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RESUMO

RODRIGUES, Dyénici, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, agosto de 2024.
Selecdo de rizobactérias para o controle de Meloidogyne javanicae para a
promocgao de crescimento da soja.. Orientador: Leandro Grassi de Freitas.

A soja (Glycine max) € uma cultura amplamente cultivada em todo o mundo e o
Brasil se destaca nesse cenario com producdo estimada de 124 milhdes de
toneladas do grdo. Entretanto, a cultura apresenta grande suscetibilidade a inUmeras
pragas e doencas, que comprometem seu rendimento e qualidade dos gréos. Os
nematoides do género Meloidogyne sdo considerados 0s mais importantes na
cultura da soja, sendo que a espécie M. javanica € a de ocorréncia mais
generalizada. No campo, as lavouras de soja apresentam sintomas em reboleiras,
onde € possivel observar plantas pequenas, murchas e amareladas devido a
deficiéncia mineral. Este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial de isolados
de rizobactérias para o controle de Meloidogyne javanica em soja, bem como seu
efeito na promoc¢édo de crescimento das plantas. Foram obtidos 50 isolados de
rizobactérias e bactérias endofiticas de plantas antagonistas aos fitonematoides. Os
isolados foram avaliados nos quesitos formacdo de enddsporos, degradacdo de
quitina e solubilizacdo de fésforo e potassio. Vinte e sete isolados produziram
endosporos e foram submetidos a selecdo massal através do método de
microbiolizacdo de semente e teste em casa de vegetacdo para o biocontrole do
nematoide. O experimento foi conduzido com delineamento inteiramente casualizado
e seis repeticdes por tratamento. Desses isolados, oito se destacaram pelo maior
controle do nematoide e foram reavaliados em casa de vegetacdo quanto ao
controle de M. javanica e promocéo de crescimento vegetal, também em tratamento
de sementes. Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente
casualizado com oito repeticbes por tratamento. As plantas foram mantidas por 45
dias antes da avaliagdo. O isolado Cp4 causou o maior controle de M. javanica,
reduzindo em 65% o0 numero de ovos por grama de raiz e 70% o numero de galhas
por grama de raiz e foi eficiente em promover o crescimento da soja. Entretanto, os
isolados Mc6 e McE4 resultaram em maior promocao de crescimento de plantas de
soja. Esses trés isolados serdo mais profundamente estudados no futuro para o
possivel desenvolvimento de um produto de biocontrole de nematoides.

Palavras-chave: controle biolégico; nematoide-das-galhas; bacillus spp.



ABSTRACT

RODRIGUES, Dyénici, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, August, 2024.
Selection of rhizobacteria to control Meloidogyne javanica and promote
soybean growth.. Adviser: Leandro Grassi de Freitas.

Soybean (Glycine max) is a crop widely cultivated throughout the world and Brazil
stands out in this scenario with an estimated production of 124 million tons of the
grain. However, the crop is highly susceptible to numerous pests and diseases,
which compromise its yield and grain quality. Nematodes of the genus Meloidogyne
are considered the most important in soybean crops, with the species M. javanica
being the most widespread. In the field, plant symptoms of the nematodes infection
occur in patches, where it is possible to observe small, withered and yellowed plants
due to mineral deficiency. This work aimed to evaluate the potential of rhizobacteria
isolates for controlling Meloidogyne javanica in soybean (Glycine max), as well as its
effect on promoting plant growth. Fifty isolates of rhizobacteria and endophytic
bacteria were obtained from plants antagonistic to phytonematodes. The isolates
were evaluated in terms of endospore formation, chitin degradation and phosphorus
and potassium solubilization. Twenty-seven isolates produced endospores and were
subjected to mass selection using the seed microbiolization method and a
greenhouse test for the biocontrol of the nematode. The experiment was conducted
in a completely randomized design with six replications per treatment. Of the isolates,
eight stood out for their greater control of the nematode and were reevaluated in a
greenhouse on the control M. javanica and plant growth promotion, also in seed
treatment. The experiments were conducted in a completely randomized design with
eight replications per treatment. The plants were maintained for 45 days before the
evaluation. The isolate Cp4 caused the greatest control of M. javanica, reducing the
number of eggs per gram of root by 65% and the number of galls per gram of root by
70% and promoted the soybean growth. The isolates Mc6 and McE4 resulted in
greater growth promotion of soybean plants. These three isolates will be further
studied for a possible development of a nematode biocontrol product.

Keywords: biological control; root-knot nematode; bacillus spp.
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1 INTRODUCAO

A soja (Glycine max) é uma cultura amplamente cultivada em todo o mundo.
Sua versatilidade na geracdo de produtos garante a popularidade da cultura (Saravy
et al., 2019). Na safra de 2021/2022, o Brasil produziu cerca de 123,8 milhdes de
toneladas de graos de soja em 40,9 milhdes de hectares (CONAB, 2022), superando
0s EUA, que produziram 121,5 milhdes de toneladas de graos de soja em 34,9 milhdes
de hectares (Estados Unidos, 2022), destacando-se como o principal produtor mundial
do grdo. Entretando, como qualquer outra cultura, a soja apresenta grande
suscetibilidade a inUmeras pragas e doencgas que comprometem seu rendimento e
qualidade (Pires et al., 2016; Saravy et al., 2019), e esse é um dos inumeros desafios
enfrentados pelo sojicultores para manter a producdo em niveis elevados e bom

rendimento (Bueno et al., 2021).

Entre os patdgenos que prejudicam a cultura, fitonematoides sdo de grande
importancia, pois causam perdas estimadas em US$ 10 bilhdes por ano ao
agronegocio brasileiro (Gonzaga e Moura, 2019). Nos campos de producédo de soja
no Brasil, quatro fitonematoides se destacam: o nematoide do cisto da soja (SCN)
(Heterodera glycines), o nematoide das galhas (Meloidogyne spp.), 0 nematoide das
lesbes radiculares (Pratylenchus brachyurus) e o nematoide reniforme (Rotylenchulus
reniformes). Além disso, espécies dos géneros Scutellonema e Helicotylenchus estao

emergindo como potenciais ameacas a cultura (Machado et al., 2019).

Meloidogyne spp., desponta como o género com espécies fitopatogénicas mais
significativo. Esses vermes microscopicos sdo classificados como endoparasitas
obrigatérios com habito sedentario. Causam alteragdes fisioldgicas, bioquimicas e
estruturais que debilitam as plantas hospedeiras. Quando infectadas, as plantas
apresentam galhas em seu sistema radicular, deficiéncia de nutrientes e crescimento
retardado (Kecici et al., 2022). Os juvenis de segundo estagio, ou J2, sdo a fase movel
do nematoide que encontram as raizes radiculares e iniciam a infeccdo (Antil et al.,
2021).

Os nematoides desse género penetram o sistema radicular das plantas de soja
e liberam proteinas efetoras nas células do cortex, que acarretam inumeras alteracoes

fisiologicas, morfoldgicas e bioquimicas (Moslehi et al., 2021). Um conjunto de quatro
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a oito células proximas ao xilema e floema séo ativadas pelo J2 do nematoide e
crescem sem se dividir, tornando-se células gigantes, que serdo o sitio de alimentacao
do nematoide que se torna sedentario até o final de seu ciclo de vida. No cortex, as
células préximas as células gigantes sofrem hiperplasia e formam um tumor chamado
de galha, principal sintoma de uma infeccdo iniciada por nematoides do género
Meloidogyne (Asmus, 2001). No campo, as lavouras de soja apresentam sintomas em
reboleiras, onde € possivel observar plantas subdesenvolvidas e amareladas. Uma
planta afetada, normalmente, apresenta folhas com manchas cloréticas ou necrose
entre as nervuras. Em alguns casos pode ndo ocorrer reducdo no tamanho das
plantas, contudo, no florescimento, é notério um aumento no abortamento de vagens

e amadurecimento prematuro das plantas atacadas (EMBRAPA, 2021)

O ciclo de vida de Meloidogyne spp. em soja dura em torno de 25 a 30 dias em
condicBes ideais de temperatura e umidade. Este ciclo divide-se em seis estagios
bioldgicos (ovo, quatro fases de juvenis e fémea adulta) e cada fémea pode produzir
em torno de 400 ovos, fazendo com que o ocorra um aumento significativo na
populacdo em um periodo muito curto de tempo (Ferraz, 2001; Karssen Moens, 2006;
Ferraz e Monteiro, 2018). Tal caracteristica torna o controle desse fitopatdgeno um
desafio muito grande (Norling, 2012; Adam et al., 2014). Na cultura da soja as
espécies Meloidogyne javanica e Meloidogyne incognita se destacam como o0s
maiores causadores de danos (EMBRAPA, 2021).

Entre os métodos utilizados no manejo de fitonematoides, os nematicidas
sintéticos dos grupos dos organofosforados, carbamatos e a abamectina ainda séo
muito utilizados. Esses produtos atuam no metabolismo de esteroides, respiracao e
transmissdo de impulsos nervosos. Contudo, os microrganismos benéficos que
habitam o solo, também podem ser afetados de forma negativa por esses nematicidas,
criando impacto direto sobre a microbiota do solo, o que ndo é desejado (Manzanilla-
Lopez et al., 2002). Além disso, existe uma perda muito grande na eficacia desses
produtos quando o fitonematoide ja invadiu o sistema radicular, visto que sua
eficiéncia € melhor quando o fitonematoide procura de forma ativa hospedeiros no
solo. Uma outra questdo importante € o crescente surgimento de populacdes de
fitonematoides resistentes aos nematicidas (Torres-Acosta et al., 2012). Todos os

efeitos nocivos dos nematicidas sintéticos, sejam eles ao ambiente ou a saude
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humana, demandam o uso de alternativas ecoldgicas para o controle desses

fitopatdgenos (Stirling, 2011).

O controle genético, por meio de cultivares resistentes, também é uma
alternativa no controle de fitonematoides. Através do uso de ferramentas
biotecnolégicas, como marcadores moleculares, construcéo de diferentes bibliotecas
de cDNA, sequenciamento, entre outras metodologias, buscam-se genes especificos
de resisténcia que possam ser inseridos, depois que estudados por completo, em
cultivares de soja e disponibilizados no mercado (EMBRAPA, 2021).

Uma outra vertente que ja era conhecida, mas que vem se destacando nos
altimos anos no cenario agricola quando o assunto € controle de fitonematoides, é o
uso de agentes de controle bioldgico (BCAs). E crescente o nimero de pesquisadores
que comecaram a desenvolver nematicidas baseados em agentes biolégicos como
fungos, bactérias e outros microrganismos (Ahmad et al., 2021). O controle biolégico
€ baseado na ideia de explorar direta ou indiretamente um patdégeno ou inimigo natural
do parasita, a fim de inibir ou reduzir a incidéncia ou gravidade de uma doencga (Cook
e Baker, 1983; Mesa-Valle et al., 2020).

Sao considerados BCAs 0s microrganismos que Sdo capazes de suprimir 0s
fitonematoides, seja por antagonismo (parasitando, matando ou consumindo 0s
fitonematoides, ou ainda produzindo moléculas que afetam o fitonematoide de forma
negativa) ou por promover algum efeito na planta que aumente suas respostas de
defesa (Stirling, 2011).

Entre os BCAs, fungos e bactérias sdo 0s microrganismos que mais se
destacam. Eles surgem de maneira natural na microbiota do solo e apresentam um
grande potencial no controle de fitonematoides (Blyuss et al., 2019; El-Eslamboly et
al., 2019). O mercado ja dispde de varios produtos comerciais produzidos por fungos,
principalmente dos géneros Trichoderma e Pochonia, e bactérias, com destaque para
0s géneros Bacillus, Pseudomonas e Pasteuria (Martinez-Medina et al., 2017;
Carneiro et al., 2020).

Os BCAs desenvolveram algumas estratégias para atingir os diferentes
estagios do ciclo de vida dos fitonematoides, seja por estruturas especializadas, como

anéis constritores, redes tridimensionais de hifas e esporos adesivos (Jiang et al.,
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2017; Al-Ani et al, 2022), por meio da Iliberacdo de compostos
nematicidas/nematostaticos, ou ainda por meio de inducéo de defesa nas plantas que
atuardo controlando niveis de fitohorménios, regulando expressdo génica ou
aumentando a producdo de proteinas (Ghahremani et al., 2020; Huang et al., 2021,
Tian et al., 2022 ). No caso das bactérias, 0s mecanismos associados ao antagonismo
nos fitonematoides podem ser a producdo de antibiéticos, proteinas Cry, compostos
volateis, proteases, proteases ou toxinas que sao capazes de matar o parasita (Wei
et al., 2003; Niu et al., 2010; Topalovic et al., 2020)

As bactérias habitantes da rizosfera das plantas e do interior das raizes
(endofiticas), conhecidas como rizobactérias, atuam na reducdo da populacdo de
fitonematoides e alguns isolados como promotores de crescimento vegetal (Rashad
et al., 2015; Subedi et al., 2020). Dentre os diversos géneros de rizobactérias, como
Agrobacterium, Azospirillum, Bradyrhizobium, Flavobacterium, Streptomyces,
Curtobacterium e Pseudomonas entre outros (Siddiqui e Mahmood, 1999; Wani, 2015)
Bacillus é o género mais relatados na literatura com efeitos antagbnicos aos
fitonematoides e mais utilizado para o desenvolvimento de produtos comerciais por
produzir endésporos que conferem grande rusticidade e maior vida de prateleira, além

de maior resisténcia a altas temperaturas.

Estudos relataram grande eficiéncia de Bacillus spp. no controle de nematoides
dos géneros Meloidogyne, Heterodera e Rotylenchulus (Siddiqui e Mahmood, 1999;
Kokalis-Burelle et al., 2002; Siddiqui et al., 2005), que sao os trés dos quatro principais
fitonematoides da cultura da soja. As rizobactérias, sdo, portanto, um grupo de
importancia significativa no manejo de fitonematoides, atuando de forma direta sobre
eles, como por competicao e antagonismo, como de forma indireta, através da inducao

de resisténcia na planta (Carneiro et al., 2020).

As plantas antagonistas sdo também bastante utilizadas para o controle de
fitonematoides, visto que produzem exsudatos radiculares téxicos (Miller e Ahrens,
1971) elou por mecanismos de resisténcia, criando condicdes que ndo permitem o
desenvolvimento e reproducdo do nematoide no sistema radicular (Peacock, 1959).
Entre as plantas antagonistas a fitonematoides destacam-se as espécies dos géneros

Crotalaria, Mucuna e Tagetes (Ferraz et al., 2001)
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As plantas com propriedades antagonistas sdo dotadas de outra caracteristica
marcante, que € possuir em sua rizosfera, maior porcentagem de bactérias
antagonistas a fitonematoides do que em plantas n&o antagonistas, destacando-se as

encontradas na rizosfera das leguminosas (Kloepper et al.,1991).

O objetivo desse trabalho foi avaliar os efeitos de rizobactérias isoladas de
rizosfera e do interior de raizes de plantas antagonistas na mortalidade, mobilidade e
eclosdo dos juvenis, além da sua capacidade de promoc¢do de crescimento das
plantas, sua atividade quitinolitica e solubilizadora de fésforo e potassio.

2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Isolar e avaliar o potencial de rizobactérias do rizoplano e do interior das raizes

para o controle de Meloidogyne javanica e para a promocao de crescimento de soja.

2.2 Objetivos especificos

e |solarrizobactérias do rizoplano e do interior das raizes de plantas antagonistas
a nematoides;

e Avaliar o potencial de rizobactérias para o controle de Meloidogyne javanica
em casa de vegetacao;

e Avaliar a capacidade de promocao de crescimento de soja por isolados de
rizobactérias;

e Avaliar a capacidade de solubilizacdo de fésforo e potassio dos isolados em
meio de cultura,;

e Avaliar a capacidade de degradacdo de quitina dos isolados em meio de

cultura.
3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos in vitro foram conduzidos no Laboratério de Controle Bioldgico
de Fitonematoides (BIONEMA) e os experimentos in vivo na casa de vegetacdo do
Departamento de Fitopatologia, ambos pertencentes a Universidade Federal de

Vigosa.
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3.1 Identificacdo de Meloidogyne spp.

Fémeas extraidas de raizes de tomateiro da variedade suscetivel Santa Cruz
‘Kada’ foram submetidas a técnica de eletroforese de isoenzimas para confirmacéao

de espécie, conforme metodologia proposta por Carneiro e Almeida (2001).

3.2 Obtencéo e multiplicacédo dos in6culos de Meloidogyne javanica

Apos identificacdo, a populacdo pura de M. javanica foi mantida em plantas de
tomateiro suscetiveis da variedade Santa Cruz ‘Kada’ em casa de vegetagdo. Para
obtencdo de ovos e J2, a técnica de extracao utilizada foi proposta por Hussey e
Barker (1973), adaptada por Bonetti e Ferraz (1981).

3.3 Obtencéao das plantas antagonistas

As plantas de Mucuna pruriens e Crotalaria paulinia foram coletadas na Unidade de
Ensino, Pesquisa e Extensdo em Manejo, Producédo, Melhoramento e Conservacéo
de Recursos Fitogenéticos de Hortalicas e Sistemas Agroecologicos (MFHA — Horta
Velha) e as plantas de Crotalaria retusa foram coletadas na Unidade de Ensino,
Pesquisa e Extensdo “Vale da Agronomia”, ambos setores pertencentes a

Universidade Federal de Vicosa.

3.4 Isolamento de rizobactérias de plantas antagonistas

Para o isolamento das rizobactérias foram usados 10 g de segmentos de raizes
de plantas de Mucuna pruriens, Crotalaria paulinia e Crotalaria retusa. A essas
amostras foram adicionados 100 mL de solucéo salina (NaCl 0,85%), as quais foram
mantidas sob agitacdo durante 30 minutos em tubos Falcon® em agitador orbital com
velocidade de 170 rpm. Das suspensdes obtidas, foram realizadas diluicdes seriadas
de fator 10. Uma aliquota de 0,05mL de cada diluigdo foi colocada em placas de Petri
contendo o0 meio 523 (ndo seletivo) (Kado e Heskett, 1970) e espalhada com o auxilio
de uma alca de Drigalski. Cada tratamento foi composto por quatro repeticdes. As
placas foram transferidas para BOD em temperatura de 28°C onde permaneceram
por 48h. As colénias de morfologia diferentes foram selecionadas, repicadas e

incubadas em BOD a 28°C para crescimento dos isolados.
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3.5 Isolamento das bactérias endofiticas de plantas antagonistas

Para isolamento de bactérias endofiticas, foram coletadas raizes das plantas de
Mucuna pruriens, Crotalaria paulinia e Crotalaria retusa, e essas cortadas em
segmentos de aproximadamente 1 cm, lavadas com 4gua corrente e enxugadas com
papel absorvente. Em seguida, e em camara de fluxo laminar, a superficie das raizes
foi desinfestada com etanol 50% (v/v) durante 1 minuto, hipoclorito de sédio 2% por 6
minutos e lavadas trés vezes com 4gua estéril. Os segmentos foram macerados em 5
mL de agua estéril com o auxilio de almofariz, e ficaram em repouso por 15 min para
difusdo das bactérias na solucdo (Romeiro, 1999b). Da solucdo resultante do
macerado foram plaqueados 0,05 mL em meio 523 (Kado e Heskett, 1970) com o
auxilio de uma al¢a de Drigalski. Cada tratamento foi composto por quatro repeticdes.
As placas foram transferidas para BOD em temperatura de 28°C onde permaneceram
por 48 h. As colbnias de morfologia diferentes foram selecionadas, repicadas e

incubadas em BOD para crescimento dos isolados.

3.6 Selecao de cepas formadoras de enddsporos

Para selecédo de cepas formadoras de enddsporos, tubos Falcon® contendo 20
mL de meio Luria Broth (LB) (Bertani, 2004) liquido e os isolados provenientes dos
processos anteriores foram aquecidos em banho-maria a 80°C durante 20 min (Bettiol,
1995). Apds esse periodo, aliquotas de 50 pL foram adicionadas em placas de Petri
sobre o meio 523 (Kado e Heskett, 1970) e espalhadas com auxilio de uma alca de
Drigalski. As placas foram transferidas para BOD a 28°C, onde permaneceram por
48h. Os isolados que apresentaram crescimento foram selecionados para as préximas
etapas. Para cada isolado foram feitas trés repeticdes. Os isolados também foram
submetidos ao método de coloracdo proposto por Schaeffer-Fulton (1933) para

visualizacdo de formacéo de endosporos.

3.7 Selecao de cepas quitinoliticas

Dos isolados que apresentaram crescimento apos a selecdo de cepas
formadoras de endésporos, 5 UL de cada suspensdo contendo os isolados foram
adicionados sobre um disco de papel em placas de Petri contendo o meio de quitina
coloidal (Gupta et al., 1995), e em seguida foram incubados a 28°C por 72h. A

avaliacao foi feita a partir da observagao da formacéo de halo.
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3.8 Selecdo de cepas solubilizadoras de fosforo

Dos isolados que apresentaram crescimento apds a selecdo de cepas
formadoras de enddsporos, 5 L de uma suspensdo contendo os mesmos, foram
adicionados sobre um disco de papel em placas de Petri contendo o meio NBRIP
(National Botanical Research Institute’s Phosphato growth medium) (Nautiyal, 1999).
Os isolados foram incubados a 28°C por 48h. A avaliacdo foi feita a partir da

observacédo da formacéao de halo.

3.9 Selecdo de cepas solubilizadoras de potassio

Dos isolados que apresentaram crescimento apds o tratamento térmico para a
selecdo de cepas formadoras de endosporos, 5 pL de uma suspenséo contendo 0s
mesmos, foram adicionados sobre um disco de papel em placas de Petri contendo o
meio Aleksandrov (Hu et al., 2006), que em seguida foram incubados a 28°C por 48h.

A avaliacao foi feita a partir da observacéo da formacao de halo.

3.10 Selecao massal dos isolados para o controle de Meloidogyne javanica

Os isolados selecionados a partir dos testes anteriores, foram usados para
microbiolizacdo de sementes de soja MONSOY 6410 IPRO utilizando o método
proposto por Oostendorp e Sikora (1989) modificado para 24h. As sementes foram
imersas em suspensodes de solucdo salina (NaCl 0,85%) padronizadas contendo os
isolados (A= 600nm, OD= 0,1) e mantidas em temperatura ambiente. A testemunha

foi tratada apenas com soluc¢éo salina.

As sementes microbiolizadas foram semeadas em vasos de 500 mL contendo
substrato composto de solo e areia (3:1) e 10 dias apds o desenvolvimento das
plantulas, foram inoculados 500 ovos de M. javanica. Decorridos 45 dias apés a
inoculacdo, as plantas foram retiradas e foram avaliados os nimeros de ovos e de
galhas por sistema radicular. Para a extracdo de ovos, a metodologia usada foi
proposta por Hussey e Barker (1973), adaptada. A contagem das galhas foi feita de

forma manual. Os tratamentos foram divididos da seguinte forma:

e Sementes nao microbiolizadas + 500 ovos de M. javanica (controle

negativo);
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e Sementes microbiolizadas com Bacillus thuringiensis isolado M51
(controle positivo) + 500 ovos de M. javanica,
e Sementes microbiolizadas com os isolados de rizobactérias + 500 ovos

de M. javanica.

O isolado de Bacillus thuringiensis usado no controle positivo, pertence ao
laboratorio e possui efeito conhecido como agente de controle de M. javanica (Balbino,
2022). O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo, com delineamento
inteiramente casualizado e seis repeticées por tratamento. Os dados obtidos foram
submetidos a andlise de variancia (ANOVA), as médias foram agrupadas pelo teste F
e comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Quando necessario,
os dados foram transformados usando o método Box Cox, seguindo a equacéo fA (x)=
xA-1/\ para A#0. As analises foram feitas usando o software RStudio verséo
2023.06.2-561.

3.11 Avaliacdo em casa de vegetacao das cepas para promocao de crescimento

de soja e controle de Meloidogyne javanica

Os isolados com melhor desempenho apds a selecdo massal foram levados
novamente para a casa de vegetacdo. As sementes foram novamente microbiolizadas
seguindo o0 mesmo padrdo do experimento anterior e semeadas em vasos de 2L

contendo substrato composto de solo e areia (3:1).

Para avaliacdo do efeito de promocéo de crescimento, os tratamentos foram

divididos em:

e Sementes ndo microbiolizadas (controle negativo);

e Sementes microbiolizadas com os isolados de melhor desempenho;

e Aplicagcéo de Pochonia chlamydosporia (Isolado Pc 10) no suco de plantio
com calibracdo de 2,8 x 10% clamidésporos/mL por vaso (controle

positivo).

O isolado Pc 10 usado no controle positivo, pertence a colecdo de fungos do
Laboratério de Controle Bioldégico de Fitonematoides e realiza a colonizacdo e
inativacao de ovos e fémeas de nematoides sedentarios e promove o crescimento em

plantas de soja. Decorridos 45 dias apés o plantio, as plantas foram avaliadas quanto



18

a sua altura, massa fresca de parte aérea, massa seca de parte aérea, massa fresca
de raiz e massa seca de raiz. Os dados obtidos foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA), as médias foram agrupadas pelo teste F e comparadas pelo teste
de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Quando necessério, os dados foram
transformados usando Vx ou log x. As andlises foram feitas usando o software RStudio
versao 2023.06.2-561.

Para avaliacdo do efeito como agentes de controle de M. javanica, 0S

tratamentos foram divididos em:

e Sementes nao microbiolizadas + 2000 ovos de M. javanica (controle negativo);
e Sementes microbiolizadas com Bacillus thuringiensis isolado M51 + 2000 ovos
de M. javanica

e Sementes microbiolizadas + 2000 ovos de M. javanica.

As plantulas foram inoculadas 10 dias apds semeadura. Decorridos 48 dias apés
inoculacao, as plantas foram retiradas e avaliadas quanto ao nimero de ovos e galhas
por sistema radicular. Para a extracao de ovos, a metodologia usada foi proposta por
Hussey e Barker (1973), adaptada. A contagem das galhas foi feita de forma manual.
O experimento foi conduzido em casa de vegetacao, com delineamento inteiramente
casualizado e oito repeticbes por tratamento. Os dados obtidos foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA), as médias foram agrupadas pelo teste nao paramétrico
de Kruskal-Wallis e comparadas pelo teste de Post-Hoc a 5% de probabilidade.
Quando necessario, os dados foram transformados usando Vx. As anélises foram

feitas usando o software RStudio versao 2023.06.2-561.

3.12 Identificagcdo dos isolados
Os isolados com melhor desempenho foram identificados com o meio presuntivo
HiCrome™ Bacillus Agar Base (HIMEDIA).

3.13 Monitoramento de temperatura

Durante toda a condugé&o do experimento em casa de vegetacao, a temperatura
foi monitorada. A média minima ficou em 20,8°C, a média maxima em 33,1°C e a
meédia total em 27,0°C. A temperatura do solo também foi monitorada e a média ficou
em 29,5°C.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Identificacéo da populacdo de Meloidogyne javanica

A eletroforese de isoenzimas € baseada na migracdo de moléculas de acordo
com sua carga elétrica e peso molecular em campo elétrico. A identificacdo de
Meloidogyne spp. € feita, mais comumente, pela enzima esterase (EST), mas existem
outras enzimas que podem ser utilizadas e complementam a informacéo fornecida

pela esterase.

Para a maior parte das populacbes de Meloidogyne javanica o perfil de enzima
Est J3 (Rm: 1,0; 1,25; 1,4), entretanto, algumas populacées podem apresentar perfil
J2 (Rm: 1,0; 1,25) e J2a (Rm: 1,0; 1,4), com a auséncia de uma das bandas, presentes
no perfil J3. Para a montagem desse experimento, as fémeas foram extraidas de
plantas de tomateiro suscetivel e submetidas a essa técnica. Para as duas canaletas
externas foram usadas fémeas de uma populagdo jA conhecida e purificada de
Meloidogyne javanica e para as canaletas internas as fémeas das populacbes de
interesse para montagem do experimento. Seguindo o padrdo de bandas das
canaletas externas, as canaletas contendo as fémeas das populagcdes de interesse
também apresentaram o padrdo J3 da enzima esterase (Figura 1), confirmando a
espécie de Meloidogyne javanica e permitindo a conducdo do experimento com maior

seguranca e precisao.

Figura 1: O padrao de bandas das canaletas externas (1 e 10), comparado ao padrao
de bandas das canaletas internas (2 a 9) apresentam o mesmo padrao J3 da enzima

esterase para Meloidogyne javanica, confirmando a espécie do nematoide.
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4.2 Isolamento de rizobactérias de plantas antagonistas

A partir do isolamento de rizobactérias foram obtidos 33 isolados, dos quais 12
foram provenientes da superficie de raizes de Mucuna pruriens (Mucuna Cinza),
identificados com Mc, 10 de raizes de Crotalaria paulinia, identificados com Cp e 11
de Crotalaria retusa, identificados com Cr. Do isolamento de bactérias endofiticas
foram obtidos 17 isolados, dos quais 9 provenientes do extrato de raizes de Mucuna
pruriens, identificados com McE, 5 do extrato de raizes de Crotalaria paulinia,

identificados com CpE e 11 de Crotalaria retusa, identificados com CrE.

4.3 Selecéo de cepas formadoras de endosporos

Os 50 isolados obtidos tanto do rizoplano quanto do interior das raizes de soja
foram submetidos a um tratamento térmico em banho-maria a 80°C durante 20 min
(Bettiol, 1995), com o intuito de selecionar cepas formadoras de enddsporos (Figura
2). Dos 50 isolados submetidos ao tratamento térmico, 27 isolados sobreviveram
(Tabela 1).

Figura 2: Células bacterianas, do isolado CpE2 de rizobactérias, coloridas pela
técnica de Schaeffer-Fulton (1933) para visualizacdo de enddsporo apdés o tratamento
térmico. O endosporo, apos coloragdo, assume cor verde e esta presente dentro da
célula bacteriana.
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Tabela 1. Isolados de rizobactérias provenientes de plantas antagonistas que

sobreviveram ao tratamento térmico.

Mucuna pruriens  Crotalaria paulinia  Crotalaria retusa

Mc4 Cpl Crl

Mc5 Cp4 Cr3

Mc6 Cp5 Cr4

Mc8 Cpl0 Cr5
Mc10 CpE1l Cr6
Mcl1 CpE2 Cr7
Mc12 Cr8
McE1 Cro
McE2 Crll
McE4 CrE4
MCcES

O enddsporo ou esporo bacteriano, € uma estrutura de resisténcia que nao
apresenta metabolismo. Sua formacao se d& pelo processo de desidratacdo da célula
bacteriana e formacao de uma parede espessa dentro da membrana celular quando
a bactéria se encontra em uma condicdo adversa ao seu desenvolvimento (Dunlap et
al., 2012). Visto que os enddsporos bacterianos podem permanecer em estado de
dorméncia por longos periodos e sobreviver em condicdes criticas, a presenca dessa
estrutura em um isolado com potencial de controle de patdbgenos como 0s
fitonematoides, permite que ele seja incorporado ao solo durante o preparo pré-
plantio, e assim que as condi¢Bes foram favoraveis ao seu desenvolvimento, ele atue
como agente de controle sobre o patégeno (Tortora et al., 2013). Bactérias do género
Bacillus sé@o as grandes representantes de agentes de biocontrole de sucesso, sendo
Bacillus thuringiensis (Bt) o grande destaque do controle biolégico. Além da sua
capacidade de facil reproducao, B. thuringiensis produz proteinas denominadas Cry,
das quais Cry, Cry5, Cry6, Cryl2, Cryl3, Cryl4 e Cry21 apresentam atividade
nematicida (Guo et al., 2008; Bravo, 2018; Gutiérrez et al., 2019).

4.4 Selecao de cepas quitinoliticas, solubilizadoras de fésforo e potassio

Para a selecéo de cepas quitinoliticas, os 27 isolados foram plaqueados em
meio contendo quitina coloidal. Ap6s o periodo de incubacéo, 6 isolados (Figura 3)
apresentaram a formacdo de halo no meio, indicando a degradacao de quitina. As
bactérias do género Bacillus sdo capazes de degradar uma ampla gama de substratos

insollveis através de enzimas hidroliticas extracelulares, um exemplo desses
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substratos é a quitina (Tolosa, et al., 2022). Um isolado com potencial de degradar
quitina pode ser muito promissor para o controle de fitonematoides, visto que, a casca
do ovo de um nematoide é composta por trés camadas: vitelinica (mais externa),
quitinosa (intermediéaria) e lipidica (mais interna) (Eisenback; Hunt, 2009). O principal
papel da camada quitinosa é fornecer ao ovo resisténcia estrutural. Se removida, a
camada lipidica poderia ser mais facilmente atingida, o que permitiria a entrada de
compostos toxicos que tornariam 0s ovos inviaveis, dessa forma, reduzindo a

populacdo do patdgeno no solo (Arthur; Sanborn, 1969 apud Wharton, 1980).

Figura 3: Isolados de rizobactérias que apresentaram formacéo de halo indicador de

degradacédo de quitina in vitro no meio de quitina coloidal.

Os 27 isolados também foram plagueados em meio contendo fésforo e potassio
para que cepas com potencial de solubilizacdo desses dois nutrientes fossem
selecionadas. Passado periodo de incubagdo, para o meio contendo fésforo, 18
isolados (Figura 4) apresentaram a formacdo de halo, indicando a solubilizacéo do
nutriente presente no meio, ja para o meio contendo potassio, apenas 3 isolados
(Figura 5) formaram halo. Rizobactérias ja sdo amplamente difundidas no meio
agricola como promotoras de crescimento de plantas, visto que sua utilizacdo acarreta
inUmeras vantagens, tais como: reducdo na utilizacdo de fertilizantes quimicos,
melhores rendimentos na cultura, além de ser muito mais amigavel ao meio ambiente

(Romeiro, 2007; Freitas, 2007). Um mecanismo que chama bastante atencao nesses
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microrganismos € a capacidade de disponibilizar fosfato no solo quando ele esta
presente de forma nao aproveitavel para as plantas. Esse macronutriente que
participa dos principais processos que envolvem o crescimento e produtividade das
plantas, ainda € um elemento limitante nos solos do Brasil, exigindo de agricultores
doses elevadas de adubacao fosfatada para que obtenham resultados melhores de
rendimento na producao da cultura. Dessa forma, as rizobactérias com capacidade de
solubilizar fosfato se tornam uma alternativa para que se tenha uma melhora no
aproveitamento da adubacdo fosfatada, o que também acarreta uma melhor
produtividade da cultura, ja que elas conseguem proporcionar formas disponiveis de
fésforo para as plantas (Khan et al., 2007; Vieira Junior et al., 2013; Velasco-Jiménez
et al., 2020).
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Figura 4: Isolados de rizobactérias que apresentaram formacéo de halo indicador de solubilizacéo de fésforo in vitro no meio NBRIP
(Nautiyal, 1999).
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Uma outra caracteristica interessante e atrativa em rizobactérias é a
capacidade de solubilizar potassio. Esse macronutriente esta envolvido em funcbes
muito importantes para o desenvolvimento das plantas, como: fotossintese, regulacéo
da abertura e fechamento dos estdmatos, sintese de proteinas, transporte de
acucares, entre outras. A identificacao de isolados com capacidade de solubilizar esse
elemento, torna a adubac&o muito mais eficiente e aumenta a produtividade (Parmatr;
Sindhu, 2013; Velasco-Jiménez et al., 2020). E importante ressaltar que dentro dos
géneros de rizobactérias ja relatados como bons atuantes na solubilizacdo desses
dois macronutrientes estd o género Bacillus, que € um excelente agente de controle
biolégico de fitonematoides (Vieira Junior et al., 2013; Etesami et al., 2017), dessa
forma, é possivel pensar na possibilidade de um isolado que, além de promover
crescimento nas plantas, também atue no controle de microrganismos fitopatogénicos

do solo.

Figura 5: Isolados de rizobactérias que apresentaram formacao de halo indicador de

solubilizac&o de potassio in vitro no meio Aleksandrov (Hu et al., 2006).

A etapa de selecdo massal em casa de vegetacdo, para identificacdo de
possiveis agentes de biocontrole para Meloidogyne javanica, identificou 8 dos 27
isolados com capacidade de reduzir de 63,9 a 80,4% a quantidade de ovos por grama
de raiz em relacdo ao controle (Figura 6) e 16 dos 27 isolados com capacidade de
reduzir 59,3 a 90,4% a quantidade galhas por grama de raiz em relacdo ao controle
(Figura 7). Para confirmacdo dos resultados, 8 isolados foram novamente levados
para a casa de vegetacao. O critério para selecdo dos isolados nessa etapa foi a
juncdo das duas variaveis analisadas. Os isolados que tiveram tanto redugdo no

namero de ovos quanto no numero de galhas, foram novamente avaliados. O isolado
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identificado como Cp4 obteve o melhor resultado dentre os 8 tratamentos, com
reducdo de 65,8% na quantidade de ovos por grama de raiz (Figura 8) e 70,6% no
namero de galhas por grama de raiz (Figura 9) em relagdo ao controle, confirmando

seu desempenho nos dois ensaios.

A reducdo no numero de ovos e galhas observada nesses ensaios pode ser
explicada por alguns mecanismos antagonistas utilizados por rizobactérias. O controle
de nematoides usando esses microrganismos pode estar relacionado com diversos
processos, como: producao de toxinas que podem acarretar a morte do nematoide
e/ou afetar sua movimentacéo, inibicdo da eclosdo de juvenis dos ovos ou ainda
interferéncia no processo de interacao planta-patégeno que pode afetar a penetracao
dos juvenis nas raizes (Siddiqui; Mahmood, 1999; Pires et al., 2022). Wille, et al.
(2018) identificou uma reducdo de 49% no fator de reproducédo de Meloidogyne
incognita em mudas de figueira tratadas com rizobactérias. Resultados similares
foram encontrados por Ribeiro et al. (2012), que verificou 23 isolados de rizobactérias
causam mortalidade acima de 70% em populacbes de Meloidogyne javanica, dos
quais 6 tiveram indices de mortalidade acima de 80%. Outros pesquisadores
colaboram para que esses resultados sejam justificados. Siddiqui et al. (2001) e
Siddiqui e Shaukat (2004), observaram por meio de teste in vitro que isolados de
Bacillus subtilis e Pseudomonas aeruginosa possuem efeito nematicida sobre juvenis
de M. javanica. Siddiqui e Shaukat (2003), observaram que Pseudomonas fluorescens
€ capaz de produzir metabdlitos que atuam como inibidores da eclosao de ovos. A
reducdo no namero de ovos pode estar associada com a possivel producéo desses
metabdlitos nos isolados selecionados. Um menor nimero de ovos eclodindo também
implica em menos juvenis penetrando o sistema radicular da planta, formando menos

sitios de alimentacao, logo, reduzindo o nimero de galhas presentes nas raizes.
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Figura 6: Médias da contagem do numero de ovos por grama de raiz relativas aos tratamentos com rizobactérias para o controle de

Meloidogyne javanica e aos controles utilizados em plantas de soja MONSOY 6410 IPRO na etapa de selecdo massal dos isolados.

35000
0000

b
0 I
N
o

e
,é(-" \h
L
C.P

ica
= T = TR
on

-

[
=oon
=5 2
[ T )

Ovos/g de raiz M. javan
g

b b b ; . )
b b
I I b b b b b b b a
I I I I I | |
& & & & & & & > &F & ¢

i ]
f 2
g ¢

Isolados

Valores identificados com a mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.



28

Figura 7: Médias da contagem do numero de galhas por grama de raiz relativas aos tratamentos com rizobactérias para o controle
de Meloidogyne javanica e aos controles utilizados em plantas de soja MONSOY 6410 IPRO na etapa de selecdo massal dos

isolados.
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Um outro mecanismo interessante associado a rizobactérias € a inducéao de
resisténcia. Algumas rizobactérias possuem a capacidade de aumentar o sistema de
defesa das plantas, tal mecanismo € conhecido como Resisténcia Sistémica Induzida,
ou ISR (do inglés Induced Systemic Resistance). Ao colonizar o sistema radicular de
uma planta, algumas moléculas que estdo presentes na célula bacteriana, que
também séo sintetizadas por ela, vao atuar como eliciadores. Os eliciadores
funcionardo como promotores de ativacdo de mecanismos de defesa, ocorrendo,
dessa forma, a ISR. A resposta de resisténcia na planta vai depender do acido
jasménico e etileno, visto que é a acumulacao dessas moléculas que coordena a nivel
sistémico a capacidade de defesa (Van Loon et al., 1998; Barbosa, 2009; Lucas et al.,
2013; Sunar et al., 2015). Nos graficos 3 e 4, é possivel observar que, mesmo 0s
isolados que tiveram desempenho inferior ao isolado Cp4, apresentaram uma reducao
consideravel no nimero de ovos por grama de raiz em relacdo ao controle, variando
entre 33,4 e 57%, como é o caso do isolado Crl, que apresentou 143 galhas por
grama de raiz, mas uma reducao de 45,7% no numero de ovos. Tal fato pode estar
associado a possivel inducéo de resisténcia desses isolados nas plantas de soja, onde
0 nematoide consegue penetrar, o que explica o valor elevado no nimero de galhas,
mas nao consegue se reproduzir, reduzindo o numero de ovos presentes no sistema
radicular. Tais resultados sdo similares aos encontrados por Fabry (2006), onde um
isolado de Rhizobium etli apresentou reducéo de 35,3% no namero de galhas e 38,8%
no numero de ovos de Meloidogyne javanica por sistema radicular de plantas de
tomateiro. O mesmo autor também observou outros trés isolados de rizobactérias
atuando na inducao de resisténcia e reduzindo significativamente o nimero de galhas
e massas de ovos de Meloidogyne javanica e Meloidogyne incognita aplicados em
microbiolizacdo de sementes. Hackenberg e Sikora (1994) também observaram que
ao tratar tubérculos de batata com Agrobacterium radiobacter houve uma reducédo na

penetracdo de juvenis de Globodera pallida e reducao de eclosé&o de juvenis in vitro.



30

Figura 8: Reducdo do numero de ovos de Meloidogyne javanica em raizes de soja

por rizobactérias pré-selecionadas.
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Valores identificados com a mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de
Post-Hoc a 5% de probabilidade.

Figura 9: Reducao do numero de galhas de Meloidogyne javanica em raizes de soja
por rizobactérias pré-selecionadas.
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Apesar de nem sempre conhecidos, o efeito de toxinas ou a producdo de
antibidticos sdo os mecanismos mais comumente associados ao biocontrole usando
bactérias. E importante que se considere alguns critérios para que se diferencie ISR
de outros mecanismos que reduzem as doencas de plantas (Fabry, 2006). E
importante considerar que se a bactéria esta em uma parte da planta e 0 nematoide
em outra (método de raiz bipartida), se houver reducdo no nimero de ovos, galhas,
juvenis, entdo fica claro o efeito indireto, sendo translocado pela planta de forma
sistémica. A auséncia de efeitos tdéxicos da bactéria como agente indutor sobre o
nematoide, s6 pode ser percebida se eles estiverem separados (Steiner; Schdnbeck,
1995). Seja por ISR ou qualquer outro mecanismo, o que se tem é a comprovacao de

que rizobactérias sdo bons agentes de biocontrole.

O interesse por rizobactérias que atuem como promotoras de crescimento de
plantas tem aumentado nos ultimos anos, visto que elas podem ser uma alternativa
ao uso de fertilizantes quimicos (Chagas Junior et al., 2021). Os 8 isolados com melhor
desempenho no controle de M. javanica também foram levados para ensaio em casa
de vegetacdo para identificar possiveis agentes de promoc¢do de crescimento em

plantas de soja (Figura 10).

Figura 10: Médias da altura de parte aérea de plantas de soja tratadas com

rizobactérias pré-selecionadas.

= 70,0 a .
L s00 a .
e 50,0 b
= b b
E 40,0 b b b
2 30,0
5]
T 200
i
5 100
=
= 00
™ -2} b= . ™ In ) ) My A
R G Sy ‘6@\ R g ¢ ¢
& é,o“
Isolados

Valores identificados com a mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de
Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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Contudo, em relacdo a massa de parte aérea, tanto fresca quanto seca, o isolado identificado com Mc6, mostrou um excelente
desempenho em relacdo ao tratamento controle negativo e teve média muito proxima do isolado de Pc 10, que € um fungo ja

mundialmente conhecido pelo seu efeito de promocéo de crescimento nas plantas (Figura 11).

Figura 11: Médias da massa fresca (A) e da massa seca (B) da parte aérea relativas aos oito tratamentos com rizobactérias para
promogéao de crescimento
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Em relacdo a massa de raiz, tanto fresca quando seca, um outro isolado aparece junto ao Mc6, o isolado identificado com McE4.
Entretanto, para essa variavel, eles se igualaram ao controle negativo, o que pode inferir que, talvez eles ndo sejam tao bons, ja que
suas médias se compararam com um tratamento que ndo possuia sementes microbiolizadas com nenhum isolado, mas que o0s
outros isolados ndo possuem um efeito positivo no sistema radicular das plantas, ja que suas médias foram inferiores ao tratamento

controle negativo (Figura 12).

Figura 12: Médias da massa fresca (A) e da massa seca (B) de raiz relativas aos oito tratamentos com rizobactérias.
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Chagas Junior et al. (2021), ao tratar sementes de soja com Bacillus sp. em diferentes
doses, notou médias superiores para a altura de planta, comprimento radicular, massa
seca de parte aérea, massa seca radicular e massa seca total para todas as doses de
inoculante que foram aplicadas, quando comparadas a testemunha. Fabry (2006), em
contrapartida, ndo notou nenhum efeito significativo de Rhizobium etli no crescimento
de plantas de tomateiro. Geralmente rizobactérias atuam como promotoras de
crescimento, mas isso ndo € uma regra. Vonderwell et al. (2001) observaram um
aumento de concentracdo de acido indol-acético (IAA) apos a inoculacdo de um
isolado de Bacillus subtilis em plantulas de Pinus taeda L. Sikora (1998) que inoculou
plantas de algodao, amendoim e beterraba agucareira com um isolado de Bacillus
subtilis ndo observou alteracdo significativa de peso de raizes e parte aérea. Outro
exemplo de rizobactéria € Pseudomonas fluorescens que atua na producao de auxina,
mas nao teve efeito significativo de promoc¢ao de crescimento quando inoculada
(Boronin et al., 1993). O que talvez seja uma grande questdo nesse aspecto é
entender como a bactéria atua, qual a melhor forma de aplicacéo, qual a melhor dose,
ja que cada microrganismo possui sua particularidade e uma forma de se relacionar

com seu hospedeiro.

A identificacdo dos isolados com maior efeito no controle de M. javanica e ha
promocdo de crescimento foi feita através do uso do meio presuntivo HiCrome™
Bacillus Agar Base (HIMEDIA). O meio funciona a partir do principio da metabolizacéao,
por reacdes enziméaticas especificas, sobre os substratos cromogénicos, resultando
em um componente visivel na forma de cores. Cada microrganismo reage com o meio
de forma simples e especifica de acordo com sua espécie, 0 que produz cores

visualmente distintas (Figura 13; Tabela 2) (Alipi; Abrahamovich, 2019).

Figura 13: Identificacdo das espécies dos isolados de rizobactérias com o meio
HiCrome™ Bacillus Agar Base (HIMEDIA). A coloracdo do meio indica a espécie de

Bacillus isolada.



35

Bacillus megaterium Bacillus subtilis

Bacillus thuringiensis

Tabela 2: Identificacdo de espécies de isolados de rizobactérias, por cédigo da planta
do qual foi isolado, com maior eficiéncia no controle de M. javanica e na promocéo de

crescimento da soja.

Isolado Identificacao
Cp4 Bacillus megaterium
Mc6 Bacillus thuringiensis

McE4 Bacillus subtilis

Esses isolados ainda serdo submetidos aos métodos de andlise tradicionais de
biologia molecular, contudo, o0 meio se mostrou uma ferramenta Util para esse

processo de pré-identificagdo presuntiva.

Alippi e Abrahamovich (2019) e Alippi (2019) usaram o meio HiCrome™
Bacillus Agar Base (HIMEDIA) para identificacdo de 197 isolados de Bacillus,
Paenibacillus, Brevibacillus, Lysinibacillus e Rummeliibacillus. Os 197 isolados de 24
espécies diferentes foram identificados usando métodos tradicionais de biologia
molecular e depois plagueados em meio contendo HiCrome para teste de
confiabilidade do meio. As colbénias coloriram de acordo com a espécie do isolado e o
meio se mostrou uma alternativa rapida e confiavel para identificacdo de Bacillus,

Paenibacillus, Brevibacillus e Lysinibacillus.

O isolado Cp4, proveniente de Crotalaria paulinia, promoveu uma redugéo no
namero de ovos de M. javanica de 74,5% na primeira selecéo e de 65,8% no numero
de ovos por grama de raiz e de 70,6% de reducdo no numero de galhas por grama de
raiz, na segunda selecdo em casa de vegetacdo, porém ndo promoveu O

desenvolvimento vegetal, chegando a reduzir a massa de raiz da soja em relagao ao
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tratamento controle. Ja o isolado Mc6, proveniente de Mucuna pruriens, resultou em
uma reducdo do numero de ovos por grama de raiz de 80% na primeira selecéo
(selecdo massal) quando comparado ao tratamento testemunha e de 57% o nimero
de ovos por grama de raiz de soja na segunda selecdo. Entretanto, este isolado, além
de controlar a reproducdo do nematoide, promoveu um aumento de 22% de massa
seca de raiz e de 79% de massa seca de parte aérea das plantas quando comparado
ao tratamento testemunha, ndo diferindo-se do observado com o uso do Pc 10,
controle positivo. McE4 também se mostrou capaz de controlar o nematoide e

promover o crescimento da soja, porém em nivel um pouco inferior ao da Mc6.

5 CONCLUSAO

O isolado Mc6, proveniente da planta de mucuna cinza e identificado como Bacillus
thuringiensis, € a rizobactéria com maior potencial para mais estudos e
desenvolvimento de um produto de controle biolégico para o mercado agricola. Além
de controlar M. javanica, o isolado também se mostrou eficiente na promocdo de

crescimento de soja.
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