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RESUMO

CASTRO, Mariana Viana, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa - Campus Rio
Paranaiba, marco de 2021. Atividade nematicida e promocio de crescimento de
isolados de Bacillus spp. contra Meloidogyne incognita. Orientadora: Liliane
Evangelista Visotto. Coorientadores: Carlos Marcelo Soares e Luanda Medeiros
Santana.

O nematoide das galhas, Meloidogyne incognita, é responsavel por perdas consideraveis
na agricultura, podendo acometer culturas de grande importancia econdmica. O controle
desse fitopatdogeno ¢ complexo e baseia-se principalmente no uso de nematicidas
quimicos, que podem causar sérios problemas ao ambiente e a saide. Assim, o objetivo
desse estudo foi avaliar a capacidade de isolados de Bacillus spp. para atuar no controle
do M. incognita e na promocdo do crescimento vegetal. Foi avaliado inicialmente o
efeito de 15 cepas de Bacillus spp. na eclosdo dos ovos e na mortalidade de juvenis (J2)
in vitro. Os isolados bacterianos mais promissores foram selecionados e testados em
tomateiros infectados com M. incognita e cultivados em de casa de vegetacdo. Nesse
experimento, o efeito dos Bacillus spp. foi avaliado em variaveis fotossintéticas, na
promocdo do crescimento das plantas e no controle da reproducdo do nematoide. Os
isolados 307, GB16, GB24 ¢ GB29 causaram maior mortalidade e inibiram a eclosido de
juvenis de M. incognita. Em casa de vegetagdo, plantas submetidas ao isolado GB16
exibiram maior assimilacdo de carbono e transpira¢do, enquanto as plantas do
tratamento com GB24 apresentaram maior razao entre a concentragdo interna e externa
de CO,. Por outro lado, nenhum isolado alterou o crescimento dos tomateiros. As
maiores reducdes na reproducdo de M. incognita foram obtidas com os isolados 307
(59,08 %) e GB24 (58,91 %), em comparagcdo ao controle negativo, seguida pelos
isolados GB16 e GB29, que exibiram redu¢do média de 44,79 e 39,56 % dos
nematoides, respectivamente. Conclui-se que os isolados 307 e GB24 apresentam

potencial para uso no biocontrole de M. incognita.

Palavras-chave: Controle biologico. Nematoide de galhas. Fitossanidade.



ABSTRACT

CASTRO, Mariana Viana, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa - Vigosa - Campus
Rio Paranaiba, March, 2021. Nematicidal activity and growth promotion of Bacillus
spp. against Meloidogyne incognita. Adviser: Liliane Evangelista Visotto. Co-
advisers: Carlos Marcelo Soares and Luanda Medeiros Santana.

The root-knot nematode, Meloidogyne incognita, is responsible for considerable losses
in agriculture and can affect crops of great economic importance. The control of this
phytopathogen is complex and is mainly based on the use of chemical nematicides,
which can cause serious problems for the environment and health. Thus, the aim of this
study was to evaluate the capacity of Bacillus spp. to act in the control of M. incognita
and in the promotion of plant growth. The effect of 15 strains of Bacillus spp. was
evaluated on egg hatching and juvenile mortality (J2) in vitro. The most promising
bacterial isolates were selected and tested on tomato plants infected with M. incognita
and grown in a greenhouse. In this experiment, the effect of Bacillus spp. was evaluated
in photosynthetic variables, in promoting plant growth and in controlling nematode
reproduction. Isolates 307, GB16, GB24 and GB29 caused higher mortality and
inhibited the hatching of M. incognita juveniles. In the greenhouse, plants subjected to
isolate GB16 exhibited greater carbon assimilation and transpiration, while plants
treated with GB24 presented a greater ratio between internal and external CO2
concentration. On the other hand, none of the isolates altered tomato growth. The
greatest reductions in M. incognita reproduction were obtained with isolates 307
(59.08%) and GB24 (58.91%), compared to the negative control, followed by isolates
GB16 and GB29, which showed an average reduction of 44. 79 and 39.56% of the
nematodes, respectively. It is concluded that isolates 307 and GB24 have potential for

use in the biocontrol of M. incognita.

Keywords: Biological control. Root-knot nematode. Plant health.
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1- INTRODUCAO

O nematoide de galhas, Meloidogyne incognita, ¢ responsavel por perdas
consideraveis na agricultura (Murungi et al., 2018). M. incognita pode infectar mais de
1.700 espécies de plantas, dentre elas culturas economicamente importantes, incluindo
tomate, cenoura, batata, pepino e soja. Devido a sua ampla gama de hospedeiros, as
perdas globais sdo estimadas em US$ 100 bilhdes por ano (Ma et al., 2017).

O principal dano provocado por M. incognita ocorre no sistema radicular, o que
afeta a capacidade de absorcao de agua e nutrientes pelas plantas e, consequentemente,
reduz sua produtividade (Kepenekci et al.,, 2016). Para reduzir a populagdo desse
organismo tem sido adotadas medidas como o cultivo de plantas resistentes (Silva et al.,
2019), rotagdo de culturas com espécies ndo hospedeiras (Exposito et al., 2019), pousio
e uso de quimicos fumigantes ou nematicidas (Hajihassani et al., 2019). No entanto,
essas praticas muitas vezes nao apresentam efeito imediato ou ndo dao retorno
econdmico equivalente, o que aumenta o interesse por pesquisas envolvendo métodos
alternativos de controle de M. incognita.

Nematicidas bioldgicos sdo opgdes cada vez mais comuns para os produtores e
varios organismos podem ser utilizados para o desenvolvimento de produtos
(Kepenekei et al., 2018). Bactérias do género Bacillus por meio de varios mecanismos,
podem reduzir o ataque dos nematoides através da alteracdo do seu comportamento,
competicdo por nutrientes, interferéncia na interacdo planta-nematoide, inibicdo da
eclosdo de juvenis e redugdo da sobrevivéncia juvenil (Cao et al., 2019; Chinheya et al.,
2017). Além da acdo direta sobre o nematoide, as bactérias podem ainda promover a
nutricdo e crescimento da planta e induzir resisténcia sistémica contra o patdgeno
(Choudhary e Jori, 2009; Xiang et al., 2017).

Algumas espécies de Bacillus sao toxigénicas, como o Bacillus thurigiensis (Bt),
que sintetiza proteina cristal (Proteina Cry ou d-endotoxina) durante sua fase
estaciondria. A toxicidade da proteina Cry varia entre os isolados, ja que Bt pode
produzir toxinas com estrutura € mecanismo de agdo diferentes. Mohammed et al.
(2008) relataram que esporos ou proteinas Cry isoladas de Bt7N, BtDen, Bt18, BtK73,
BtSoto e Bt7 apresentaram elevada atividade nematicida sobre M. incognita (86 a 100
%). Além disso, a suspensao de células e o sobrenadante livre de células do isolado
Bt7N reduziram o nimero da massa de ovos (78 e 77 %, respectivamente) € 0 nimero
de ovos (84 e 76 %, respectivamente). Proteases, quitinases e glucanases secretadas por

Bacillus também foram reportadas como tendo apel importante na supressdo de



nematoides do solo (Siddiqui et al., 2005). O extrato bruto extracelular de Bacillus sp.
cepa B16 apresentou alta atividade nematicida (80 %) sobre Panagrellus redivivus,
sugerindo o envolvimento de proteases extracelulares. Nesse estudo, a protease foi
purificada e sua acdo confirmada através de experimentos de mortalidade e degradacdo
de cuticula do nematoide (Niu et al., 2005). A protease Apr219 de Bacillus sp. cepa
RH219 também degradou a cuticula extracelular do nematoide e foi considerada
importante fator de patogenicidade. Genes codificadores de proteases que degradam a
cuticula também foram amplificados de quatro cepas de Bacillus spp. isolados da
rizosfera. A ampla variedade de proteases com atividade nematicida, produzida por
cepas diferentes de Bacillus, sugere que essas enzimas tém papel relevante na interagao
bactéria-nematoide-planta-ambiente, podendo ser consideradas fatores de promocao do
balang¢o da populagdo de nematoide no solo (Lian et al., 2007).

Compostos nematicidas produzidos durante o metabolismo secundario de Bacillus
sp. também s3ao muito explorados. Em um estudo realizado por Luo et al. (2018) foi
observado que Bacillus mycoides cepa R2 libera um composto com agdo nematicida
sobre M. incognita. A substancia em questdo foi isolada e identificada como estireno,
um volatil que causa evasdo e morte dos nematoides, pela sua acdo no neurdnio olfativo
e na via de sinalizacdo mediada pela proteina G. Bacillus subtilis cepa Bs-1, obtido de
solo rizosférico, promoveu forte efeito nematicida, inibicdo da eclosao de ovos e
repeléncia de M. incognita, devido aos compostos volateis sintetizados pela bactéria,
como 4acido acético, 2-heptanona, pirazina 2,5-dimetil- e dissulfeto, dimetil,
relacionados a quimiotaxia de M. incognita e Caenorhabditis elegans (Cao et al., 2019;
Huang et al., 2010).

Além de espécies de Bacillus atuarem na defesa direta da planta, ha relatos de que
algumas espécies promovem o crescimento e ativam a defesa sistémica vegetal. Em
casa de vegetacdo, Bacillus firmus (formulagdo comercial BioNem) reduziu em 91 % a
formacao de galhas, em 76 % a populagdo de M. incognita e 45 % a eclosdo de juvenis.
Além disso, promoveu o aumento do peso e da biomassa das plantas em 71 e 50 %,
respectivamente, comparado as plantas controle. Em condi¢des de campo, a aplicacao
de 400 kg ha™' foi efetiva, diminuindo o niimero de galhas em 84 % e aumentando em
31 % o peso de raizes e em 24 % o peso total das plantas, 45 dias apds o tratamento
(Terefe et al., 2009). Bacillus subtilis, B. pumilus e Pseudomonas fluorescens também
foram analisados como agentes de biocontrole de M. incognita em feijao caupi
cultivado em casa de vegetacdao. Bacillus subtilis registrou a maior redugdo percentual

total média (82 %) de M. incognita, seguido por B. pumilus. O conteido de compostos
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fenodlicos e dos pigmentos cloroplastidicos foi aumentado por B. pumilus. Além disso,
foi observado aumento no crescimento € nos parametros de producao do feijao caupi
tratado com os biocontroladores (Abd-El-Khair et al., 2019). Linhagens de B. subtilis
induziram resisténcia sistémica contra M. incognita em plantas de tomate, como
revelado em sistema de raizes divididas, onde bactérias e nematoides foram inoculados
em raizes espacialmente separadas da mesma planta. Isso reduziu a produgdo de massas
de ovos em até 51 %, enquanto a inoculagdo de bactérias e nematoide no mesmo vaso
teve efeito menor na supressdo de M. incognita em comparagao a resisténcia sistémica
induzida isoladamente. Portanto, o efeito mediado pela planta foi o principal motivo de
antagonismo, ¢ nao de mecanismos diretos (Adam et al., 2014). Bacillus halotolerans
LYSX1 mostrou elevada atividade nematicida contra juvenis de segundo estagio de M.
Jjavanica em plantas de tomate. Para elucidar se metabolitos de B. halotolerans LYSX1
induziam a resisténcia sist€émica a M. javanica, suspensdo bacteriana e J2 foram
aplicadas as raizes de tomate espacialmente separadas. Bacillus halotolerans LYSXI1
reduziu a taxa de penetracdo de M. javanica, indicando que metabolitos secundarios
sintetizados pela bactéria possivelmente atuaram como sinais na inducao da resisténcia
sistémica contra o nematoide (Xia et al., 2019).

Mediante ao exposto, acredita-se que esfor¢os para desenvolver novos produtos
que contribuam no manejo de M. incognita sdo validos, visto a importancia deste
patégeno para a agricultura. Dessa forma, o presente trabalho visou avaliar o efeito de
isolados de Bacillus spp. sobre M. incognita in vitro € in vivo € sobre a promo¢ao do

crescimento em plantas de tomate.

2- MATERIAIS E METODOS

2.1- Manutencao de M. incognita
A populagdo de M. incognita foi multiplicada e mantida em casa de vegetacao, em

vasos de 5 L, contendo solo esterilizado e pimentdo (Capsicum annuum).

2.2- Isolados bacterianos

Quinze isolados foram fornecidos pelo professor Dr. Walter Vieira da Cunha
(Laboratorio de Genética e Biotecnologia — UNIPAM) e pela empresa NOOA BRASIL,
ambos localizadas em Patos de Minas — MG. As bactérias foram extraidas do solo de
propriedades localizadas na regido do Alto Paranaiba-MG, utilizando a metodologia de

Melo e Azevedo (2000), isoladas e armazenadas em glicerol.
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Para verificacdo da pureza, as bactérias selecionadas (307, GBO1, GB05, GBOS,
GB10, GB11, GB13, GB16, GB20, GB24, GB25, GB26, GB27, GB28 ¢ GB29) foram
mantidas em banho maria a 80 °C, por 12 min e, em seguida, as amostras foram
submetidas ao estriamento em meio agar nutriente (AN) e mantidas a 30 °C por 72 h.

Ap6s verificacdo da pureza, uma unidade formadora de colonia (UFC) de cada
isolado foi transferida para meio de cultura liquido padrao NOOA, incubado a 30 °C
com agitacdo de 200 rpm por 48 h. Os inoculos foram monitorados a cada 24 h por
meio de microscopia até a formagdo de esporos. Para isso, 20 pL das suspensdes
bacterianas foram transferidos para laminas e uma analise microscopica foi realizada

para verificagcdo da esporulagao.

2.3- Quantificacao dos indculos

A quantifica¢do dos in6culos foram realizados baseados na Instrugdo Normativa
N° 30, 12 de novembro de 2010 (MAPA), por meio de diluicdo seriada seguida de
plaqueamento em meio AN. As placas foram incubadas a 30 °C, por 48 h, sendo

consideradas para contagem apenas as dilui¢des contendo 30 a 300 UFC.

2.4- Atividade antagonista dos isolados bacterianos sobre M. incognita in vitro

2.4.1- Tratamentos

Para a avaliagdo da atividade antagonista in vitro foram realizados 17 tratamentos,
sendo dois controles, controle negativo (NaCl a 0,85%, v:v) e controle positivo (produto
comercial biologico QUARTZO® formulado a partir de Bacillus subtilis ¢ Bacillus
licheniformis) e quinze isolados bacterianos (Tabela 1). Os resultados obtidos nos testes
de mortalidade de J2 e inibicdo da eclosdo de ovos foram utilizados para selecionar os

1solados mais promissores, empregados nos testes in vivo.
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Tabela 1. Tratamentos utilizados nos testes de antagonismo in vitro sobre Meloidogyne

incognita
Tratamento Descricao Origem
T1 Controle negativo- NaCl a 0,85% -
T2 Controle positivo- Quartzo™ FMC
T3 Isolado bacteriano 307 Nooa
T4 Isolado bacteriano GBO1 Unipam
T5 Isolado bacteriano GB05 Unipam
T6 Isolado bacteriano GB08 Unipam
T7 Isolado bacteriano GB10 Unipam
T8 Isolado bacteriano GB11 Unipam
T9 Isolado bacteriano GB13 Unipam
T10 Isolado bacteriano GB16 Unipam
TI1 Isolado bacteriano GB20 Unipam
TI12 Isolado bacteriano GB24 Unipam
T13 Isolado bacteriano GB25 Unipam
T14 Isolado bacteriano GB26 Unipam
T15 Isolado bacteriano GB27 Unipam
T16 Isolado bacteriano GB28 Unipam
T17 Isolado bacteriano GB29 Unipam

2.4.2- Obtencao de ovos e juvenis de segundo estadio de M. incognita

As massas de ovos de M. incognita foram obtidas a partir de raizes de pimentao.

Para tal, as plantas foram extraidas dos vasos e as raizes seccionadas da parte aérea e

lavadas em 4gua corrente. Em seguida, as raizes foram transferidas para frascos

contendo 500 mL de solug¢dao de NaClO a 0,5% (v:v) e agitadas manualmente por 30 s.

Posteriormente, o conteudo dos frascos foram vertidos em peneiras sobrepostas de 100 e

500 mesh, onde os ovos retidos foram lavados com agua corrente e depositados em um

béquer (Hussey e Barker, 1973).

Para obtencdao dos juvenis de segundo estadio (J2) de M. incognita, raizes de

pimentdo infectadas com o nematoide foram trituradas em liquidificador com 500 mL

de agua e vertidas em peneiras sobrepostas de 100 e 500 mesh. Posteriormente, o

contetdo retido na peneira de 500 mesh foi lavado em agua corrente e transferido para

funil de Baermann (Christie e Perry, 1951). Apo6s 24h de incubagdo no escuro a 25 °C,
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os J2 foram recolhidos do funil para um béquer, com auxilio de peneira de 500 mesh.
As suspensdes de ovos e juvenis foram quantificadas em lamina de Peters sob objetiva

de 4x no microscépio e diluidas em agua para ajuste da concentragao.

2.4.3- Avaliacdo dos isolados bacterianos quanto a capacidade de inibir a
eclosao de ovos de M. incognita in vitro

O ensaio de eclosdao foi conduzido em placas de Petri tipo rodac esterilizadas,
onde foram adicionadas 3,5 mL da suspensdo bacteriana e 3,5 mL de suspensdo com
170 e 200 ovos de M. incognita no primeiro e segundo ensaio, respectivamente. Os
tratamentos controles foram compostos de ovos imersos em 3,5 mL de solugdo salina
(NaCl a 0,85 %, v:v) — controle negativo e em 3,5 mL de solucdo do produto comercial
Quartzo®™ (200 gramas/ha) — controle positivo. Logo apos, as placas foram vedadas com
filme plastico, envoltas em papel aluminio e mantidas em BOD a 25 °C na auséncia de
luz. A percentagem de J2 eclodidos foi avaliada apos 24 h, 6 dias e 12 dias de
incubac¢do, com auxilio de microscopio em objetiva de 4x de aumento (Wille, 2013).

O experimento foi conduzido duas vezes e o delineamento experimental utilizado
foi o inteiramente casualizado, com cinco repeticdes para cada tratamento. Cada placa

foi considerada uma repeticgao.

2.4.4- Avaliacao nematicida in vitro dos isolados bacterianos sobre J2 de M.
incognita

Foram adicionados em placas de Petri tipo rodac esterilizadas, 3,5 mL da
suspensdo bacteriana e 3,5 mL de suspensdo com 50 juvenis de segundo estadio (J2) de
M. incognita no primeiro ensaio e 80 J2 no segundo ensaio. As testemunhas foram
compostas de J2 imersos em 3,5 mL solucdo salina (NaCl a 0,85 %, v:v) — controle
negativo e 3,5 mL de solucdo com produto comercial Quartzo (200 gramas/ha) —
controle positivo. A seguir, as placas foram vedadas com filme plastico, envoltas em
papel aluminio e mantidas em BOD a 25 °C na auséncia de luz (Wille, 2013). A
percentagem de J2 mortos foi avaliada apds 24 e 48 h pela adicdo de 800 pL. de NaOH
(IN) em cada placa, onde foram considerados mortos, os J2 que permaneceram com o
corpo completamente distendido durante trés minutos apds a adicdo de NaOH (Chen e
Dickson, 2004).

O ensaio foi realizado duas vezes, sendo o delinecamento inteiramente casualizado

(DIC), utilizando-se cinco repeti¢cdes para cada tratamento.
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2.5- Efeito dos isolados bacterianos sobre M. incognita e promocao de crescimento
e atividade fotossintética em plantas de tomate

Os isolados bacterianos que apresentaram melhor atividade antagbénica nas
avaliagOes de inibi¢do da eclosdo de ovos e mortalidade de J2 de M. incognita, foram

selecionados para os testes in vivo.

2.5.1- Preparo do solo e infestacao de M. incognita

O experimento foi conduzido na casa de vegetacdo da empresa NOOA BRASIL,
localizada na rodovia BR 365 - Km 428 (latitude: 18°44°10,17”S e longitude:
46°40°7,2170), no municipio Patos de Minas/MG. Foi realizada a analise de solo para
realizacdo das corre¢des necessarias, em seguida, o solo foi autoclavado a 120 °C
durante uma hora, por duas vezes, com intervalo de 24 h. Apds o preparo, o solo foi
colocado em vasos plasticos de 5 L de capacidade, os quais foram mantidos em casa de
vegetacdo. Os ovos de M. incognita foram extraidos conforme descrito no item 2.4.2, o
solo de cada vaso foi infestado com 5.000 ovos e posteriormente, foi revolvido para a

homogeneizagdo (Fernandes et al., 2018).

2.5.2- Inoculacio das bactérias e manutencao das plantas

As suspensdes bacterianas foram aplicadas no solo com o auxilio de pulverizador
manual pressurizado com dose ajustada para 1 L /ha-1, logo ap6s a inoculagdo dos ovos
de M. incognita. Subsequentemente, foram aplicados 200 mL de agua esterilizada na
superficie do solo, com o objetivo de permitir a percolacdo das células bacterianas no
perfil do solo, aumentando o contato direto com os ovos do nematoide, sem resultar da
perda do inoculo bacteriano. Foram usados como controles, um produto comercial
biologico QUARTZO® formulado a partir de Bacillus subtilis e Bacillus licheniformis e
um nematicida quimico NIMITZ® (principio ativo, concentra¢io, empresa).

As mudas de tomate (Solanum lycopersicum L.) variedade Santa Cruz foram
cultivadas inicialmente em bandejas com substrato. Dois dias ap0ds a inoculagdo do solo
com os microrganismos, as mudas de tomateiro aos 40 dias de semeadura foram
transplantadas para os vasos (Fernandes et al., 2018) e foi aplicada solugdo nutritiva,
composta por acido borico, sulfato de cobre, sulfato de zinco, sulfato de potassio,
cloreto de ferro e cloreto de manganés. As plantas foram mantidas em casa de vegetagao
a temperatura média de 25 °C durante 45 dias. Apds esse periodo foram analisadas as

variaveis fotossintéticas, nematologicas e promocao do crescimento do tomateiro.
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O delineamento utilizado foi do tipo blocos casualizados, com oito repetigoes,

cada vaso com uma planta representando uma unidade experimental.

2.5.3- Analise de variaveis fotossintéticas
Os atributos de fluorescéncia e trocas gasosas foram avaliados com um
analisador portatil infravermelho (LICOR 6400XT, Li-COR, Lincoln, Nebraska) em
folhas totalmente expandidas apds 45 dias de plantio. Taxa de assimilagao de carbono
(A), condutancia estomatica (gs) e taxa de concentracdo interna e externa de CO2
(Cy/C,) foram determinadas em sistema aberto sobre luz artificial saturada (1.000 pmol
m? s de fotons) e, simultaneamente, foi determinada a eficiéncia da captura da energia

excitada pelos centros de reacdo do fotossistema II (Fv'/Fm'").

2.5.4- Analise da promocao do crescimento

As plantas foram cortadas na altura do colo e pesadas em balanga analitica, para
determinagdo da massa fresca da parte aérea (MFPA). Foram determinadas também as
massas frescas da folha (MFF) e da raiz (MFR). O material foliar posteriormente foi
submetido a secagem em estufa a 70 °C por 48 horas para a avaliagdo da massa seca de

folha (MSF) e parte aérea (MSPA).

2.5.5- Quantificacao de M. incognita nas plantas de tomate

Os nematoides foram extraidos das raizes utilizando a metodologia de Hussey e
Barker (1973). Foram determinados os nimeros de ovos e J2 por planta com o auxilio
do microscopio, por grama de raiz e o fator de reproducao (FR), conforme metodologia

proposta por Coollen e D’Herde (1972).

2.6- Analises estatisticas

Os dados obtidos foram submetidos aos testes de Shapiro-Wilks e O’Neill-
Mathews para verificar a normalidade e homogeneidade das variancias,
respectivamente, € posteriormente foi realizada a andlise de variancia. Quando o valor
de P foi significativo (p < 0,05), as médias foram comparadas através do teste de Tukey

(p =0,05) com o auxilio do programa estatistico R (R Development Core Team, 2017).

3- RESULTADOS

3.1- Inibicao da eclosiao dos ovos de Meloidogyne incognita
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A eclosao de juvenis de M. incognita submetidos aos diferentes tratamentos com
Bacillus spp. foi determinada em diferentes tempos, conforme apresentado na Figura 1.
Apos 24 h de incubacdao dos ovos nas solugdes observou-se um porcentual de inibigao
de eclosdo significativo nos tratamentos C+ (produto comercial biologico), GBO1,
GB13, GB16, GB24, GB27 e GB29 (Figura 1A). Aos 6 (Figura 1B) e 12 dias (Figura
1C) de incubagdo dos ovos nas diferentes solugdes, os tratamentos que diferiram

significativamente da testemunha foram C+, isolados 307, GB16, GB24 ¢ GB29.
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Figura 1- Efeito de isolados de Bacillus spp. na inibi¢do da eclosdo de juvenis de
Meloidogyne incognita incubados por 24 h (A), 6 dias (B) e 12 dias (C) a 25°C na

auséncia de luz. As barras representam os valores médios de 10 repeticdes. As médias
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com letras diferentes na figura diferiram entre si pelo teste de Tukey a 5 % de
probabilidade. C-: controle negativo (solucdo salina NaCl 0,85 %, v:v). C+: controle
positivo (produto comercial biolégico QUARTZO® formulado a partir de Bacillus
subtilis e Bacillus licheniformis). 307 - GB29: isolados de Bacillus spp. Figura A —

limitar em 100%

3.2- Mortalidade de J2 de Meloidogyne incognita

Os tratamentos C+ (produto comercial bioldgico), isolados 307, GB16, GB24 ¢
GB29 exibiram maiores porcentagens de mortalidade de J2 a 24 e 48 h (Figura 2). Em
24 h, a mortalidade de J2 foi significativamente maior no C+ (47,22 %), 307 (51,28 %),
GB16 (44,55 %), GB24 (40,90 %) e GB29 (41,92 %), comparado a testemunha (0,45
%) (Figura 2A). Nos demais tratamentos, a mortalidade variou entre 9,53 % (GB28) a
23,09 % (GBO08). O mesmo foi observado no tempo de 48 h, no entanto, houve aumento
no porcentual de J2 mortos, C+ (58,12 %), 307 (52,77 %), GB16 (48,02 %), GB24
(41,12 %) e GB29 (43,40 %) (Figura 2B). A mortalidade nos outros tratamentos variou
de 11,62 % (GB25) a 23,50 % (GBO08S).
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Figura 2- Efeito de isolados de Bacillus spp. na mortalidade de J2 de Meloidogyne
incognita incubados por 24 h (A) e 48 h (B) a 25°C na auséncia de luz. As barras
representam os valores médios de 10 repeticdes. As médias com letras diferentes na
figura diferiram entre si pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade. C-: controle
negativo (solugdo salina NaCl 0,85 %, v:v). C+: controle positivo (produto comercial
biologico QUARTZO®™ formulado a partir de Bacillus subtilis ¢ Bacillus licheniformis).
307 - GB29: isolados de Bacillus spp.

3.3- Avaliacao do efeito dos isolados de Bacillus spp. nos parametros fotossintéticos
em tomateiros submetidos ao M. incognita

Os resultados obtidos indicam que a assimilagdo de carbono (A) e a transpiracao
(Fv'/Fm') nas plantas do tratamento GB16 foi maior do que os demais tratamentos

(Tabela 2). A concentracao interna e externa de CO2 (Ciy/C,) também variou entre os
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tratamentos, sendo observado o maior valor no tratamento GB24 (Tabela 2). A tUnica
variavel analisada que nao diferiu significativamente entre os tratamentos foi a

condutancia estomatica (Gs).

Tabela 2- Efeito dos isolados dos Bacillus spp. nas variaveis fotossintéticas em plantas
de tomate sobre condigdes de casa de vegetagdo e submetidas ao nematoide de galhas,

Meloidogyne incognita

Tratamentos Variaveis Fotossintéticas
A Gs Ci/Ca Fv'/Fm'

C- 7.0£1,7b 0,09+0,02 a 254,0£31,3 b 1,7£0,1 b
C+ (Biologico) 8,6+1,8 b 0,10+0,03 a 271,9+13,6 ab 2,4+0,3 ab
C+(Quimico) 10,9£2,5 ab 0,13+0,06 a 283,1+£26,9 ab 2,7+0,8 ab
307 8,4+2.5b 0,10£0,05a  264,0426,7ab  2,7+1,6 ab
GB16 15,2+1,8 a 0,15£0,05a  251,1£11.2b 42413 a
GB24 8,242,0 b 0,10+0,06 a 307,4427,2 a 2,0+0,7 ab
GB29 12,2+4,5 ab 0,12+0,05 a 234,4+11,7b 3,4+1,7 ab
CV% 25,5 44,7 8,7 40,0

M¢édia + DP. Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna diferem
significativamente entre si, pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade. A: assimilagdo
de carbono. gs: condutancia estomatica. Ci/C,: taxa de concentragdo interna e externa de
CO2. Fv'/Fm'": eficiéncia da captura da energia excitada pelos centros de reagdo do
fotossistema II (transpiracdo). C-: controle negativo (sem aplicacdo de isolados de
Bacillus spp.). C+ (Bioldgico): produto comercial biolégico QUARTZO® formulado a
partir de Bacillus subtilis e Bacillus licheniformis. C+ (Quimico): nematicida quimico

comercial NIMITZ®. CV%: Coeficiente de variagao.

3.4- Avaliacao do efeito dos isolados de Bacillus spp. na promocao de crescimento
em tomateiros submetidos ao M. incognita

Os isolados bacterianos ndo promoveram o crescimento de tomateiros infectados
com M. incognita (Tabela 3). As porcentagens médias de reducdo ou aumento da
biomassa de cada variavel foi determinada. Em relacdo ao controle negativo, os
tratamentos com os isolados 307, GB16 e GB24 apresentaram um aumento na MFPA
de 1,5; 6,7 e 2,0 %, respectivamente (Tabela 3). Quanto a MSPA observou-se um
aumento de 4,6 % no tratamento GB16, 5,3 % no GB24 ¢ 1,5 % no GB29 (Tabela 3).

Apenas o tratamento com controle quimico alcangou valores de MFF (34,7 %) e MSF
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(6,3 %) maior de que o controle negativo. Quanto a MFR somente o tratamento com o

isolado 307 apresentou aumento de 7,3 % da biomassa, em comparacdo a testemunha

(Tabela 3).
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Tabela 3- Efeito dos isolados dos Bacillus spp. na promoc¢ao do crescimento em plantas de tomate cultivadas em condi¢des de casa de vegetagao e

submetidas ao nematoide de galhas, Meloidogyne incognita

Tratamento Variaveis de crescimento vegetal
Folhas Raiz
MFPA Variagao MSPA Variagao MFF Variagao MSF Variagao MFR Variagdo
(%) (%) (%) (%) (%)
C- 76,1£14,8 a - 10,7£2,2 a - 5,842,7 a - 0,47+0,2 a - 27,948,0 a -
C+ (Biologico)  63,2+19,6 a -16,9 9,1£29a -15,5 42422 a -28,7 0,29+0,2 a -37,7 25,6+12,8 a -8,0
C+ (Quimico) 67,9£242 a -10,7 10,3£3,8 a -4,4 7,9+5,0 a 34,7 0,50+0,1 a 6,3 15,9+6,8 a 43,1
307 77,3£10,6 a 1,5 10,5+1,7 a -2,2 29+1,5a -49,7 0,21+0,1 a -56,1 29,9494 a 7,3
GB16 81,3+8,7 a 6,7 11,2+1,6 a 4,6 3,1£1,5a 47,1 0,23+0,1 a -51,4 25,499 a -8,7
GB24 77,7€11,9 a 2,0 11,3224 a 53 2,8+1,1a -51,8 0,21+0,1 a -55,6 26,7+16,4 a 4,1
GB29 74,6£10,8 a -2,0 10,9+£2,2 a 1,5 1,740,9 a -70,7 0,18+0,1 a -61,7 23,04+9,6 a -17,4
CV% 20,9 24,6 112,9 112,9 41,7

Os valores representam a média de 8 repeticdes. Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna diferem significativamente segundo o teste de
Tukey a 5% de probabilidade. Valores negativos na variacao (%) indica reducao da biomassa e valores positivos, aumento da biomassa em relacdao ao
controle negativo. C-: controle negativo (sem aplicacdo de isolados de Bacillus spp.). C+ (bioldgico): produto comercial biologico QUARTZO®
formulado a partir de Bacillus subtilis e Bacillus licheniformis. C+ (quimico): nematicida quimico comercial NIMITZ®. MFPA: massa fresca da parte

aérea. MSPA: massa seca da parte aérea. MFF: massa fresca da folha. MSF: massa seca da folha. MFR: massa fresca da raiz.
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3.5- Avaliacao do efeito dos isolados de Bacillus spp. no controle de M. incognita em
tomateiros

Todos os isolados de Bacillus spp. avaliados exibiram um efeito significativo (p < 0,05) no
controle de M. incognita em plantas de tomate (Tabela 4). A porcentagem média total da reducao
dos nematoides foi calculada para evidenciar melhor as diferengas entre os tratamentos. Foi
observado que as maiores médias porcentuais de redu¢ao dos nematoides foi alcangado usando
os isolados 307 (59,08 %) e GB24 (58,91 %) em comparacdo ao controle negativo. Ja o isolado
GB29 exibiu uma reducdo média de 39,56 % dos nematoides. Em relagdo aos controles
positivos, vale ressaltar que os isolados 307 e GB24 apresentaram maior porcentual de reducao
de M. incognita do que o produto comercial biolégico utilizado como controle (56,23 %).
Nenhum tratamento ultrapassou o percentual médio de redugdo obtido nos ensaios com o

nematicida quimico (84,12 %).
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Tabela 4- Efeito dos isolados dos Bacillus spp. nos parametros reprodutivos de Meloidogyne incognita em plantas de tomate cultivadas em condi¢des

de casa de vegetacdo

Tratamentos Parametros do nematoide
Ovos/g de raiz J2/g de raiz Total de nematoides (Ovos FR Reducdo média total
+J2)/g de raiz (%)
N° Red. (%) N° Red. (%) N° Red. (%) N° Red. (%)
C- 1128,50+534 a - 617,65+355 a - 1746,25+771 a - 8,98+2.8 a - -
C+ (Biologico) 498,50+303 be 55,82 278,62+141 be 54,90 776,87+427 be 55,50 3,73+3,0b 58,70 56,23
C+ (Quimico)  222,87+123 ¢ 80,25 102,37+£76 ¢ 83,41 325,25+289 ¢ 81,37 0,76+0,3 c 91,48 84,12
307 386,37£253 be 65,76 287,75+116 be 53,40 674£299 be 61,39 3,97£2.2 b 55,78 59,08
GB16 633,25+353 be 43,88 343,87+159 be 4433 977,12+424 b 44,04 4,77€2,5 b 46,93 44,79
GB24 500,62+268 bc 55,62 245,62+155 be 60,21 746,37+406 be 57,24 3,37£1,8 be 62,58 58,91
GB29 704,62+395 ¢ 37,56 400,75+222 ab 35,14 1105,12+444 ¢ 36,70 4,6£1,6 b 48,84 39,56
CV% 53,05 51,36 42,59 40,94

Os valores representam a média de oito repeticdes. Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna diferem significativamente segundo o teste de
Tukey a 5% de probabilidade. FR: fator de reproducdo do nematoide. Red (%): porcentagem de reducdo do nimero de nematoides em relacdo ao controle. C-:
controle negativo (sem aplicagdo de isolados de Bacillus spp.). C+ (Biologico): produto comercial bioldgico QUARTZO® formulado a partir de Bacillus

subtilis e Bacillus licheniformis. C+ (quimico): nematicida quimico comercial NIMITZ". CV%: coeficiente de variagdo.
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4- DISCUSSAO

Os isolados 307, GB16, GB24 ¢ GB29 destacaram-se pela capacidade de inibir a eclosao
de ovos e aumentar a mortalidade de J2 de M. incognita, apresentando atividade nematicida in
vitro e in vivo. A produgdo de endotoxinas e outras substancias diversas por Bacillus spp. tem
sido relacionada a interferéncia no ciclo reprodutivo, principalmente a ovoposicao e a eclosdo
dos juvenis dos nematoides (Sharma e Gomes, 1996; Abd-Al-Khair et al., 2019).

Cetintas et al. (2018) verificaram que o género Bacillus exsudam enzimas na rizosfera das
plantas que sdo capazes de degradar a massa protetora que envolve os ovos dos nematoides
levando-os a desidratagdo, o que por consequéncia inviabiliza a eclosdo. Similarmente,
Neugebauer et al. (2019) reportaram que quitinases, proteases ¢ lipases estdo intimamente
relacionadas a degradacdo da massa de ovos de nematoides. A casca dos ovos do M. incognita,
que atua como protecdo aos agentes quimicos, ¢ formado por trés camadas: a externa chamada
camada vitelinica, a camada média quitinosa que ¢ formada por uma matriz proteica de
microfibrilas de quitina ¢ a mais interna que € constituida por uma camada lipidica (Bird e
McClure, 1976). Esta ultima é a responsavel pela impermeabilizacdo da casca dos ovos,
enquanto as outras garantem a estruturacdo. As enzimas hidroliticas produzidas pelos Bacillus
spp. podem atuar nesses componentes estruturais, inviabilizando os embrides, sendo portanto,
um possivel mecanismo de controle bioldgico. Assim como o efeito sobre a massa de ovos, essas
enzimas também possuem a capacidade de atrasar a eclosao de J2, o que leva a mortalidade das
formas infectantes dos nematoides ou atuam interferindo o processo de reconhecimento da planta
hospedeira (Messa et al., 2019).

Os resultados das avaliagdes in vivo mostraram que as plantas dos tratamentos com as
bactérias do género Bacillus aumentaram a assimilacdo de carbono (A), a transpiracdo e a
concentragdo de CO,. O aumento na A indica aumento na fotossintese que por sua vez aumenta a
producao de fotoassimilados (Taiz et al., 2017) que podem estar sendo direcionados para os
mecanismos de defesa da planta ou para alimentacao dos nematoides (Figueiredo et al., 2020).

Algumas espécies do género Bacillus sdo promotoras de crescimento, devido a capacidade
de produzirem hormonios, antibidticos e siderdforos, além de auxiliar na assimilacdo e
solubilizacdo de nutrientes para as plantas (Baysal e Tor, 2014; Wu et al., 2015). Porém, os
efeitos dos exsudatos sdo variaveis e dependentes da cultura na qual estdo associadas. Assim, a
auséncia de diferenga significativa na promog¢ao de crescimento entre os tratamentos com e sem
as bactérias, pode indicar que as bactérias estudadas ndo possuem a capacidade de produzir
substancias promotoras de crescimento vegetal ou ndo promovem esses efeitos quando

associadas ao tomateiro.
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A redugdo no numero de ovos e J2 de Meloidogyne nas raizes do tomateiro pode estar
relacionada a colonizacdao dos ovos do patdégeno pelos exsudatos radiculares ou pela indugao de
resisténcia sist€émica da planta pelas bactérias aplicadas (D’Errico et al., 2019). Plantas de tomate
colonizadas por Bacillus tendem a alterar a composicdo de metabolitos exsudatos pelas raizes
tornando-as menos atraentes ou repelentes para J2 (Li et al., 2019). A inducdo de resisténcia
pode ocorrer também pelo aumento na produgdo de lignina, o que confere uma barreira fisica
que dificulta a infeccao pelo patdgeno, ou pelo aumento na transcricdo de genes que ativam
enzimas no metabolismo de defesa, como quitinase, lipoxigenase, peroxidase, 3-1,3-glucanase e

chalcona sintase (Zhou et al., 2021).

5- CONCLUSAO

Os isolados de Bacillus 307, GB16, GB24 ¢ GB29 controlaram M. incognita in vitro € in
vivo. Os isolados 307 e GB24 apresentaram porcentual médio de reducdo dos nematoides
superiores ao produto comercial bioldgico a base de B. subtilis e B. licheniformis, sendo,
portanto, os mais indicados e mostrando-se mais eficientes no controle do M. incognita. Dessa
forma, pode-se concluir que os isolados 307 e GB24 possuem potencial para o controle do

nematoide das galhas em tomateiro.
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