo de antibioticos, toxinas
e enzimas, interferindo no processo de reconhecimento planta-hospedeiro, induzindo
resisténcia e/ou proporcionando o desenvolvimento saudavel da planta (MANKAU, 1980;
STIRLING, 1991; SIDDIQUI & MAHMOOQOD, 1999; TIAN et al.,, 2007). Diante disso, 0

presente trabalho teve como objetivo selecionar, a partir dos materiais depositados na Colecao
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de Bactérias Etomopatogénicas da EMBRAPA — CENARGEN, estirpes de Bacillus spp.

toxicas a F. oxysporum a partir de testes em condi¢des de laboratdrio e em casa de vegetacao.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. SELECAO DE ESTIRPES DE Bacillus CONTRA Fusarium oxysporum f.

sp. vasinfectum

4.1.1. SELECAO DE MEIO DE CULTURA PARA TESTES COM Fusarium
oXysporum
Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum desenvolve-se adequadamente em Batata
Dextrose Agar (BDA). Todavia, esses testes tinham como objetivo ndo prejudicar os
candidatos a agente de controle biolégico em detrimento do patdgeno que se pretendia
controlar. Portanto, visto que, as bactérias que estavam sendo testadas ndo estavam
respondendo muito bem ao BDA apresentando crescimento muito reduzido quando
comparado a testemunhas da mesma estirpe crescidas no Meio Embrapa (ME),
reconhecidamente eficiente ao cultivo de Bacillus. Varios sdo os trabalhos disponiveis na
literatura que usaram o meio BDA como substrato no cultivo desses diferentes organismos.
Com base nessas analises, buscou-se um meio de cultura que fosse favoravel aos potenciais
antagonistas sem, no entanto, prejudicar o patdgeno, de modo que houvesse um equilibrio
préximo ao ideal para ambos.
Como ja observado, o meio BDA, definitivamente ndo era o ideal para o crescimento
das bactérias, visto que, poderia comprometer o seu desenvolvimento normal prejudicando o
seu potencial competitivo com reducdo na produgdo de compostos secundarios o que poderia
mascarar o potencial dessas estirpes.
Para tanto, nesse trabalho foram testadas diferentes combinac¢des dos meios de cultura

utilizados no cultivo de ambos os microrganismos. As proporcdes testadas foram: BDA a
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100%, BDA a 75% mais ME a 25%, BDA a 50% mais ME a 50%, BDA a 25% mais ME a

75%, BDA a 100% mais ME a 100% e ME a 100% (Tabela 3).

4.1.2. PREPARO DAS PLACAS
Apdbs autoclavagem dos meios de cultura, estes ainda quentes, foram levados para
camara de fluxo laminar onde foram vertidos em placas de Petri e apds resfriamento
(geleificacdo) foram vedadas com filme plastico, identificadas e armazenados em estufa a

28°C (£ 2°C) por trés dias para verificar contaminacgoes.

TABELA 1: Quantidade (g) dos reagentes usados em 1L de agua destilada em meios de cultura.

BDA Caldo Extrato de ;
REAGENTES* ) ) ) KH>PO, Agar SM (mL)
Himedia | nutriente levedura

BDA 100% 39,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
BDA 75% + ME 25% 29,25 6,00 0,25 0,25 3,50 2,50
BDA 50% + ME 50% 19,50 4,00 0,50 0,50 7,00 5,00
BDA 25% + ME 75% 9,75 2,00 0,75 0,75 10,50 7,50
BDA 100% + ME

39,00 8,00 1,00 1,00 0,00 10,00
100%
ME 100% 0,00 8,00 1,00 1,00 14,00 10,00

* pH 7,0 para todos os meios; CN = Caldo nutriente (Composicao de 13,0 g do produto comercial = extrato de
bife — 1,0 g; extrato de levedura — 2,0 g; peptona — 5,0 g; cloreto de sédio — 5,0 g); SM = Sais minerais
(Composicdo = 10 g CaCOs;, 10 g MgS0,.7H,0, 1 g FeSO,.7H,0, 1 g MnSQ,, 1 g ZnS0,.7H,0, 1 L &gua
destilada).

As placas com os diferentes meios de cultura foram retiradas da estufa e verificado se
havia presenca de contamina¢Ges com consequente eliminacdo de placas contaminadas. As
placas ndo contaminadas foram levadas para ambiente estéril onde se iniciou a instalacdo do
ensaio, para este, foi utilizada a estirpe bacteriana S1375 que ndo estava apresentando bom
desenvolvimento de colonia em meio BDA puro. Concomitante aos testes realizados com a
bactéria foi testada também a capacidade do patdgeno de colonizar os mesmos meios de

cultura nas diferentes concentrages.
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Os tratamentos utilizados para todas as combinac6es de reagentes dos meios de cultura
foram: bactéria; fungo e fungo mais bactéria. Também foram testadas duas temperaturas de
incubacdo (25°C; 28°C) que sdo ideais para o crescimento do fungo e da bactéria
respectivamente. A deposic¢do individual de ambos os organismos foi efetuada no centro da
placa, disco de BDA de 0,5 cm contendo micélio do fungo ou 10 pL de suspensdo bacteriana.
Também foi realizada inoculagdo com ambos os organismos em mesma placa (Figura 1). As

avaliacdes foram realizadas nove dias apds a montagem dos ensaios.

4.2.  ANTAGONISMO DE Bacillus A Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum

A avaliacdo do antagonismo de Bacillus a F. oxysporum f. sp. vasinfectum foi
realizada através do confronto direto, com a ado¢do do método de pareamento de culturas em
placas de Petri, de acordo com Dennis & Webster (1971b) com adaptacdes. As estirpes
bacterianas foram inoculadas em meio Embrapa liquido e apods inoculacdo foram
acondicionadas em incubador rotativo (150 rpm/minuto), na auséncia de luz, sob temperatura
de 28° £ 2° C por um periodo de 72 horas. O isolado do patégeno foi multiplicado
inicialmente em placas contendo o meio de cultura BDA, acondicionadas em camara de
crescimento (Fanen, mod. 347), a 25°+ 2° C e fotofase de 12 horas, durante 9 dias. Discos de
agar (0,5 cm de diametro) contendo estrutura fangica retirados da cultura pura do patégeno
foram depositados na regido central das placas contendo 0 meio anteriormente selecionado
para esse teste (meio BDA + meio Embrapa) e o antagonista foi aplicado em quatro pontos da
placa em aliquotas de 10 pL cada (Figura 1), de modo que ficassem equidistantes e a
aproximadamente 1 cm da borda da placa de Petri. Ap6s montagem do ensaio nas placas essas
foram vedadas com filme pléstico e encaminhadas imediatamente para incubador nas mesmas

condigdes descritas para o crescimento do fungo. Como controle foram preparadas placas de
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BDA + meio Embrapa, contendo o patdgeno inoculado no centro da placa como na descrigdo
para o bioensaio e ao invés de inocular suspensdes bacterianas como nos tratamentos, foram
aplicados apenas meio Embrapa liquido puro nas mesmas quantidades descritas para 0s
tratamentos (10 pL). Para cada tratamento incluindo testemunhas foram feitas quatro
repeticbes. As avaliagdes foram realizadas utilizando-se escala de notas (na sequéncia), aos
nove dias de cultivo, quando as col6nias das placas testemunhas, contendo apenas o patdgeno,
cobriam totalmente a superficie do meio de cultura atingindo as extremidades das placas de
Petri.

As estruturas das zonas de confronto entre os dois organismos foram analisadas em
Microscopio Optico (Olympus BX40), com aumento de 40X. Para tanto, laminas contendo
fragmentos dessas estruturas de confronto entre o fungo e a bactéria foram confeccionadas
para observacdo da presenca de plasmolise de hifas bem como alteragdes estruturais dessas

hifas.

Disco (0.5 cm) de
micélio do patdgeno

Suspensdo bacteriana

Borda da placa de Petri

Distancia de um centimetro
entre o indculo bacteriano e
aborda da placade Petri

FIGURA 1: Teste pareado. Setas indicam a disposic¢do de cada um dos componentes do ensaio. O
disco de mio com o patégeno foi depositado no centro da placa e a suspensdo bacteriana em
quatro pontos laterais e equidistantes.
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4.3. ESCALA DE AVALIACAO DO ENSAIO DE COMPETICAO

Para avaliacdo do ensaio de competicdo foi proposta uma escala de notas ilustrada
(Figura 2). Essa escala levou em consideracdo variaveis ocorrentes durante o
desenvolvimento da colénia do patdgeno na placa. Figuras identificadas com a letra “A” estdo
as coldnias que ndo sofrem interferéncia do antagonista durante o periodo de realizacdo do
ensaio. Figuras identificadas com a letra “B” sad a representacdo das col6nias que sofreram
interferéncia do antagonista, deformando o formato de sua col6nia.

Com a utilizacdo dessa escala, é possivel atribuir seis diferentes notas durante as
avaliacGes, sendo estas, varidveis do zero ao cinco facilitando assim uma posterior
identificacdo de estirpes com bom ou mau potencial antagénico para as condicGes de

laboratério em que foram conduzidas.
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Nota 4 = micélio ocupando de
mais de 75% a até 94.5% do

Nota 3 = micélio ocupando de
mais de 50% a até 75% do
diametro da placa.

diametro da placa.

Nota 5

diametro da placa.

micélio ocupando de
mais de 94.5% a até 100% do

FIGURA 2: Crescimento das col6nias fungicas em ensaio pareado. Figuras de A0 a A5 indicam
crescimento fungico sem interferéncia do antagonista. Figras de BO a B5 mostram o crescimento

com interferéncia do antagonista.

132



4.4.  AVALIACAO DO EFEITO DE METABOLITOS NAO VOLATEIS

Testes com os antagonistas foram também realizados para avaliagdo da inibi¢do do
crescimento do patdgeno por metabdlitos ndo volateis, com base na metodologia descrita por
Agrawal et al. (1977), com modifica¢Ges. Isolados de Bacillus foram cultivados em frascos
Erlenmeyer de 50 mL contendo 15 mL de meio Embrapa liquido (MONNERAT et al., 2007).
Foram utilizados 100 pL de in6culo da bactéria / frasco, retirados de culturas de Bacillus
previamente desenvolvidas em meio Embrapa, com trés dias de idade. A incubacdo foi
realizada em agitador orbital (Lab-line incubator-shaker modelo NT 711), a 150 RPM, a 28°
C, em auséncia de luz. Apds trés dias, a parte liquida foi coletada por centrifugacdo em
centrifuga Eppendorf 5804 R a 13416 G por 20 minutos. Apos centrifugacdo, o sobrenadante
foi levado para ambiente estéril onde foi filtrado em membranas de celulose (0,45 pm). O
“metabolito” assim esterilizado foi incorporado ao meio BDA autoclavado, acrescido 25% da
quantidade normal de 4gar, na proporcéo de 25% (v/v). Para cada estirpe de Bacillus, foram
preparadas quatro placas com filtrado, totalizando 44 placas. As placas de Petri com 0 meio
receberam ao centro, um disco de cultura do patégeno e foram em seguir incubadas a 25° C.

A testemunha consistiu de placas contendo meio BDA, acrescido de 25% da
quantidade normal de agar e incorporado 25% de meio Embrapa puro, inoculadas com discos
dos patdgenos. As medicdes do crescimento radial foram tomadas diariamente até 0 momento
em que a col6nia da testemunha tomou toda a superficie do meio.

Os dados obtidos foram submetidos a ANOVA e as médias comparadas pelo teste de

Tukey (P<0,05), usando-se o programa Assistat versdo 7.7 (SILVA & AZEVEDO, 2016).
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45. INTERACAO DE Fusarium oxysporum E Bacillus SPP. AO
MICROSCOPIO ELETRONICO DE VARREDURA

Para a obtencdo de estudos mais detalhados da interagdo entre as estirpes de Bacillus e
do patdégeno, foi utilizada a técnica de microscopia eletrénica de varredura (MEV), onde
amostras oriundas da regido de confronto entre patdgeno e antagonista foram tratadas para
confeccdo das imagens. Para tanto, discos de meio de cultura (5 mm de diametro)
provenientes de &reas do confronto entre as colonias de Bacillus e do patdgeno (F.
oxysporum) foram removidos e submetidos a metodologia descrita por Bossola & Russel
(1998), adaptado por Alves (2004), a seguir: realizado tratamento com solucdo fixadora
(glutaraldeido 2% e paraformaldeido 2%, em tampdo cacodilato 0,05 M a pH 7,2) para
fixacdo a 4 °C durante 24 horas, seguido de 4 lavagens com tampéo cacodilato 0,05 M (pH
7,2) e pos-fixados durante 1 hora a 4 °C com tetroxido de ésmio (OsO4) 1% em tampdao
cacodilato 0,01 M (pH 7,2).

As amostras foram entdo lavadas trés vezes com agua destilada, e desidratadas em
gradiente crescente de acetona (30, 50, 70, 80, 90 e duas vezes de 100%). Para secagem ao
ponto critico, utilizou-se dioxido de carbono no secador Elmitech Critical Point Drayer K850.
Os suportes contendo o material foram metalizados com ouro, utilizando corrente de 25 mA,
em atmosfera de ar de 1.10-2 mbar durante 2°30”. As imagens foram obtidas no Laboratério
de Microscopia Eletronica de Varredura do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade
de Brasilia. As visualiza¢des foram realizadas ao microscopio eletrénico JEOL JSM-700 1 F.

Foram tomadas micrografias de alteracGes indicativas de toxicidade.
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4.6. AVALIACAO DO EFEITO DE METABOLITOS VOLATEIS

Para avaliacdo do efeito de metabolitos volateis de Bacillus spp. a Fusarium
oxysporum f. sp. vasinfectum, foram realizados testes com método modificado de Dennis &
Webster (1971a). Para montagem de cada unidade amostral do experimento, duas placas de
Petri, uma contendo meio de cultura BDA recebeu disco de agar (5 mm) retirado da colbnia
do patégeno e uma outra placa contendo meio de cultura Embrapa, foi inoculada com 40 pL
de suspensdo do antagonista e com auxilio de uma alca de Drigalsky foi espalhado sobre a
superficie do meio. Ap6s a inoculacdo, as bases contendo o antagonista e o patdégeno foram
sobrepostas e unidas com filme de PVC, para impedir o escape de metabdlitos volateis
(Figura 3). As unidades experimentais, agora formadas por duas bases de placas,
obrigatoriamente com a base inferior inoculada com o patégeno, foram mantidas nas mesmas
condicBes de incubacdo. Como testemunha, foram sobrepostas uma base contendo o patégeno
e outra contendo apenas meio Embrapa sem inoculagdo do antagonista. A avaliacdo do
crescimento micelial foi diaria até 0 momento onde a testemunha cubriu toda a superficie do
meio.

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado com quatro
repeticdes e as unidades experimentais constituiram de dois fundos de placa unidos com filme

plastico, o experimento foi realizado duas vezes.
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FIGURA 3: Unidade experimental do ensaio de metabolitos volateis. A- placa contendo meio
Embrapa inoculada com Bacillus; B- Placa contendo meio de cultura BDA inoculada com disco
de miceélio (didmetro = 0,5 cm) do patégeno em seu centro, como indicado pela seta vermelha; C-
Sobreposicdo dos fundos das placas, onde a placa superior com meio Embrapa inoculada com o
antagonista e a placa inferior com meio BDA inoculada com o patdgeno; D- Vedacao das placas
com filme pléstico (seta vermelha), e; E- Representacdo de uma unidade experimental montada.

47. TESTES EM CASA DE VEGETACAO

4.7.1. MULTIPLICACAO DE Fusarium sp. EM ARROZ
A multiplicacdo do Fusarium para realizacdo do experimento foi feita segundo
metodologia adaptada de Serra & Silva (2005), onde 300 g de arroz parboilizado foram
acondicionados em sacolas plasticas autoclavaveis, umedecidos com agua destilada a 60% do
peso (180 mL), para cada sacola. O substrato assim preparado foi autoclavado a 120 °C por 20
min e, apds resfriamento, foi inoculado com cinco discos (0,5 cm) de BDA contendo micélio
do patdégeno. Foi utilizada colénia de F. oxysporum com 9 dias de incubacdo a 25 + 2 °C e

fotofase de 12 h. As sacolas plasticas contendo o substrato inoculado foram também mantidas
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a 25 £ 2 °C e fotofase de 12 h, por 15 dias. A cada dois dias as embalagens foram movidas

suavemente para homogeneizagdo do micélio do fungo sobre o substrato de arroz.

4.7.2. PRODUCAO DE SUSPENSAOQ DE Bacillus

As bacteérias selecionadas no cultivo pareado (S662, S685, S1301, S1600, S1809,
S1823, S1875, S1967, S2535, S2536, S2538, GF266 e GF267), foram multiplicadas para
realizacdo de ensaio in vivo em casa de vegetacdo com algodoeiro. Os indculos preservados
em tirinhas de papel foram encaminhados para ambiente estéril onde foram colocados em
erlenmeyer (150 mL) contento 50 mL de meio Embrapa (MONNERAT et al., 2007). Apds
inoculacdo nos erlenmeyer, estes foram encaminhados para incubador rotativo (150 rpm), a
28 + 2° C na auséncia de luz por 72 h. Apos esse periodo de incubagdo estavam prontas as

suspensdes bacterianas para utilizacdo no ensaio.

4.7.3. TESTE DE GERMINACAO DE ALGODAO EM SUBSTRATO COM
Fusarium

Para este ensaio foram adquiridas bandejas plasticas com capacidade volumétrica de

trés litros nas dimensdes de 30,3 cm (comprimento) x 22,1 cm (largura) x 7,5 cm (altura).
Essas bandejas foram preenchidas com uma mistura de solo e substrato autoclavados. A
esterilizacdo do substrato foi realizada em autoclave vertical por um periodo de vinte minutos
sob temperatura de 120° C e pressdo de um Kgf/cm® Realizada a autoclavagem o solo e
substrato foram encaminhados para casa de vegetacdo onde foram misturados e

acondicionados em reservatorio até 0 momento da instalagdo do experimento.
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4.7.4. PREPARO DAS SEMENTES DE ALGODAO PARA O ENSAIO
Neste ensaio foi selecionada a variedade de algoddo FM 966 que é suscetivel a F.
oxysporum f. sp. vasinfectum. Apos selecdo da variedade, as sementes fornecidas pelo IMA
(Instituto Mato-grossense do Algod&o) foram submetidas a desinfeccdo superficial com

hipoclorito 1% / 1 minuto; alcool 70% / 1 minuto e duas vezes em agua destilada / 1 minuto.

4.7.5. ENSAIO EM CASA DE VEGETAQAO

Os tratamentos que comporam o teste foram: (1) testemunha sem tratamento; (2)
testemunha com Fusarium autoclavado; (3) testemunha com Fusarium ativo; (4) testemunha
qguimica (Derosal Plus) + Fusarium; (5) tratamentos com bactérias + Fusarium.

As sementes dos tratamentos que receberam o Fusarium ativo, foram para isso, apos a
desinfeccdo superficial pesadas e acrescidas a estas 0 mesmo peso em arroz parboilizado com
Fusarium crescido. Apoés a adi¢do do fungo, as sementes de algodao foram colocadas em uma
bandeja onde foi realizada uma homogeneizacdo para que ocorresse a cobertura da superficie
das sementes de algoddo com estruturas do patdgeno.

Na casa de vegetacdo, as bandejas plasticas foram identificadas e dispostas sobre as
bancadas. Apo6s essa disposicdo (arrumacdo) das bandejas, estas foram preenchidas com uma
camada de aproximadamente quatro centimetros do substrato. Sobre essa camada as sementes
tratadas e ndo tratadas com o patdgeno foram dispostas em quatro fileiras (trés fileiras de seis
sementes e uma fileira de sete sementes). Colocadas as sementes sobre a superficie do solo,
estas foram inoculadas com os tratamentos biol6gicos onde sobre cada semente foi inoculado
250 pL da suspensdo bacteriana correspondente a identificacdo da bandeja. Para o tratamento
quimico, este foi realizado antes da inoculagéo do patégeno seguindo a dosagem recomendada

pelo fabricante. Ap0Os a disposicdo das sementes em cada uma das bandejas e realizadas as
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inoculagbes com seus tratamentos correspondentes, foi colocado sobre estas mais uma
camada de substrato de aproximadamente trés centimetros cobrindo as sementes. Feito o
plantio, foi realizada a primeira irrigacdo do ensaio (Anexo 2).

Este experimento foi conduzido por trinta dias onde ap6s o inicio da germinacéo
foram realizadas avaliagdes inicialmente diarias até o trigésimo dia. Foi avaliado nesse
experimento o nimero de plantas sadias e doentes germinadas e 0 niumero de tombamento
(morte de plantas ap6s germinacdo). As irrigacdes foram realiadas a cada dois dias e ndo
houve a necessidade de aplicacdo de produtos fitossanitarios durante a conducdo deste
experimento.

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado com cinco
repeticdes por tratamento. As unidades experimentais foram compostas por bandeja contendo
25 sementes. Os dados obtidos a partir da avaliagdo de todos os tratamentos foram submetidos
a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade,

utilizando-se o programa de estatistica Assistat versdo 7.7 (SILVA & AZEVEDO, 2016).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

SELECAO DE MEIO DE CULTURA PARA TESTES COM Fusarium
oxysporum

Com a realizagdo deste ensaio se notou variagdes do crescimento dos dois organismos
devido as diferentes concentra¢es dos meios de cultura utilizados. Quando a concentracdo do

meio de cultura foi ideal para determinado organismo, maior foi o0 seu desenvolvimento.

Fusarium 7 Fusarium x Bacillus

BDA100%
+ME 100%

BDA 50%
+ ME 100%

BDA 100%
+ ME 50%

BDA 50%
+ME 50%

BDA 00%
+ME 100%

BDA 100%
+ME 00%

FIGURA 4: Avaliacdo de crescimento das col6nias de Fusarium oxysporum e Bacillus sp. em
combinacdes de meios de cultura com diferentes concentracdes de reagentes.
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E como pode ser visualizado nas imagens, a melhor propor¢cdo de reagentes utilizada, de
forma que ndo houvesse vantagem de um em detrimento do outro, foi a 100% x 100%,

proporcionando um crescimento balanceado sem prejudicar ou favorecer nenhum organismo.

ESCALA DE AVALIAGCAO DO ENSAIO DE COMPETIGAO

A escala de avaliacdo proposta neste trabalho apresenta grandes vantagens com o seu
uso, facilitando a selecdo e descarte de estirpes testadas com maior seguranca com base nos
parametros e condicdes de avaliacdo. Com os testes de confronto direto entre o patdgeno e
antagonista so ¢é possivel identificar acdo direta de um organismo sobre o0 outro nas condicdes
de laboratorio. Se houver outro mecanismo de a¢do que possa estar envolvido nessa interacéo,
como por exemplo, inducdo de resisténcia no hospedeiro ou competicdo por nutrientes ndo
encontrados no meio de cultura, estes ndo poderdo ser identificados apenas com a utilizacéo
deste teste. Portanto quando se realiza uma selecdo a partir de testes de pareamento, como o
apresentado aqui, é possivel que algumas estirpes ou isolados testados sejam descartados,
mesmo possuindo algum promissor mecanismo de acdo ndo identificado. Mas ha a
necessidade de se fazer uma selecdo prévia, para que possamos partir de um ponto consistente
e a utilizacdo dessa técnica (pareamento) nos possibilita isso. Apesar das limitacdes, é a que
permite selecdes com agrupamento de um maior nimero de mecanismos de acdo de agentes
de biocontrole em laboratdrio. Outras técnicas podem ser mais eficientes como os testes in
vivo, mas além de serem mais caras, dificeis de conduzir e demandar maiores estruturas e
espaco, exigem mais tempo em sua execucdo tornando inviavel sua utilizacdo em ensaios
iniciais de selec&o.

Vérias sdo as escalas de notas encontradas na literatura, mas para avaliacdo deste

ensaio, da forma como foi montado, esta escala proposta foi a mais apropriada para as
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avaliagdes. Uma vantagem dessa escala é a facilidade de classificar uma estirpe, pois, com 0s
dois padrdes apresentados o avaliador fica menos sujeito a erros e os resultados ficardo mais
precisos.

Quanto ao critério escolhido para classificagdo das colbnias, porcentual do diametro da
placa de Petri, este foi adotado, pois possibilita maior facilidade na diferenciacdo das notas
dificultando erros de leitura. Além do mais, quando se transforma estes dados de didmetro em
érea (cm?) (Tabela 2), observa-se que as diferencas se tornaram ainda maiores dando mais
consisténcia aos resultados. Mas se ao invés de se escalonar didmetro o fizéssemos com a area
nas mesmas propor¢des as diferencas visuais seriam quase imperceptiveis de uma nota a

outra, induzindo o avaliador ao erro.

TABELA 2: Valores das notas da escala proposta em porcentagem do diametro total,
comprimento do didmetro em centimetros, &rea da coldnia em centimetros quadrados,
porcentagem maxima ocupada pela coldnia para cada uma das notas e valores dos intervalos entre

as notas em centimetros quadrados de area e porcentagem da area total.

Diametro | Diametro | Areada | Areada Area do Area do
Notas | dacolonia | dacolonia | colonia colonia intervalo da intervalo da
(%) (cm) (cm?) (%) nota (cm?) nota (%)
0 10 0,9 0,636 1 0,636 1
1 25 2,25 3,976 6,25 3,340 5,25
2 50 4,5 15,904 25 11,928 18,75
3 75 6,75 35,785 56,251 19,881 31,25
4 945 8,5 56,745 89,198 20,960 32,947
5 100 9 63,617 100 6,872 10,802
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AVALIACAO DO ANTAGONISMO DE Bacillus spp. CONTRA Fusarium
oxysporum f. sp. vasinfectum EM CULTIVO PAREADO

Neste ensaio, foi avaliado o potencial antagdnico de 178 estirpes de Bacillus sp. contra
Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum de acordo com a escala de notas proposta no trabalho.
E a titulo de exemplo, os resultados (Figura 2) possibilitam um melhor entendimento de como
foram realizadas as leituras onde as estirpes que alcangaram notas variando de zero a dois
foram selecionadas para ensaios posteriores. Partindo desse principio, foram selecionadas 13
estirpes com bom potencial de controle in vitro.

Nenhuma estirpe apresentou nota 0; 2 apresentaram nota 1; 10 tiveram nota 2; 26
apresentaram nota 3; 24 obtiveram nota 4 e o restante das estirpes (115) ndo apresentaram

atividade antagdnica ao patdgeno (Tabela 3).

TABELA 3: Porcentagem de estirpes de Bacillus inseridas nas notas da escala sugerida no

trabalho (178 estirpes avaliadas).

Notas % de isolados encontrados

0 0,00

1,12

5,62

14,61

13,48

gl B~ W N

64,61
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Testemunha 51875 GF267 51872 52496

FIGURA 5: Exemplos de selecdo de placas com pareado. A — Testemunha apenas com
Fusarium; B e C — exemplos de placas com estirpes selecionadas, nota 1 e 2 respectivamente; D —
exemplo de estirpe descartada, com pouca acdo de controle sobre o fungo, mas com formagéo de
area de confronto diferenciada (seta vermelha), nota 5 e E — exemplo de estirpe também

descartada que ndo apresentou efeito direto sobre o patdgeno, nota 5.

Em 2005 Chaurasia et al. trabalhando com estirpes de B. subtilis isoladas da rizosfera
de plantas conseguiram controlar o crescimento micelial de seis espécies de fungos dentre eles
quatro patdégenos de plantas, Alternaria alternata, Cladosporium oxysporum, Fusarium
oxysporum, Paecilomyces lilacinus. Nos testes em condicdes de laboratorio foi possivel notar
esse efeito em cultivo pareado e em ensaios posteriores de metabdlitos volateis e solGveis em
agua esses autores concluiram que os efeitos toxicos dos metabolitos volateis foram
superiores causando maiores danos ao patdgeno com alteracdes, deformacbes em micélio e
conidios.

Gupta & Vakhlu (2015), utilizando as mesmas técnicas empregadas neste trabalho,
buscaram por agentes de biocontrole contra F. oxysporum em acafrdo (Crocus sativus). Para
isso, isolaram 400 estirpes bacterianas de area produtora desse condimento. Posteriormente,
estes autores realizaram ensaios in vitro (pareado e metabdlitos solUveis) para selecionar
estirpes antagbnicas para o teste subsequente in vivo. Com esses primeiros ensaios foi
possivel selecionar a bactéria B. amyloliquefaciens que apresentou efeito antagonico a F.
oxysporum e os testes em casa de vegetacdo confirmaram esse potencial do organismo

selecionado.
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Com a realizagdo das observagdes ao microscépio eletronico de varredura (MEV) das
areas de confronto entre patdgeno e antagonista foi possivel visualizar deformacdes de hifas
do patégeno, com a conglobacdo, hidrdlise e morte de hifas devido a atuacdo toxica dos
metabdlitos do antagonista ao patdgeno (Figura 6). Isto comprova o efeito toxico dos isolados
de Bacillus sobre o Fusarium oxysporum. Estes resultados do efeito toxico de Bacillus sobre
Fusarium corroboram com os obtidos por Gong et al. (2015), onde estes autores trabalharam
com trés classes de lipopeptideos ciclicos, produzidos por Bacillus amyloliquefaciens e
verificaram seu efeito sobre o patdgeno Fusarium graminearum. Como resultado estes
autores obtiveram dois compostos isolados a partir da cromatografia liquida reversa de alto
desempenho e espectrometria de massa por ionizacéo por electropulverizacdo. Estes produtos
obtidos, quando testados sobre o patdgeno em condic¢des de laboratdrio apresentaram efeito
toxico ao mesmo, onde foram observadas com auxilio de técnicas de microscopia alteragdes
morfologicas graves em conidios e distor¢des substanciais em hifas assim como visto em

NOSSO ensaio.
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FIGURA 6: Imagens em MEV. A- vista panoramica de colbnia testemunha de F. oxysporum; B
— imagem de hifa normal de F. oxysporum retirada da testemunha; C— vista panoramica de &rea de
confronto entre o fungo e antagonista; D— imagem de area de confronto do fungo com zona de
atuacdo dos metabolitos sollveis da bactéria (GF266) apresentando varios pontos de deformacao
de hisfas do patdgeno indicados pelas setas vermelhas; E— Setas indicando conglobacédo de hifas
do Fusarium com superficies irregulares, largura expandida ao contato com regido de
interferéncia da bactéria e F — Setas vermelhas indicando hidrélise de hifas do patégeno e setas
verdes indicando hifas com larguras expandidas.




AVALIACAO DO EFEITO INIBIDOR DE METABOLITOS NAO VOLATEIS PRODUZIDOS POR Bacillus spp.

TABELA 4: Efeito de metabdlitos ndo volateis de Bacillus sobre a area (cm?) da colénia de Fusarium.

Avaliac6es metabélitos ndo volateis realizadas de 24 em 24 horas (Area - cm?)

Estirpe | 12 28 3 48 58 62 7 82 92
GF266 | 0,4 aF 1,3aF 5,2 aF 11,7 abcE 20,5 abcD 29,5 bcC 41,1 bB 53,1aA 56,8 aA
GF267 | 0,4 aG 1,4 aG 5,5 aFG 11,0 abcF 17,8 bedE 25,1 cdD 33,7cC 42,8 bB 52,4 abA
S662 0,4 aG 1,6 aFG 6,5 aF 13,0 abE 22,1 abD 31,2 bcC 41,8 bB 51,4 aA 56,8 aA
S685 0,4 aG 1,5aFG 6,5 aF 13,5 abE 22,8 abD 32,8 abC 43,4 bB 52,8 aA 56,8 aA
S1301 | 0,4aG 1,4aG 4,5 aFG 8,7 abcF 14,7 cdE 21,9 deD 29,1 cdC 38,4 bcB 49,4 bA
S1600 | 0,4 aG 1,7 aFG 6,9 aF 14,1 abE 23,4 abD 34,5 abC 45,1 bB 56,8 aA 56,8 aA
S1809 | 0,4aG 1,7 aFG 6,8 aF 13,9 abE 23,2 abD 32,3 abC 42,1 bB 52,2 aA 56,8 aA
S1823 | 0,4aG 1,0 aFG 4,0 aFG 6,6 cF 13,5dE 22,8 deD 32,8cC 43,4 bB 52,8 abA
S1875 | 0,4aG 1,6 aFG 6,6 aF 13,9 abE 23,9 abD 34,5 abC 46,5 abB 55,8 aA 56,8 aA
S1967 | 0,4aG 1,5aG 5,3 aFG 9.2 abcEF 14,0 dDE 19,3 deD 25,7dC 33,7 cdB 41,3 cA
S2535 | 0,4aG 1,1aG 4,2 aFG 8,2 bcEF 13,0 dDE 18,3 eD 24,9dC 31,4dB 38,0cA
S2536 | 0,4aG 1,1aG 4,2 aFG 8,0 bcEF 13,3 dE 19,6 deD 25,8dC 32,2dB 39,5cA
S2538 | 0,4 aF 1,7 aEF 7,1 aE 14,8 aD 25,7aC 38,2aB 52,2 aA 56,8 aA 56,8 aA
Test. 0,4 aF 1,5aF 59 aF 12,2 abcE 20,9 abcD 30,2 bcC 41,8 bB 53,0 aA 56,8 aA

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o teste de Tukey ao

Comparacdes dentro da mesma coluna, letras mindsculas; comparagdes dentro da mesma linha, letras maidsculas. Coeficiente de variacdo 11,56.

nivel de 1% de probabilidade.
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Com a andlise dos resultados apresentados acima (Tabela 4), é possivel inferir que
algumas estirpes GF267, S1301, S1823, S1967, S2535 e S2536 apresentaram efeito toxico
sobre o desenvolvimento da colénia do patégeno em algum momento da condugdo do ensaio.
Esse efeito foi notado a partir do 5° dia de avaliagdo onde foram observadas diferencas
estatisticas significativas entre o crescimento da colonia normal do patégeno (testemunha)
comparada a colénias de alguns tratamentos. Foi observado também que esse efeito se
apresentou mais frequente entre o 7° e 8° dia apds o inicio das avaliagbes, com um maior
namero de tratamentos com efeito no crescimento do patégeno, mas sé se manteve até o final
do ensaio para quatro estirpes, S1301, S1967, S2535 e S2536. Estas, ao final do experimento
proporcionaram controle de 12,92%, 27,31%, 33,06% e 30,43% respectivamente.

Com os resultados expostos, merecem destaque o metabolito das estirpes S1967,
S2535 e S2536 que exerceram efeito redutor no desenvolvimento do patdgeno de 27,31% a
até 33,06%. Isso implica na existéncia de algum composto soltvel em &gua, produzido por
estas estirpes de Bacillus, que exercem efeito sobre Fusarium, impedindo seu
desenvolvimento normal quando comparado com a testemunha.

O resultado do experimento sugere mais estudos sobre essa interacdo, pois ha
evidéncia da producdo de algum composto produzido por Bacillus que possui acdo sobre o
desenvolvimento da coldnia de Fusarium oxysporum e a quantificacdo e identificacdo desse
composto produzido pode auxiliar na busca de novas ferramentas para controle do patégeno.

Em 2007, Romero e colaboradores, trabalhando com Bacillus subtilis para controle de
Podosphaera fusca em meldo, na tentativa de elucidar o mecanismo de acdo desse
antagonista, conseguiram identificar a acdo toxica do sobrenadante produzido pela bactéria
sobre o patogeno, dessa forma os pesquisadores isolaram e identificaram 0s compostos
(antibioticos) presentes no sobrenadante responsaveis pela acdo tdxica e a partir dessa

identificacdo realizaram o silenciamento do gene responsavel pela producéo desse antibiotico
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conseguindo assim interromper sua producdo pela bactéria acarretando entdo em um néo
controle do patdgeno quando foi utilizada essa bactéria mutante. Assim, esses autores
concluiram que estes polipeptideos bloqueados possuem importante papel no antagonismo de
B. subtilis sobre P. fusca. Este trabalho nos mostra a importancia dos metabolitos secundarios

sobre as relagcdes patdgeno antagonista.

Crane e colaboradores (2013) conheciam o efeito inibidor de B. amyloliquefaciens
sobre Fusarium do trigo em condi¢cfes de laboratdrio e os autores atritbuiam esse efeito aos
metabolitos secundarios (antibioticos) produzidos pela bactéria, pois quando esse mesmo
tratamento foi aplicado em condicBes de campo o antagonista ndo foi capaz de controlar o
patdbgeno mesmo estando presente no solo. Os autores acompanharam a concentracdo do
antibidtico produzido pela bactéria e confirmaram que este sé persistia no solo por no maximo
trés dias onde a partir desse intervalo de tempo sua concentracdo era praticamente nula,
inviabilizando o controle do patdégeno. Com o estudo os pesquisadores concluiram que
realmente é a presenca da iturina e a manutencao dessa concentragdo em niveis mais altos é

fundamental para o controle da doenca durante o periodo de infec¢do do patdgeno.

Com o intuito de elucidar a agdo de Bacillus sp., Patel e colaboradores (2011)
estudaram a acdo de alguns compostos secundarios produzidos por este organismo sobre a
permeabilidade da membrana fangica e concluiram que alguns destes compostos secundarios
exercem influéncia direta sobre a permeabilidade da membrana flngica promovendo a
abertura de poros na membrana dos fungos que acarretam em extravasamento do contetido
celular de suas hifas. Em nossos ensaios efeito similar foi observado nas hifas de F.

oxysporum (Figura 6 F).

Abed e colaboradores (2016), na busca por rizobactérias antagonistas a F. oxysporum

f. sp. ciceris em gréo-de-bico, fizeram uma selecdo prévia in vitro a partir de 140 estirpes
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bacterianas identificando aquelas que possuiam algum potencial de biocontrole. Apés as
selegBes prévias outros testes foram realizados e o de metabdlitos soltiveis em agua forneceu
resultados bastante promissores com a identificacdo de uma bactéria (B. aneurinilyticus) que
inibia em até 77% o desenvolvimento do micélio do patdgeno. Isso demonstra o potencial
desses organismos com a producdo de compostos secundarios. Estes resultados demonstram
ainda a producdo de compostos extracelulares pelas bactérias que sdo ativos no controle de
fitopatdgenos corroborando com os resultados encontrados neste estudo.

Dunlap e colaboradores (2011) trabalhando na identificacdo de polipeptideos em trés estirpes
de B. subtilis reconhecidamente antagbnicas a Gibberella zeae conseguiram constatar a
producdo de compostos antifingicos, identificando os pertencentes as familias inturina e
fengicina durante a sua fase estacionaria de crescimento. Para isso, 0s pesquisadores
utilizaram espectroscopia de massa, isolando e identificando estes compostos com posteriores

ensaios comprovando sua acao toxica sobre o fungo.
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AVALIACAO DO EFEITO INIBIDOR DE METABOLITOS VOLATEIS PRODUZIDOS POR Bacillus spp.

TABALA 5: Efeito de metabolitos volateis de Bacillus sobre a area (cm?) da colnia de Fusarium.

Avaliacdes metabdlitos volateis realizadas de 24 em 24 horas (Valores da area em centimetros quadrados)

Estirpe | 1 22 3 42 58 62 72 8? 92 102
GF266 | 0,4 al 1,5 aHI 5,0 aGH 8,0 abFG 10,1 bcF 19,6 bcdeE 28,0 fghD 37,7 efgC 45,9 bcB 56,4 aA
GF267 | 0,4 al 1,9 aHI 5,5aGH 8,4 abFG 10,6 bcF 20,2 bedeE 28,2 efghD 37,5 efgC 46,2 bB 54,0 abA
S662 0,4 aH 1,6 aGH 4,7 aFG 6,9 bEF 10,0 bcE 22,4 abcD 34,6 abC 45,3 aB 56,8 aA 56,8 aA
S685 0,4 aG 1,8 aG 5,6 aF 8,4 abEF 10,5 bcE 21,9 abcdeD 32,8 abcdC 42,9 abcB 53,3 aA 56,8 aA
S1301 | 0,4aG 1,6 aG 4,0 aFG 6,8 bEF 9,8 bcE 23,3 abD 33,9 abcC 44,4 abcB 56,8 aA 56,8 aA
S1600 | 0,4aG 1,8aG 4,1 aFG 6,3 bEF 9,6 bcE 20,9 abcdeD 32,1 bcdeC 42,5 abcdB 54,3 aA 56,8 aA
S1809 | O04al 1,5 aHI 4,5 aGH 8,0 abFG 8,7 cF 19,2 cdeE 30,1 cdefD 40,7 cdefC 48,1 bB 55,7 aA
S1823 | 04al 1,6 aHI 5,1 aGH 8,3 abFG 10,6 bcF 17,9 eE 26,0 ghD 34,4 gC 42,0 cdB 50,2 bcA
S§1875 | 0,4aH 1,6 aGH 4,6 aFG 8,0 abEF 11,8 bcE 22,4 abcD 33,6 abcC 44,2 abcB 54,6 aA 55,8 aA
S1967 | 0,4aH 1,7 aGH 4,6 aFG 7,9 bEF 11,5 bcE 22,2 abcdD 36,7 aC 45,1 abB 56,8 aA 56,8 aA
S2535 | 0,4aH 1,9aH 5,9 aG 8,7 abFG 10,7 bcF 19,0 cdeE 28,9 defgD 36,9 fgC 44,1 bcdB 53,0 abA
S2536 | 0,4al 1,6 aHI 5,0 aGH 8,3 abFG 11,2 beF 18,3 deE 24,7 hD 34,7gC 40,9dB 48,0 cA
§2538 | 0,4aH 19aH 58 aG 9,9 abF 12,7 bF 20,0 bcdeE 30,5 cdefD 38,9 defC 45,3 bcB 53,6 abA
Test. 0,4 al 18al 5,7 aH 12,0 aG 17,9 aF 24,6 aE 32,4 bcdD 41,3 bcdeC 47,6 bB 56,8 aA

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o teste de Tukey ao nivel de 1% de probabilidade.

ComparacGes dentro da mesma coluna, letras minasculas; comparagdes dentro da mesma linha, letras maidsculas. Coeficiente de variagdo 7,57.
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Os resultados obtidos com a detec¢do de metabdlitos volateis com acdo antagbnica a
Fusarium (Tabela 5), comprovam a producdo destes pelas estirpes de Bacillus testadas. Ainda
analisando os resultados anteriores (Tabela 5), as interferéncias provocadas pela atividade
destes volateis comecaram a ser notadas no quarto dia de conducdo de ensaio, quando
provocaram reducdo na velocidade de crescimento da col6nia do fungo. Acompanhando este
progresso, nota-se também que no quinto dia de avaliacGes, todos os tratamentos diferiram
estatisticamente da testemunha com reducdo do desenvolvimento da colénia do patdgeno, este
fato leva a pensar que a causa dessa ac¢ao tenha sido a competicdo por oxigénio, uma vez que
neste periodo foi notado o auge do crescimento das col6nias de Bacillus nas condictes
apresentadas. Outra hipdtese para explicar isso, seria devido a maior atividade da bactéria no
meio com consequente aumento na producdo de metabdlitos secundarios.

No sexto dia alguns tratamentos perdem o efeito inibidor, talvez por terem exaurido 0s
nutrientes do meio onde se encontravam. Este fato fez com que as bactérias cessassem ou
reduzissem o seu desenvolvimento acarretando assim, uma ndo producdo ou reducdo da
producdo de volateis com consequente retomada de crescimento do patégeno. Esta retomada
de crescimento do patégeno, com a reducdo da atividade do Bacillus, pode indicar que a
limitacdo ou disputa por oxigénio pode néo ter sido a causa do controle no quinto dia, visto
que, se trata aqui de um ensaio conduzido com unidades hermeticamente fechadas a troca de
gases ndo seria possivel. Com isso, é mais provavel que as bactérias tenham interrompido a
producdo destes metabdlitos com a paralisacdo do seu crescimento, e este fato possibilitou ao
fungo uma retomada no seu crescimento onde este provavelmente tenha voltado a metabolizar
0s compostos volateis desde o inicio produzidos pelas bactérias, mas em quantidades menores
ou em concentracdo ainda ndo suficiente para causar danos ao fungo, como provavelmente

vinha fazendo antes do surgimento desse pico no quinto dia. Passado esse periodo de estresse,
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a bactéria reduziu ou parou a producdo do volatil, o fungo voltou a metaboliza-lo e o seu
crescimento foi retomado equiparando-se ao da testemunha.

Duas estirpes, S1823 e S2536 mantiveram seu efeito antagonico sobre o fungo desde o
quinto dia até o ultimo dia de conducdo do ensaio com controle de 11,51% e 15,51%
respectivamente. Esse fato aponta a presenca deste mecanismo para estas estirpes, mecanismo
este, que somado a outros como a producdo de metabdlitos solveis em agua, mostrado no
ensaio anterior para estas duas estirpes, pode conferir a estas maior eficiéncia no controle do
fitopatdgeno trabalhado.

Na tentativa de identificar rizobactérias com potencial de biocontrole sobre F.
oxysporum f. sp. ciceris, Abed e colaboradores (2016) realizaram diversos testes. Dentre estes
testes estava 0 de metabolitos volateis onde estes autores conseguiram uma redugdo no
crescimento do patdgeno superior a 70% comparado a testemunha utilizando B. firmus. Isso
indica o potencial que estes organismos apresentam com a producdo destes compostos e
confirma a producéo destes volateis ativos no controle de fitopatdgenos o que corrobora com
os resultados apresentados em nosso trabalho.

Acredita-se que o potencial de metabdlitos volateis seja devido a maior facilidade de
sua difusdo no ambiente solo, por meio de poros ou filmes d’agua, conseguindo de maneira
eficiente atingir patdgenos deste ambiente (Lobo Janior & Abreu, 2000).

Zhang e colaboradores (2013) isolaram e identificaram diversos compostos volateis
produzidos por Bacillus atrophaeus com atividade antifngica. Tais compostos identificados
como, alcoois, fendis, aminas, amidas e alcano estes foram testados sobre Botrytis cinerea
reduzindo seu crescimento micelial.

Arrebola et al. (2010), analisando o efeito de metabdlitos volateis de B. subtilis e B.
amyloliquefaciens no controle biolégico de fungos do género Penicillium em pdés colheira

de frutos, conseguiram uma inibicdo de mais de 73% no crescimento micelial destes

153



patdgenos por volateis produzidos por B. amyloliquefaciens. Neste mesmo trabalho esses
autores constataram que apesar do B. subtilis produzir bem mais compostos (21 tipos) que o
B. amyloliquefaciens (8 tipos), este ultimo foi mais eficiente no controle do patégeno,
provavelmente pela maior produgdo de cetonas. Os autores observaram ainda que ha um
aumento gradativo da concentracdo dos compostos com o passar dos dias e que para estes

antagonistas a maior producéo foi no décimo dia de cultivo.

TESTES EM CASA DE VEGETAQAO

Com a realizacdo deste ensaio de germinacdo (Tabela 6), 11 tratamentos e a
testemunha negativa (sem tratamento) apresentaram resultados estatisticamente superiores a
testemunha positiva (apenas com Fusarium). Este resultado fornece uma amostra do poder
destrutivo deste patdgeno, quando presente nas sementes do algoddo, inviabilizando a
germinacdo das sementes e tendo como consequécia quebra de stand, neste caso superior a
70%. Um evento semelhante a este poderia inviabilizar a producéo se fosse verificada em area
comercial de aldod&o.

Os tratamentos bioldgicos, utilizados neste estudo, ndo diferiram estatisticamente do
tratamento quimico, mas seus resultados foram superiores a testemunha. Isso sugere a
necessidade de ampliar os estudos nessa area a fim de viabilizar a utilizacdo dessa modalidade
de controle aliada a outros métodos, no tratamento de sementes, aumentando a eficiéncia de
controle, pois a adocdo de apenas um método ndo é aconselhavel principalmente se houver
outras ferramentas que possam ser agregadas para obtencdo de resultados mais satisfatorios.

Durante a condugdo do ensaio, foi notado que apesar do tratamento bioldgico propiciar
uma melhor germinagéo das plantas, estas por sua vez, quando comparadas ao tratamento

guimico apresentaram maior nimero de lesdes foliares. I1sso pode ser explicado pelo fato de
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que estas plantas tiveram mais dificuldade de se livrar do tegumento (casca) da semente tendo
em vista que na maioria das vezes, elas se mantiveram aderidas aos cotilédones das plantas
apos sua emergéncia. Como estes tegumentos estavam cotaminados com estruturas do
patdégeno em sua superficie, este maior periodo de contato entre o patdgeno e o hospedeiro
pode ter favorecido o surgimento de lesdes. Portanto, com o tratamento bioldgico, a acdo
danosa do patogeno foi retardada, permitindo maior germinacéo das plantas, mas ainda assim,
houve danos posteriores a essas, sugerindo mais pesquisas, como por exemplo, a associagao
de controle quimico e bioldgico para aumentar sua eficiéncia. Este fato, ndo desmerece o
resultado positivo aqui apresentado pelo controle biol6gico, mas sugere sua utilizagdo como
mais uma ferramenta e ndo como Unica forma de controle.

Comparando os resultados aqui encontrados com 0s obtidos anteriormente com
metabdlitos volateis e ndo volateis, podemos inferir que nem sempre a producdo de
compostos secundarios significa certeza de controle do patégeno, pois o objetivo principal
destes testes € o de verificar a possivel formacdo destes compostos pelo candidato a agente de
biocontrole e o fato de este microrganismo esta produzindo estes compostos in vitro nao
significa necessariamente que 0s mesmos serdo produzidos em condigdes de campo. Nessa
mesma linha de raciocinio, se pode ter uma estirpe que nao seja capaz de produzir tais
metabdlitos in vitro, mas quando em condi¢des naturais de campo sdo capazes de fazé-los.

Quanto as selecdes prévias realizadas com 0s ensaios de competicdo, estes permitiram
selecionar algumas estirpes eficientes, pois no ensaio de confronto direto ndo trabalhou-se
apenas com mecanismos isolados como vistos nos ensaios anteriores, mas com um conjunto
de mecanismos que associados podem promover resultados eficientes de controle do patdégeno
permitindo ter maior chance de sucesso no momento de selecdo de estirpes para testes

posteriores. Isso pode ser evidenciado neste ensaio de germinacdo, onde a partir de isolados
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pré-selecionados nestes testes obteve-se alguns que apresentaram efeito toxico ao patdgeno

estudado, minimizando danos as plantas.

TABELA 6: Germinacdo de sementes (numero de plantas) de algodao tratadas com Bacillus para

controle de Fusarium em casa de vegetacéo.

Estirpe Bacillus 14° dia de avaliagéo
Test sem patdgeno e bactéria 21,00 a
S685 Bacillus thuringiensis 15,20 b
S662 Bacillus thuringiensis 14,40 bc
GF267 13,20 bed
S1600 Bacillus thuringiensis 13,00 bcd
S1809 Bacillus thuringiensis 12,40 bcde
Carbendazim + Tiram 12,40 bcde
S2536 Paenibacillus alvei 12,20 bcde
S1301 Bacillus thuringiensis 11,60 cdef
S1967 Bacillus thuringiensis 11,20 cdef
GF266 10,80 def
S2538 Bacillus megaterium 10,60 def
S1823 Bacillus thuringiensis 9,80 defg
S2535 Bacillus lentus 9,40 efg
S1875 Bacillus thuringiensis 8,20 fg
Test fuséario ativo 6,60 ¢

As medias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o teste de

Tukey ao nivel de 1% de probabilidade. Coeficiente de variagdo 13,03.
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Trabalhando com diferentes estirpes de Bacillus para controle de um complexo
fangico causador de doencas em plantulas de algoddo, Khiyami et al. (2014) constataram a
interacdo entre 0s organismos, onde uma bactéria que exerce bom efeito antagbnico a um
determinado fungo pode ndo o exercer para outro ou até mesmo para um isolado diferente
dentro de uma mesma espécie de fungo. Este entendimento pode ser extendido aos agentes de
biocontrole onde dentro de uma mesma espécie pode haver isolado muito eficientes no
controle de um determinado patégeno e outros que ndo exercem nenhuma acgéo antagonica.
Neste mesmo trabalho também foi percebida a acdo protetora destas bactérias quando
utilizadas em tratamento de sementes conferindo maior protecdo as plantas em seus estadios
iniciais de desenvolvimento, corroborando com os resultados encontrados neste trabalho.

Shifa e colaboradores em 2015, realizando testes de confronto direto, selecionaram a
partir de sete agentes de biocontrole com atividade antifungica aquele que apresentou
melhores resultados no ensaio in vitro para controle de Sclerotium rolfsii. O agente de
biocontrole selecionado por eles foi a bactéria B. subtilis. Este antagonista apresentou além
dos ensaios em condicBes de laboratorio, bons resultados em testes em casa de vegetacdo para
cultura do amendoim (Arachis hypogaea L.). Os testes em casa de vegetacdo foram realizados
de duas formas, inoculando as sementes com a bactéria antes do plantio (tratamento de
sementes) e em aplicagdo no solo mais tratamento de sementes. Os melhores resultados foram
obtidos quando além do tratamento de semente a bactéria foi também inoculada no solo onde
apresentou uma reducdo de 93% de incidéncia da doenca. Estes resultados confirmam a
possibilidade de uso destes organismos como tratamento de sementes como proposto em
nosso trabalho.

Além do efeito direto sobre o patdgeno essas bactérias podem ainda induzir a
resisténcia no hospedeiro. Dutta et al. (2008) testaram o efeito de dois isolados de RPCPs

(Bacillus cereus e Pseudomonas aeruginosa), na inducdo de resisténcia sisttémica contra
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Fusarium udum em ervilhas-de-angola e concluiram que essas bactérias foram capazes de

induzir a resisténcia sistémica nas plantas tratadas.
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CONCLUSOES

O ajuste realizado no meio de cultura para realizacdo dos testes de confronto direto
possibilitou a realizacdo dos ensaios sem favorecimento de um dos organismos em
detrimento do outro equiparando as condic¢des de competicéo;

A criacdo e utilizacdo da escala de notas para a realizacao das avaliacfes dos ensaios
de pareado favoreceu uma padronizacdo dos resultados tornando mais confiaveis as
selecdes;

Com a realizacdo dos testes de pareamento in vitro, foi possivel a selecdo de 13
estirpes que apresentaram bons resultados de competicao;

A partir da confeccdo das imagens de microscopia eletrénica de varredura das regides
de confronto entre patégeno e candidato a agente de controle bioldgico, foi possivel
visualizar alteracdes morfoldgicas nas hifas do patégeno com formacéo de superficies
irregulares, largura expandida e hidrolise;

Das 13 estirpes selecionadas no ensaio anterior quatro (S1301, S1967, S2535 e S2538)
sdo capazes de produzir metabolitos ndo-volateis a ponto de reduzir o crescimento do
micélio fungico até no ultimo dia de conducéo do ensaio;

Para os ensaios de metabolitos volateis duas estirpes (S1823 e S2536) foram capazes
de interferir no desenvolvimento fungico até o 10° dia de conducéo do experimento;
Nos ensaios em casa de vegetacdo foi possivel identificar 11 dos tratamentos e a
testemunha negativa apresentando resultados estatisticamente superiores a testemunha
positiva, isso indica um provavel potencial antagdnico dessas bactérias para protecéo

das plantas em tratamento de sementes.
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e A utilizacdo do organismo modelo Caenorhabditis elegans em ensaios preliminares de
selecdo de estirpes de Bacillus mostra-se uma ferramenta promissora na triagem
bactérias para controle de fitonematoides;

e Bacillus, além de promoverem o crescimento de plantas, podem proporcionar protecéo
inicial as raizes das plantas a penetragdo de M. incognita e sdo capazes de induzir
resisténcia sistémica das plantas ao parasita.

e Com a realizacdo do trabalho, foi possivel identificar espécies de Bacillus com acédo
toxica a Fusarium oxysporum indicando-as como potenciais agentes antagdnicos deste

patdgeno, sugerindo sua utilizacdo em tratamento de sementes.
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ANEXOS

ANEXO 1: Preparacdo de cortes e laminas para histopatologia. Al- imagem do micrétomo com

seta vermelha apontando para o bloco de resina a ser cortado; A2- confec¢do de 1dmina com setas
apontando corte a ser acondicionado sobre gota d’agua; A3- varios cortes acondicioanados sobre
gotas d’agua, setas indicativas e A4- laminas coradas com azul de toluidina e prontas para

visualizagdo ao microscopio otico.
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ANEXO 2: Experimento na casa de vegetacdo; A- montagem do ensaio com plantio das sementes
e inoculacdo; B- seta vermelha superior apontando para semente de algoddo e seta vermelha
inferior apontando para semente de arros com Fusarium crescido; C- inoculagdo de suspensédo

bacteriana sobre a semente de algod&o e D- vista panoramica do ensaio montado.
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ANEXO 3: Curvas de germinacdo das sementes de algodao tratadas com Bacillus para controle

de Fusarium em casa de vegetacao.
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