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SUPRESSAO DE Meloidogyne javanica E PROMOCAO DE CRESCIMENTO

DA SOJA POR LINHAGENS DE Bacillus thuringiensis

RESUMO

A soja é um dos produtos mais produzidos e exportados pelo Brasil, porém
apresenta elevadas perdas devido aos nematoides. Os nematoides de galha
(Meloidogyne javanica e M. incognita) estdo entre as principais espécies que
causam danos econdmicos na cultura e apresentam dificil controle. Este trabalho
teve como obijetivo identificar o potencial de 43 cepas de Bacillus thuringiensis
no controle de Meloidogyne javanica e no desenvolvimento vegetativo da soja.
O experimento foi conduzido em um delineamento inteiramente casualizado com
10 repeticOes em casa de vegetagdo. Foram avaliadas altura, massa fresca das
partes aéreas e raizes, numero de vagens, numero de nematoides totais nas
raizes, fator de reproducédo e nimero de nematoides por grama de raizes. O
potencial nematicida foi encontrado nas linhagens B. thuringiensis pakistani T13
001, B. thuringiensis morrisoni TO8 001, B. thuringiensis Galleriae TO5 001, B.
thuringiensis suB. thuringiensisoxicus T06 001, B. thuringiensis shandogiensis
T22 001, B. thuringiensis ostridial TO8 A 001, B. thuringiensis londrina, B.
thuringiensis kenyae T04 A001 e B. thuringiensis sumiyoshiensis e as linhagens
B. thuringiensis tochigiensis, B. thuringiensis canadensis, B. thuringiensis sotto
TO4 001, B. thuringiensis tohokuensis, B. thuringiensis tenebrionis, B.
thuringiensis finitimus T02 001, B. thuringiensis kurstaki (HD1), B. thuringiensis
morrisoni TO8 001, B. thuringiensis toumanoffi T11 001, B. thuringiensis
neoleonensis T24 001, B. thuringiensis silo T26 001, B. thuringiensis

entomocidus TO6 A 001, B. thuringiensis kurstaki (HD73), B. thuringiensis kenyae



Vil

T04 A001, B. thuringiensis toyamensis e B. thuringiensis yunnanensis T20 001
promoveram maior desenvolvimento da soja comparado a testemunha. O
isolado B. thuringiensis morrisoni TO8 001 destacou-se em reduzir em 30% o
namero total de nematoides e em apresentar 21% a mais de vagens na soja

guando comparado a testemunha.

Palavras-chave: Controle biologico. Desenvolvimento vegetativo. Bacillus

thuringiensis.



SUPPRESSION OF Meloidogyne javanica AND SOYBEAN GROWTH
PROMOTION BY Bacillus thuringiensis STRAINS
ABSTRACT

Soybean is one of the most produced and exported products in Brazil, but
it has high losses due to nematodes. Root-knot nematodes (Meloidogyne
javanica and M. incognita) are difficult to control and they are among the main
species that cause economic damage to crops. This work aimed to identify the
potential of 43 strains of Bacillus thuringiensis in the control of Meloidogyne
javanica and the soybean vegetative growth. The experiment was conducted in
a completely randomized design with 10 replications in a greenhouse. Height,
fresh mass of shoots and roots, reproduction factor, total number of nematodes
in the roots, number of nematodes per gram of roots and number of pods were
evaluated. The presence of nematicidal potential was found in strains B.
thuringiensis pakistani T13 001, B. thuringiensis morrisoni TO8 001, B.
thuringiensis galleriae TO5 001, B. thuringiensis suB. thuringiensisoxicus T06
001, B. thuringiensis shandogiensis T22 001, B. thuringiensis ostridial TO8 A 001,
B. thuringiensis londrina, B. thuringiensis kenyae T04 A0O01 and B. thuringiensis
sumiyoshiensis and strains B. thuringiensis tochigiensis, B. thuringiensis
canadensis, B. thuringiensis sotto T04 001, B. thuringiensis tohokuensis, B.
thuringiensis tenebrionis, B. thuringiensis finitimus TO2 001, B. thuringiensis
kurstaki (HD1), B. thuringiensis morrisoni TO8 001, B. thuringiensis toumanoffi
T11 001, B. thuringiensis neoleonensis T24 001, B. thuringiensis silo T26 001, B.
thuringiensis entomocidus TO6 A 001, B. thuringiensis kurstaki (HD73), B.

thuringiensis kenyae T04 A001, B. thuringiensis toyamensis and B. thuringiensis



yunnanensis T20 001 promoted greater soybean development compared to the
control. The strain B. thuringiensis morrisoni TO8 001 stood out in reducing the
total number of nematode by 30% and in presenting 21% more pods in soybean

when compared to the control.

Keywords: Biological control. Vegetative development. Bacillus thuringiensis.



1. INTRODUCAO

A soja é um dos principais produtos consumidos no mundo, sendo esse
consumo de 363,1 milhdes de toneladas e uma producdo mundial de 352,7
milhdes de toneladas para a safra 2021/2022 (USDA, 2022a) na qual o Brasil
destaca-se por ser o principal produtor e exportador, representando mais de um
terco da producéo de soja no mundo (USDA, 2022b) com uma &rea cultivada de
40,9 milhdes de ha e uma producdo de 124 milhdes de toneladas, havendo
expansao de area semeada a cada nova safra (CONAB, 2022).

Os nematoides parasitos de plantas causam elevados danos para a soja,
com perdas estimadas em 32% (OERKE et al., 2012). Mais de 100 espécies de
nematoides ja foram associadas a ela, sendo que os mais prejudicais sdo 0s
nematoides de galha, de cisto, das lesdes radiculares e o reniforme (OLIVEIRA
et al., 2018). Entre os nematoides de galha, as espécies mais frequentes séo
Meloidogyne javanica e M. incognita que causam manchas cloréticas, nanismo
nas plantas, abortamento das vagens, amadurecimento prematuro das plantas

e galhas nas raizes das plantas de soja (SOARES; NASCIMENTO, 2021).



Para reduzir essas perdas, deve-se realizar o controle de nematoides que
envolve o uso de diferentes métodos, sendo eles a rotacdo de culturas com
plantas ndo hospedeiras e/ou resistentes, cultivares resistentes/tolerantes,
revolvimento do solo, uso do controle quimico e biolégico (INOMOTO et al.,
2016).

O controle biolégico com o uso de bactérias do género Bacillus tém
mostrado potencial bionematicida e auxilia no desenvolvimento da soja, segundo

estudos realizados por Castaneda-Alvarez et al. (2016).



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Nematoide de galha (Meloidogyne javanica)

As espécies de Meloidogyne tornaram-se um problema critico para 0s
paises sojicultores das regides tropical e subtropical devido ao monocultivo e
pouca oferta de cultivares resistentes (SILVA, 1988). No Brasil, M. javanica esta
associado as maiores perdas de producédo da cultura da soja (ASMUS, 2001).

Com a finalidade de controlar M. javanica, o uso do controle biol6gico com
bactérias pode ser uma alternativa, apresenta seguranca ambiental (WEI et al.,
2003), além da crescente necessidade de buscar outros métodos além do uso

de cultivares resistentes.

2.2 Controle biolégico com espécies de Bacillus

O controle biologico atua de forma a reduzir os danos ou a populacao dos
nematoides através do uso de antagonistas, de forma natural ou através da
introducéo artificial desses inimigos naturais (STIRLING, 2018), que minimizam
os danos ambientais e o elevado custo do controle quimico (DONG; ZHANG,

2006).



Entre os principais inimigos naturais estdo as bactérias do género
Bacillus, compostas por mais de 260 espécies utilizadas como controle biolégico
de insetos, nematoides, promotoras de desenvolvimento das plantas, entre
outros beneficios. Essas bactérias produzem mecanismos de resisténcia em
condicBes de estresse como antibidticos e enddsporos capazes de tolerarem
condicbes anaerdbicas, altas temperaturas, falta de agua, nutrientes e pH
desfavoravel (CAWOQY et al., 2011).

Algumas espécies se destacam por apresentarem potencial bionematicida
devido a producdo de antibidticos, enzimas, exotoxinas e metabodlitos com
atividade nematicida, além da onipresenca na rizosfera, colonizacdo das raizes

e promocao do crescimento das plantas (ENGELBRECHT et al., 2018).

2.3 Uso do Bacillus thuringiensis como controle biolégico de
nematoides

Dentre as espécies do género Bacillus, o Bacillus thuringiensis (B.
thuringiensis) é capaz de produzir cristais (Cry) de proteinas que atuam como
toxinas capazes de inibir a eclosédo de juvenis, bem como causar a mortalidade
de nematoides juvenis (WEI et al., 2003). Existem diferentes cepas de B.
thuringiensis que produzem diferentes cristais que atuam de forma especifica
(USTA, 2013), ou seja, algumas cepas podem controlar algumas espécies de
nematoides enquanto outras nao surtem nenhum efeito nessas mesmas
espécies (WEI et al., 2003).

Considerando que as cepas produzem diferentes cristais, a realizacao de

um teste de eficacia € importante para identificar qual delas apresentara o melhor



resultado para reduzir os nematoides de galha (M. javanica), bem como

promover o melhor desenvolvimento vegetativo da soja.



3. OBJETIVO
O presente trabalho teve como objetivo identificar cepas de B.
thuringiensis que podem ser utilizadas no controle do M. javanica e que

promovem o desenvolvimento vegetativo da soja.



4. MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado em casa de vegetacdo, no LabNema
(Laboratério de Nematologia), localizado no Departamento de Ciéncias da
Producéo Agricola - Fitossanidade, na Universidade Estadual Paulista (Unesp),
Faculdade de Ciéncias Agrérias e Veterinarias (FCAV), Campus de Jaboticabal,

Sao Paulo, Brasil.

4.1 Delineamento do experimento

O experimento foi conduzido em um delineamento inteiramente
casualizado com 47 tratamentos e 10 repeticbes. Foi realizado em vasos
distribuidos aleatoriamente em bancada suspensa.

Ao total, foram avaliados 47 tratamentos, sendo 43 linhagens de B.
thuringiensis, mais um tratamento com Avicta® (Abamectina, 1,25 mL/kg de
sementes) e Votivo Prime® (Bacillus firmus cepa 1-1582, 3,7 mL/kg de sementes),
utilizados como controles comerciais, e as testemunhas, com e sem inoculacao

de M. javanica.



4.2 Crescimento das linhagens de Bacillus thuringiensis

As 43 linhagens, obtidas no Laboratorio de Genética de Bactérias e
Biotecnologia Aplicada (LGBBA), da Unesp de Jaboticabal, foram crescidos em
meio de cultura Luria Bertani (LB) com acréscimo de sais que apresenta 1g de
glicose, 8 g de caldo nutritivo, 5 g de extrato de levedura, 10 g de triptona, 5 g
de NaCl, 0,3 g MgS04, 0,02 g de FeS04, 0,02 g de ZnS04, 0,02 g de MnSO4 e
15 g de agar bacterioldgico. Para totalizar 1 L, o volume foi completado com agua
destilada e deionizada e realizado o ajuste do pH do meio para 7,5 utilizando
uma base (NaOH 3 M). Ja as linhagens de B. thuringiensis foram transferidas de
uma suspensao estoque e espalhados sobre a placa de Petri utilizando al¢ca de
platina. Uma col6nia pura foi obtida e novamente transferida, sob estriacéo, para
uma nova placa de Petri contendo o meio ja descrito. Apds 72 horas incubadas
em B.O.D. a 28°C no escuro, as colbnias tiveram sua esporulacao confirmada.
A partir disso, todo conteudo bacteriano da placa de Petri foi transferido, com
auxilio de alca de platina, para tubos Falcon com 15,0 mL de capacidade
contendo 10 mL de agua deionizada autoclavada. A concentracdo de bactérias
foi ajustada na suspensdo a uma densidade Optica de 8,0 D.O. em
espectrofotdmetro (625 nm). Apds a calibracdo, as suspensdes foram mantidas

a, aproximadamente, 8°C por 12 horas até a utilizacao.

4.3 Obtencéo e multiplicacdo de Meloidogyne javanica
O nematoide de galha foi obtido no municipio de Piacatu — SP, através da
extracdo de raizes de quiabeiro pelo método proposto por Hussey e Barker

(1973) e modificado por Bonetti e Ferraz (1981). A identificacdo da espécie foi



realizada a partir de caracteres morfologicos da regido perineal de fémeas
(NETSCHER; TAYLOR, 1974), da regido labial de machos (EISENBACK;
HIRSCHMANN, 1981) e no fendtipo isoenzimatico de esterase (ESBENSHADE;
TRIANTAPHYLLOU, 1985). A populacao obtida, apos a extracado, foi inoculada
em plantas de tomateiro e de quiabeiro mantidos em casa de vegetacdo do

LabNema para uso em ensaios experimentais.

4.4 Instalacdo e conducao do experimento

A cultivar de soja utilizada foi a Desafio, ha qual 25 g de sementes foram
tratadas com cada tratamento. A dosagem de B. thuringiensis utilizada foi
equivalente a 2 mL/kg de sementes a 0,8 D.O. (~1,4x10" UFC/mL). A dosagem
de Votivo Prime® foi de 3,7 mL/kg de sementes e de Avicta® de 1,25 mL/kg de
sementes, conforme recomendado pelo fabricante. As testemunhas foram
tratadas com agua. Cerca de 2 h apds a realizacdo do tratamento, foram
semeadas 4 sementes em vasos de polietileno de 2 L preenchidos com substrato
autoclavado formado por solo, areia e esterco bovino na proporcéo 3:1:1.

Apos 15 dias, foi realizado o desbaste das 2 plantas menos vigorosas e
inoculacao de 5 mL de suspensao contendo 3.000 ovos e juvenis de M. javanica
no substrato ao redor das plantas. Cada planta foi considerada, individualmente,
como uma repeticdo do experimento. O experimento foi irrigado e os tratos
culturais realizados conforme a demanda cultural da soja. As plantas foram
mantidas por 70 dias até a realizacdo das avaliacbes biométricas e

nematolégicas.



10

4.5 Avaliacao vegetativa e nematologica

Apos o fim do experimento, foram avaliadas a altura, a massa fresca das
partes aéreas, das raizes e o0 niumero de vagens, de cada planta. A altura foi
determinada com o auxilio de uma régua, a massa fresca através de uma
balanca e o numero de vagens através da contagem.

Depois da separacdo da parte aérea, as raizes foram armazenadas em
camara fria de 8 a 10 °C e mantidas até a extracao. Anteriormente a extracao,
as raizes foram emergidas em agua parada para remocdo do excesso de
substrato, as raizes foram retiradas e o excesso de agua foi removido com papel
toalha para a posterior pesagem e obtencdo da massa fresca de raizes.

A partir do método de extracdo proposto por Hussey e Barker (1973) e
modificado por Bonetti e Ferraz (1981), as raizes foram trituradas por 20
segundos com cloro a 0,5% em um liquidificador. Posteriormente, a amostra
passou pela peneira de malha de 60 mesh sobreposta a outra de 500 mesh. A
partir disso, a suspensdo de nematoides foi obtida. Essa suspensdo foi
centrifugada, que consistiu em adicionar 1 g de caulim em cada amostra e
centrifuga-las por 5 minutos a uma velocidade de 1750 rpm, obtendo um
sobrenadante que foi descartado. Houve a adi¢do de solucéo de sacarose a 45%
para nova centrifugacdo por 1 minuto a 1750 rpm e o sobrenadante obtido foi
passado pela peneira de 500 mesh em agua corrente para remog¢éao da sacarose.
A suspensao obtida a partir desse processo foi colocada em tubos de ensaio
armazenados em refrigeracdo a 8°C.

O namero total de nematoides (NTN) e nematoides por grama de raizes

(N/g de raizes) foram estimados a partir do uso de um microscépio de luz e
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uma camara de Peters. O numero total de nematoides por sistema radicular,
diz respeito a populacéo final (PF) que, dividido pela populacéo inicial inoculada
(P1) resultou no Fator de Reproducao (FR). Este, por sua vez, foi definido pela
relacédo entre a populacao final (PF) e a populacéo inicial (Pl), conforme indica

a equacao abaixo (OOSTENBRINK, 1966).

PF

FR= —
PI

4.6 Analise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia pelo teste F e
as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade e
transformados em log x + 5, quando necessario. Para as analises vegetativas,
considerou-se as variaveis altura, massa fresca das partes aéreas, das raizes e
namero de vagens. Ja para a analise nematoldgica, as variaveis consideradas
foram numero total de nematoides, fator de reproducdo e nematoides por grama
de raizes. As analises foram realizadas no software Sistema para Analises
Estatisticas de Ensaios Agrondmicos (AgroEstat) (BARBOSA; MALDONADO

JUNIOR, 2015).
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5. RESULTADOS

5.1 Efeito de diferentes linhagens de Bacillus thuringiensis sobre
numero total de nematoides, fator de reproducdo e nematoides por grama
de raizes

Na analise nematoldgica, para as variaveis NTN, FR e N/g de raizes,
foram avaliadas 43 linhagens (Tabela 1).

TABELA 1. Médias de variaveis obtidas na avaliacdo de diferentes linhagens de
Bacillus thuringiensis (B. thuringiensis) na promoc¢ao do desenvolvimento da soja

‘Desafio’ e supressao do nematoide de galha, Meloidogyne javanica.

NUimero total

Fator de .
de ~ _ Nematoides/g
Tratamento : reproducao .
nematoides (FR) de raizes
(NTN)
EB)c.)rtLhunnglenss alesti TO3 3890.00 b 0.97 b 860.62 a
B. thuringiensis thuringiensis
T01 001 10401,86 a 2,60 a 1791,57 a
B. thuringiensis 8416,02 a 2,10 a 1780,21 a
kumamotoensis
B. thuringiensis tochigiensis 12626,94 a 3,16 a 1237,88 a
B. thuringiensis canadensis 9300,99 a 2,32 a 1430,24 a
B. thuringiensis pakistani T13 3742,18 b 0.94 b 753.86 b

001




B. thuringiensis sotto T04 001
B. thuringiensis tohokuensis
B. thuringiensis dakota

B. thuringiensis israelensis
T14 001

B. thuringiensis israelensis
SPS1 (B. thuringiensisi ES)
B. thuringiensis tenebrionis
B. thuringiensis
darmstadiensis T10 001

B. thuringiensis finitimus T02
001

B. thuringiensis kurstaki
(HD1)

B. thuringiensis morrisoni TO8
001

B. thuringiensis toumanoffi
T11 001

B. thuringiensis galleriae TO5
001

B. thuringiensis thompsoni
T12 001

B. thuringiensis tolworthi TO9
001

B. thuringiensis suB.
thuringiensisoxicus T06 001
B. thuringiensis aizawai TO7
001

B. thuringiensis neoleonensis
T24 001

B. thuringiensis coreanensis
T25 001

B. thuringiensis silo T26 001
B. thuringiensis entomocidus
TO6 A 001

B. thuringiensis
shandogiensis T22 001

B. thuringiensis
pondicheriensis T20 A001

B. thuringiensis mexicanensis
T27 001

B. thuringiensis ostridial TO8
A 001

B. thuringiensis japonensis
T23 001

B. thuringiensis nigeriensis
T08 BOO1

9172,62 a
7608,84 a
9740,56 a

10464,10 a

13638,34 a
9149,28 a
10993,14 a

14634,18 a
10466,83 a
3329,84 b
6869,74 a
4745,80 b
7173,16 a
5928,36 a
5399,32 b
6465,18 a
11599,98 a

10043,98 a
11133,18 a
10619,70 a

3259,82 b
6153,98 a
12883,68 a
3633,26 b
12689,18 a

8293,48 a

2,29a
1,90 b
2,44 a

26la

3,41 a
2,29 a
2,75 a

3,66 a
2,62 a
0,83 Db
1,72 b
1,19b
1,79b
1,48 b
1,35b
161D
2,90 a

251a
2,78 a
2,65a

0,81b
1,54 b
3,22 a
091b
3,17 a

2,07 a

873,39 a
959,20 a
1185,06 a

1952,87 a

2034,58 a
829,92 a
1959,26 a

1260,33 a
1073,60 a
420,01 b
845,10 a
608,98 b
1984,25 a
1203,37 a
576,30 b
1453,38 a
1276,50 a

1803,05 a
1922,95 a
1319,49 a

510,83 b
1502,12 a
1751,39 a
589,14 b
2498,19 a

1346,87 a
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B. thuringiensis kyushuensi

T11 AOO1 9989,52 a 2,50 a 1057,47 a
gé)thurlnglen&s londrina (Br 4683,56 b 117 b 754.67 b
B. thuringiensis kurstaki
(HD73) 8752,50 a 2,19a 943,82 a
2bghlur|ng|en3|s kenyae T04 5212.60 a 1,30 b 655.62 b
B. thuringiensis toyamensis 4792,48 b 1,20 b 516,70 b
B. thuringiensis fukuokaensis
T03 COO01 15077,64 a 3,77 a 2066,59 a
g)(.)ihurlnglenys colmeri T21 10674,16 a 267a 176178 a
B. thuringiensis yunnanensis
T20 001 13490,52 a 3,37 a 2067,61 a
B. thuringiensis
sumiyoshiensis TO3 BO0O1 383554 b 0.96b 566,49 b
B. thuringiensis tonguchini 20087,96 a 5,02 a 2697,03 a
B. thuringiensis amagiensis 7702,20 a 1,93 b 3145,62 a
Testemunha (inoculada) 11047,60 a 2,76 a 4533,33 a
Votivo Prime® 10958,91 a 2,74 a 1843,00 a
Avicta® 661,30 c 0,17b 82,32 ¢c
P valor 0,0001 0,0001 0,0001
CV (%) 11,41 12,39 15,35

Letras mindsculas diferentes indicam diferenca estatistica entre os tratamentos. CV% coeficiente

de variacéo.

Dentre as 43 linhagens, aquelas que apresentaram a menor média
significativa para o numero total de nematoides foram as B. thuringiensis
pakistani T13 001, B. thuringiensis morrisoni TO8 001, B. thuringiensis galleriae
TO5 001, B. thuringiensis suB. thuringiensisoxicus TO6 001, B. thuringiensis
shandogiensis T22 001, B. thuringiensis ostridial TO8 A 001, B. thuringiensis

londrina, B. thuringiensis kenyae T04 A001 e B. thuringiensis sumiyoshiensis

T03 BOO1 (Tabela 2).
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TABELA 2. Sintese das melhores linhagens de Bacillus thuringiensis (B.
thuringiensis) na supressao do nematoide de galha, Meloidogyne javanica.

Numero Fator de
total de < Nematoides/g
Tratamento ; reproducéo .
nematoides (FR) de raizes
(NTN)
g(.)ihurlnglen&s pakistani T13 3742,18 b 094 b 753,86 b
g(.)ihunnglenss morrisoni TO8 3329.84 b 0.83b 420,01 b
(I?(.);hunnglenss galleriae TO5 4745.80 b 119D 608,98 b
B. thuringiensis suB.
thuringiensisoxicus T06 001 5399,32b 1,35b 576,30 b
B. thuringiensis
shandogiensis T22 001 3259.82b 081b 510.83b
2.0tglir|nglen3|s ostridial TO8 3633,26 b 0.91b 589.14 b
:I?é)thunnglenss londrina (Br 4683,56 b 117 b 754.67 b
B. thuringiensis
sumiyoshiensis TO3 BO01 3835,54 b 0,96 b 566,49 b
Testemunha 11047,60 a 2,76 a 4533,33 a
Votivo Prime® 10958,91 a 2,74 a 1843,00 a
Avicta® 661,30 c 0,17 b 82,32 ¢
P valor 0,0001 0,0001 0,0001
CV (%) 11,41 12,39 15,35

Letras minasculas diferentes indicam diferenca estatistica entre os tratamentos. CV% coeficiente
de variagéo.

Para a variavel NTN, o tratamento com Avicta® foi significativamente
superior aos tratamentos (Tabela 2), apresentando menor média (P = 0,0001).
Em contrapartida, o tratamento com Votivo Prime® e a testemunha inoculada
com M. javanica foram significativamente inferiores a esses tratamentos,
indicando maior NTN em comparag¢ao com os demais tratamentos apresentados
na Tabela 2 (P = 0,0001).

O FR das melhores linhagens de B. thuringiensis variaram de 0,815 a
1,925 e ndo se diferenciaram em relacdo ao tratamento com Avicta® (P =

0,0001). Contudo, os tratamentos com Votivo Prime® e testemunha inoculada
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com M. javanica foram estatisticamente maiores, sendo que este ultimo
apresentou FR 3,32 vezes maior que o B. thuringiensis morrisoni TO8 001 (P =
0,0001), conforme dados contidos na Tabela 2.

JA em relacdo ao N/g de raizes, o comportamento dos resultados
assemelhou-se a varidvel NTN, uma vez que o tratamento com Avicta® foi
significativamente superior em reduzir a quantidade de nematoides por grama
de raizes quando comparado aos tratamentos da Tabela 2 (P = 0,0001). O
tratamento com Votivo Prime® foi significativamente inferior em reduzir a
populacdo de nematoides nas raizes da planta. (P = 0,0001).

O tratamento com B. thuringiensis morrisoni TO8 001 apresentou a menor
meédia para o numero total de nematoides. Comparativamente ao tratamento
inoculado apenas com o nematoide de galha, este tratamento reduziu em 30%

o numero de NTN e o FR, e em 9% a quantidade de N/g de raizes.

5.2 Efeito de diferentes linhagens de Bacillus thuringiensis sobre
altura, massa fresca das partes aéreas, das raizes e numero de vagens

TABELA 3. Médias de variaveis das linhagens de Bacillus thuringiensis (B.
thuringiensis) na promog¢ao do desenvolvimento da soja ‘Desafio’ e supressao

do nematoide de galha, Meloidogyne javanica.

MER MFPA
N° (massa (massa
Altura fresca de
Tratamento Vagens fresca de artes
raizes) P
aereas)
(cm) 9) 9)

B. thuringiensis alesti T0O3 001 10,20a 31,30a 6,29 b 20,15 a

B. thuringiensis thuringiensis
T01 001 740b 30,80 a 6,71 b 18,13 a

B. thuringiensis 1050a 3040a 610b  1885a
kumamotoensis

B. thuringiensis tochigiensis 10,00a 32,10a 9,27a 20,45 a
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B. thuringiensis canadensis

B. thuringiensis pakistani T13
001

B. thuringiensis sotto T04 001
B. thuringiensis tohokuensis
B. thuringiensis dakota

B. thuringiensis israelensis T14
001

B. thuringiensis israelensis
SPS1 (B. thuringiensisi ES)

B. thuringiensis tenebrionis

B. thuringiensis darmstadiensis
T10 001

B. thuringiensis finitimus T02
001

B. thuringiensis kurstaki (HD1)
B. thuringiensis morrisoni TO8
001

B. thuringiensis toumanoffi T11
001

B. thuringiensis galleriae TO5
001

B. thuringiensis thompsoni T12
001

B. thuringiensis tolworthi TO9
001

B. thuringiensis suB.
thuringiensisoxicus T06 001

B. thuringiensis aizawai TO7
001

B. thuringiensis neoleonensis
T24 001

B. thuringiensis coreanensis
T25 001

B. thuringiensis silo T26 001
B. thuringiensis entomocidus
TO6 A 001

B. thuringiensis shandogiensis
T22 001

B. thuringiensis
pondicheriensis T20 A001

B. thuringiensis mexicanensis
T27 001

B. thuringiensis ostridial TO8 A
001

B. thuringiensis japonensis
T23 001

10,50 a
9,60 a

10,00 a
10,30 a
8,80 b

11,30 a

8,00 b
10,00 a
8,70 b

10,00 a
9,20 a
9,70 a

10,90 a
9,10 b
8,25b
8,10 b
7,30 b
7,50 b
10,60 a

8,90 b
10,90 a
10,50 a

9,20 b
8,50 b
10,20 a
10,90 a

11,30 a

33,10 a
32,00 a

28,70 a
30,30 a
29,50 a

34,90 a

31,10 a
33,60 a
31,10 a

32,90 a
28,20 a
31,60 a

31,30 a
29,90 a
30,26 a
27,70 a
29,00 a
29,90 a
32,80 a

30,70 a
32,00 a
33,00 a

31,90 a
30,20 a
30,30 a
30,30 a

32,50 a

9,33 a
6,47 b

10,46 a
12,20 a
7,72 b

6,00 b

9,37 a
10,69 a
7,59 b

11,83 a
8,95 a
9,30 a

8,65 a
8,97 a
6,05b
6,08 b
8,14 a
527Db
12,98 a

6,20 b
9,36 a
8,44 a

8,76 a
533b
7,84 Db
7,39b

6,56 b

20,50 a
19,05 a

20,75 a
22,95 a
17,60 a

19,32 a

18,72 a
22,22 a
21,28 a

21,67 a
21,23 a
22,77 a

21,18 a
19,98 a
18,40 a
16,41 a
17,14 a
17,07 a
24,10 a

17,86 a
20,81 a
21,29 a

19,21 a
18,05 a
21,43 a
22,24 a

22,17 a
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B. thuringiensis nigeriensis
T08 B0OO1

B. thuringiensis kyushuensi
T11 A0O1

B. thuringiensis londrina (Br
33)

B. thuringiensis kurstaki
(HD73)

ibghlu””g'ens's kenyae T04 10,70a 3580a 834a  20,76a
B. thuringiensis toyamensis 980a 29,10a 10,52 a 19,45 a

B. thuringiensis fukuokaensis 11,00a 3010a 751b 19.73a

850b 28,10 a 7,52 b 18,25 a
8,00b 29,00 a 9,67 a 19,21 a
850b 30,70 a 7,15b 16,63 a

11,10a 31,10 a 9,82 a 20,96 a

T0O3 C001

g(.)ihurlnglenys colmeri T21 800b 29.50a 8.96 a 19.00 a
B. thuringiensis yunnanensis

T20 001 9,60a 32,60a 8,03 a 18,45 a

B. thuringiensis

sumiyoshiensis TO3 BO0O1 840b 30,00 a 11,182 17,39 a

B. thuringiensis tonguchini 750b 32,10 a 8,13 a 16,70 a
B. thuringiensis amagiensis 8,40b 30,50a 511b 17,31 a
Testemunha (ndo inoculada) 7,70b 26,60 a 7,80 b 17,75 a
Testemunha (inoculada) 8,00b 2550a 6,21 b 19,25 a
Votivo Prime® 11,80a 30,90a 6,26 b 18,92 a
Avicta® 8,40b 30,90a 8,12 a 18,92 a
P valor 0,0242  0,0094 0,0002 0,3367
CV (%) 8,94 3,96 12,05 7,88

Letras minasculas diferentes indicam diferenca estatistica entre os tratamentos. CV% coeficiente
de variagéo.

Em relacdo as 43 linhagens, aquelas que apresentaram maior promocao
do desenvolvimento vegetativo da soja foram as B. thuringiensis tochigiensis, B.
thuringiensis canadensis, B. thuringiensis sotto TO4 001, B. thuringiensis
tohokuensis, B. thuringiensis tenebrionis, B. thuringiensis finitimus T02 001, B.
thuringiensis kurstaki (HD1), B. thuringiensis morrisoni TO8 001, B. thuringiensis
toumanoffi T11 001, B. thuringiensis neoleonensis T24 001, B. thuringiensis silo
T26 001, B. thuringiensis entomocidus TO6 A 001, B. thuringiensis kurstaki
(HD73), B. thuringiensis kenyae T04 A001, B. thuringiensis toyamensis e B.
thuringiensis yunnanensis T20 001, observadas na Tabela 4. A variavel massa

fresca das partes aéreas ndo apresentou diferenca estatistica (P = 0,3367).



TABELA 4. Sintese das melhores linhagens de Bacillus thuringiensis (B.

thuringiensis) na promog¢ao do desenvolvimento da soja ‘Desafio’.
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MFR MFPA
NO (massa (massa
Altura fresca frescade
Tratamento Vagens d
e partes
raizes) aéreas)
(cm) 9) (9)

B. thuringiensis tochigiensis 10,00a 32,10a 9,27 a 20,45 a
B. thuringiensis canadensis 10,50a 33,10 a 9,33 a 20,50 a
B. thuringiensis sotto T04 001 10,00a 28,70a 10,46a 20,75 a
B. thuringiensis tohokuensis 10,30a 30,30a 12,20a 22,95 a
B. thuringiensis tenebrionis 10,00a 33,60a 10,69a 22,22 a
g(.)ihurlnglenys finitimus TO2 1000a 3290a 11.83a 21.67a
B. thuringiensis kurstaki
(HD1) 9,20 a 28,20 a 8,95a 21,23 a
g(.)ihurlnglenys morrisoni TO8 970 a 31,60 a 9.30a 22.77 a
B. thuringiensis toumanoffi
T11 001 10,90a 31,30a 8,65 a 21,18 a
B. thuringiensis neoleonensis
T24 001 10,60a 32,80a 12,98a 24,10 a
B. thuringiensis silo T26 001 10,90a 32,00 a 9,36 a 20,81 a
B. thuringiensis entomocidus
T06 A 001 10,50a 33,00 a 8,44 a 21,29 a
B. thuringiensis kurstaki
(HD73) 11,10a 31,10a 9,82a 20,96 a
ibghlunnglenss kenyae T04 1070a 3580a 834a 20,76 a
B. thuringiensis toyamensis 9,80 a 29,10a 10,52 a 19,45 a
B. thuringiensis yunnanensis
T20 001 9,60 a 32,60 a 8,03 a 18,45 a
Testemunha (ndo inoculada) 7,70 b 26,60 a 7,80 b 17,75 a
Testemunha (inoculada) 8,00b 25,50 a 6,21 b 19,25 a
Votivo Prime® 11,80a 30,90 a 6,26 b 18,92 a
Avicta® 8,40 b 30,90 a 8,12a 18,92 a
P valor 0,0242 0,0094 0,0002 0,3367
CV (%) 8,94 3,96 12,05 7,88

Letras minusculas diferentes indicam diferenca estatistica entre os tratamentos. CV% coeficiente

de variagéo.

As linhagens que resultaram em maior nimero de vagens foram

significativamente superiores quando comparadas aos tratamentos com Avicta®

e testemunhas com e sem M. javanica, indicando que houve maior nimero de
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vagens nesses tratamentos quando em comparagao com as testemunhas (P =
0,0242), conforme dados na Tabela 4. J& o tratamento com Votivo Prime® nédo
se diferenciou em relacdo aos tratamentos com maior crescimento vegetativo
dessa variavel (P = 0,0242).

A altura das plantas dos tratamentos com as linhagens de B. thuringiensis
foi igual quando comparada a altura das plantas nao tratadas ou tratadas com
Avicta® (P = 0,0094) e com Votivo Prime® (P = 0,0094). Ja para a variavel massa
fresca das raizes, os 16 tratamentos com as linhagens B. thuringiensis
apresentaram maiores médias quando comparados aos tratamentos com Votivo
Prime®, apenas com M. javanica e ndo tratado (P = 0,0002). O tratamento com
Avicta® ndo se diferenciou em relacdo aos 16 tratamentos da Tabela 4 (P =
0,0002). Nao houve diferenca significativa dos tratamentos B. thuringiensis com
as testemunhas em relacdo a massa fresca da parte aérea das plantas de soja
(P =0,3367).

Considerando que o tratamento B. thuringiensis morrisoni T08 001
aumentou o desenvolvimento da planta e reduziu o nematoide, ele apresentou
21% a mais de vagens que o tratamento inoculado apenas com o nematoide de
galha. Em relacdo a altura e massa fresca das raizes, esse tratamento, em
comparagcdo com a mesma testemunha, apresentou, respectivamente, 49% a

mais de crescimento e formacéo de 23% a mais de sistema radicular (Tabela 4).
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6. DISCUSSAO

No presente estudo, 8 cepas de Bacillus thurigiensis (Tabela 2) foram
eficazes em suprimir M. javanica. Diferentes mecanismos de a¢cdo com potencial
nematicida sdo encontrados em diferentes espécies do género Bacillus devido
as diversas capacidades metabdlicas e a abundancia de compostos nematicidas
produzidos, porém a falta de compreensdo desses mecanismos € compostos
produzidos fomentam a ideia de que esses e outros fatores podem estar
associados a supressdao do nematoide (ENGELBRECHT et al.,, 2018).
Castaneda-Alvarez et. al. (2016) associaram que enzimas como proteases e
quitinases podem hidrolisar ligac6es peptidicas e cadeias de polissacarideos N-
acetil-D-glicosamina encontradas na composicdo dos ovos dos nematoides e
colagenases podem ter efeito antagdnico aos nematoides devido ao maior teor
de colageno encontrado na cuticula dos nematoides e estarem associadas a

mortalidade deles quando ha producéo elevada dessa enzima.
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Alguns cristais de proteinas (Cry) produzidas pelo B. thuringiensis sédo
toxicas para os nematoides (WEI et al.,, 2003) e a espécie apresenta maior
eficiéncia de controle deles dentro do género Bacillus (RAMALAKSHMI et al.,
2020). As proteinas Cry sédo produzidas pelo B. thuringiensis e atuam na parede
intestinal dos insetos de forma a permitir que as novas bactérias dos esporos
possam alimentar-se do contetdo ali presente, tornando-se toxicas devido as
proteases especificas e o ambiente alcalino do intestino, ou seja, as proteinas
apenas sao eficazes em populacbes alvo (CAWOY et al, 2011). Nos
nematoides, Wei et al. (2003) e latsenko et al. (2014) observaram efeito
semelhante ao causado nos insetos, uma vez que o intestino dos nematoides
apresentaram aparéncia degenerativa e encolhimento, podendo indicar que a
supressédo do M. javanica neste estudo ocorreu a partir da interacdo da toxina
com o intestino desse nematoide.

Em estudo realizado por Ravari e Moghaddam (2016), o B. thuringiensis
apresentou alta resposta na supressdo do M. javanica, observando que as
proteinas Cry inibiram a ecloséo de juvenis de segundo estagio (J2) dos ovos
(RAMALAKSHMI et al., 2020). Esses resultados podem indicar que o baixo FR
dos melhores tratamentos com linhagens de B. thuringiensis pode estar
associado a acao das toxinas nos ovos desses tratamentos.

Em relacdo a soja, diferentes cepas do género Bacillus tém sido
associadas a promocéo de crescimento vegetal (NASCIMENTO et al., 2022). Na
Tabela 4, é possivel observar que 16 cepas de B. thuringiensis promoveram o
desenvolvimento vegetativo da cultura que pode estar associado a facilidade de

encontrar essa espécie na rizosfera, a sua alta taxa de sobrevivéncia devido a
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formacdo de enddsporos (CAWOQY et al., 2011) e pelos seus mecanismos de
acao para a supressao de patdogenos e doencas

Em estudo realizado por Vaz (2014), o B. thuringiensis promoveu
crescimento vegetal da soja, explicando o possivel desenvolvimento vegetal da
soja inoculada com as cepas estudadas. Similarmente a Vaz (2014), Ravari e
Moghaddam (2016) observaram desenvolvimento vegetal em plantas de tomates
inoculadas com B. thuringiensis e com a presenca de M. javanica. Esse
crescimento com a interagdo do B. thuringiensis pode estar relacionado,
também, com fixacdo de nitrogénio, fosforo e outros nutrientes (RADDADI et al.
2007). Entretanto, um estudo mais detalhado mostra-se necessario para avaliar
guais mecanismos atuam diretamente no desenvolvimento vegetativo da planta.

Estudos com B. thuringiensis morrisoni TO8 001 para supressao de M.
javanica e promocao de crescimento da soja sao inexistentes na literatura, sendo
este trabalho o primeiro a apresentar resultados do potencial nematicida dessa
cepa. Contudo, estudos posteriores sdo necessarios para entender qual o
mecanismo envolvido na supressao desse nematoide.

Embora todas as cepas testadas pertengcam a mesma espécie, existem
75 grupos de proteinas Cry baseadas em suas préprias sequéncias de
aminoacidos que possuem menos de 45% de similaridade entre si
(CRICKMORE et al., 1998), mecanismos de acao que se diferenciam com 0s
diferentes tipos de toxinas e nematoides (RAVARI; MOGHADDAM, 2016), e que
ocorrem em varias etapas envolvendo a interagdo com varias moléculas
receptoras (BRAVO et al., 2007). Essa baixa similaridade indica a existéncia de

variacbes de cada uma das 47 cepas estudadas, o que explica a necessidade
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da realizacdo do teste de eficicia in vivo dessas linhagens para a obtencéo de
resultados da interacdo da planta com o nematoide e o B. thuringiensis. Essa
interagcdo ndo ocorre quando o teste de eficacia é realizado somente in vitro, uma
vez que sem a interacdo com a planta, ndo € possivel obter resultados confiaveis
do sucesso dessas cepas para supressao dos nematoides.

A variabilidade do modo de acdo das linhagens sugere uma
caracterizacdo mais detalhada para entender completamente o efeito causado
por cada cepa de B. thuringiensis. Este trabalho mostrou resultados de 47 cepas
de B. thuringiensis, indicando potencial acdo nematicida e desenvolvimento
vegetal da soja com a inoculagdo do B. thuringiensis morrisoni TO8 001. Estudos
sobre a interacdo de linhagens de B. thuringiensis com M. javanica e 0s
mecanismos de acdo associados a supressdo desse nematoide sdo escassos
na literatura e, devido a isso, a acado nematicida encontrada com o B.
thuringiensis morrisoni TO8 001 pode auxiliar o produtor a controlar o M. javanica
nas lavouras de soja.

Ainda, o uso de B. thuringiensis para o controle de nematoides é bastante
viavel por ser seguro aos vertebrados, apresentar acessibilidade de custo (WEI
et al.,, 2003) e um enorme espectro de proteinas Cry que podem expressar
potencial nematicida (IATSENKO et al., 2014), sendo importante a continuacao
de estudos com o objetivo de avaliarem cepas com potencial de controlar os

nematoides e entender completamente o mecanismo de agéo de cada isolado
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7. CONCLUSAO

No presente estudo, as cepas B. thuringiensis pakistani T13 001, B.
thuringiensis morrisoni TO8 001, B. thuringiensis galleriae TO5 001, B.
thuringiensis suB. thuringiensisoxicus T06 001, B. thuringiensis shandogiensis
T22 001, B. thuringiensis ostridial TO8 A 001, B. thuringiensis londrina, B.
thuringiensis kenyae T04 AO0Ol1 e B. thuringiensis sumiyoshiensis T0O3 B001
foram eficazes em suprimir o M. javanica. As cepas B. thuringiensis tochigiensis,
B. thuringiensis canadensis, B. thuringiensis sotto TO4 001, B. thuringiensis
tohokuensis, B. thuringiensis tenebrionis, B. thuringiensis finitimus T02 001, B.
thuringiensis kurstaki (HD1), B. thuringiensis morrisoni TO8 001, B. thuringiensis
toumanoffi T11 001, B. thuringiensis neoleonensis T24 001, B. thuringiensis silo
T26 001, B. thuringiensis entomocidus TO6 A 001, B. thuringiensis kurstaki
(HD73), B. thuringiensis kenyae T04 A001, B. thuringiensis toyamensis e B.
thuringiensis yunnanensis T20 001 promoveram o desenvolvimento vegetativo
da soja ‘Desafio’. A cepa B. thuringiensis morrisoni TO8 001 apresenta potencial
nematicida para supressdao de Meloidogyne javanica e promove O

desenvolvimento vegetativo da soja.
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