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RESUMO

O Brasil é o quarto maior produtor e o segundo exportador de algoddo do mundo. A
murcha de fusario (Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum - Fov) e a meloidoginose
(Meloidogyne incognita ragas 3 e 4 - Mi) causam sérios problemas as plantas, tanto
isoladamente quanto em associagéo. O controle dessas doencas é dificil, oneroso e
acarreta perdas de produtividade. Além do uso de variedades resistentes, uma
alternativa, para ambos os patégenos, € o controle bioldgico, pois, além da eficiéncia,
diminui a pressao da utilizagdo de produtos quimicos. Entre os agentes de biocontrole,
Bacillus spp. tém se destacado no controle de doencas causadas por esses
patégenos. O objetivo do presente trabalho foi selecionar e caracterizar isolados de
Bacillus antagbnicos a ambos os patdgenos, bem como selecionar isolados
promotores de crescimento das plantas. Para alcancar esses objetivos, foram
realizados testes in vitro com 41 isolados de Bacillus (35 obtidos de algodoeiros, cinco
da colecdo da Embrapa Meio Ambiente e um produto comercial) quanto a
caracterizacdo bioquimica (producdo de sideroforos, acido indolacético, acido
cianidrico, catalase, solubilizacdo de fosfato e assimilagdo de nitrogénio), a inibicdo
do crescimento micelial e da germinacdo de esporos de Fov, e sobre a ecloséo e a
mortalidade de juvenis de Mi. Os isolados selecionados in vitro foram testados em
casa de vegetacdo para verificar o potencial em controlar Fov e Mi ragas 3 e 4,
isolamente e com ambos o0s patdgenos, além de ensaios para a promocado de
crescimento de plantas. Os isolados selecionados na fase final foram identificados
molecularmente. Para producdo de acido idolacético, assimilacdo de nitrogénio,
sideroforos e catalase 20, 25, 23 e 21 isolados, respectivamente, apresentaram
resultados positivos. Na inibicdo do crescimento micelial, 11 isolados apresentaram
antagonismo a Fov e 15 reduziram significativamente a germinacao de esporos. Onze
isolados causaram mortalidade significativa de juvenis de Mi e quatro proporcionaram
as menores areas abaixo da curva de progresso da ecloséo de ovos. Nesta fase foram
selecionados os isolados S2527, S2545 e AP03. Esses isolados, bem como a mistura
dos mesmos, foram avaliados quanto a promog¢ao de crescimento de plantas e sobre
o fator de reproducao dos nematoides. A mistura contendo os isolados AP03+S2527
promoveu o crescimento de plantas de algodao em rizotrons, aumentando a altura, o
diametro do caule e os pesos frescos da parte aérea e do sistema radicular. Os

isolados S2527, S25245 e APO03 reduziram em, aproximadamente, 76% o fator de



reproducao de Mi aos 100 dias. Dessa maneira, esses isolados e suas misturas foram
testados sobre o complexo Fusarium-Meloidogyne em casa-de-vegatacdo, sendo
observado que os isolados AP03, S2545, S2527 e suas misturas foram eficientes em
controlar o complexo Fusarium-Meloidogyne, com aproximadamente 56% de reducéo
do numero de ovos por planta aos 60 dias e 85% de reducdo do niumero de ovos aos
120 dias apos a semeadura. Além disso, esses isolados aumentaram o numero de
planta que sobreviveram na presenca de ambos 0s patdgenos. Esses trés isolados

foram identificados como Bacillus velezensis.

Palavras-chave: controle biologico; bacillus; galha; fusariose; algodao.



ABSTRACT

Brazil is the fourth largest producer and the second exporter of cotton in the world.
Fusarium wilt (Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum - Fov) and nematode root-knot
(Meloidogyne incognita races 3 and 4 - Mi) are destructive to plants, both alone and in
association. The control of these diseases is difficult, costly and leads to losses in
productivity. In addition to the use of resistant varieties, an alternative, for both
pathogens, is biological control, because, in addition to efficiency, it reduces the
pressure of using chemical products. Among the biocontrol agents, Bacillus spp. has
stood out in the control of diseases caused by these pathogens. The aim was to select
and characterize the antagonistic Bacillus to both pathogens, as well as select that
promote plant growth. To achieve these objectives, in vitro tests were carried out with
41 Bacillus isolates (35 obtained from cotton, five from the Embrapa Environment
collection and one commercial product) for biochemical characterization (production of
siderophores, indolacetic acid, hydrocyanic acid, catalase, phosphate solubilization
and nitrogen assimilation), inhibition of mycelial growth and Fov spore germination,
and on the hatching and mortality of Mi juveniles. The isolates selected in vitro were
tested in a greenhouse to verify the potential to control Fov and Mi races 3 and 4, alone
and with both pathogens, in addition to assays for the promotion of plant growth. Those
selected were identified molecularly. For production of idolacetic acid, assimilation of
nitrogen, siderophores and catalase 20, 25, 23 and 21 isolates, respectively, showed
positive results. In the inhibition of mycelial growth, 11 isolates showed antagonism to
Fov and 15 significantly reduced spore germination. Eleven isolates caused significant
mortality of Mi juveniles and four provided the smallest areas below the egg hatch
progress curve. In this phase, isolates S2527, S2545 and AP03 were selected. These
isolates, as well as their mixture, were evaluated for the promotion of plant growth and
for the nematode reproduction factor. The mixture containing the AP03+S2527 isolates
promoted the growth of cotton plants in rhizotrons, increasing the height, stem
diameter and fresh weight of shoots and roots. The isolates S2527, S25245 and AP03
reduced the reproduction factor of Mi by approximately 76% at 100 days. In this way,
these isolates and their mixtures were tested on the Fusarium-Meloidogyne complex
in greenhouse, and it was observed that the isolates AP03, S2545, S2527 and their
mixtures were efficient in controlling the Fusarium-Meloidogyne complex, with

approximately 56% of reduction in the number of eggs per plant at 60 days and 85%



reduction in the number of eggs at 120 days after sowing. In addition, these isolates
kept the plant alive longer in the presence of both pathogens. These three isolados

were identied as Bacillus velezensis.

Keywords: biological control; bacillus; root-knot nematode; fusarium wilt; cotton.
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Figura 29 - Efeito de isolados de Bacillus no desenvolvimento da parte aérea e do
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em solo infestado com Fusarium e com inoculacéo de nematoides, aos
120 dias ap0s semeadura. 1- Testemunha, 2 Rugby®, 3- Quartzo®, 4-
APO03, 5- S2545, 6- S2527, 7- AP03+S2545, 8- AP03+S2527, 9-
S2545+S2527 ..t e e 104

Figura 30 - Efeito de isolados de Bacillus na altura (cm) — A; nos pesos (g) frescos e
secos da parte aérea (BD) e do sistema radicular (C) e no nimero de
ovos (E) de plantas de algodao cultivar FM975WS, cultivadas em solo
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1 INTRODUCAO

O algodoeiro (Gossypium hirsutum L.) & considerado mundialmente uma das
mais importantes culturas de fibras. No mundo, sdo plantados cerca de 35 milhdes de
hectares ao ano (ABRAPA, 2021) resultando numa producdo em torno de 26,5
milhdes de toneladas (UNITED STATES DEPARTMENT OF AGRICULTURE, 2021).

Nos ultimos anos houve aumento em produtividade da cultura em razao dos
avancgos genéticos e melhorias do sistema de produgédo, mas essa produtividade n&o
€ maior em razao da ocorréncia de pragas e doengas que acometem a cultura.

As condigdes edafoclimaticas das regides produtoras como altas temperaturas,
veranicos, solos arenosos na sua maioria e a suscetibilidade das cultivares as
doencas levaram ao aumento dos custos de controle. Essa situacdo resultou no
aumento do uso dos insumos quimicos com consequente aumento nos custos de
producdo (FREIRE, 2007; BOREM; FREIRE, 2014).

Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum e Meloidogyne incognita ragas 3 e 4
causam grandes perdas de produtividade e em alguns casos inviabilizam a produgéo
(CIA; GALBIERI, 2016; XIANG et al., 2017; XIANG; LAWRENCE; DONALD, 2018) .
Estes dois fitopatdgenos podem ocorrer concomitantemente, formando o complexo
Fusarium-nematoide (Fus-nem), com maior poder destrutivo comparado com a
ocorréncia isolada de ambos. Esses patdégenos tém a capacidade de sobreviver por
longos periodos no solo, sem a presenca de seu hospedeiro principal. Além disso, M.
incognita possui uma ampla gama de hospedeiros, dificultando a ado¢do de métodos
de controle eficientes a ambos os fitopatdogenos.

O aumento de focos e de glebas infectadas tem gerado preocupacéo para
produtores do setor. A preocupacao € justificada devido ao alto potencial destrutivo
desses patégenos, aliado a dificuldade em elimina-los da area. Apés a introducgéo é
preciso conviver com estes fitopatdgenos e reduzir os danos na cultura,
principalmente, mediante o uso de cultivares resistentes e rotagdo de culturas.
Entretanto, muitas cultivares de algodao, com alto desempenho agrondémico, néo
possuem resisténcia genética em niveis adequados. Além disso, a rotacdo de culturas
também ndo é realizada por muitos produtores. Devido a esses aspectos esta
ocorrendo aumento do potencial de inoculo dos fitopatbgenos ano apdés ano
conduzindo ao maior uso de nematicidas e fungicidas para garantir altas

produtividades. O uso desses produtos para o controle de fitopatégenos de solo
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apresenta riscos de contaminacdo ambiental, deterioracdo da saude dos
trabalhadores rurais, selegdo de patdégenos resistentes aos principios ativos e
elevacdo dos custos de produgdo (RAUT; DALVI; MANWAR, 2011), havendo
necessidade de se encontrar alternativas economicamente mais vantajosas para o
agricultor e menos agressivas ao meio ambiente.

O controle biolégico tem sido apontado como um método seguro e uma
alternativa sustentivel para o manejo de patégenos de solo, apresentando vantagens
em relacéo ao controle quimico. Dentre os potenciais agentes de biocontrole, destaca-
se uma ampla gama de bactérias da rizosfera com efeito antagdnico a fungos e
nematoides (LIU et al., 2017; MACHADO et al., 2012; RAO et al., 2017; TIAN; YANG;
ZHANG, 2007). As bactérias de maior destaque com potencial para controle biolégico
pertencem ao género Bacillus. Bacillus possuem a capacidade de sobreviver na
rizosfera, colonizar as raizes das plantas e apresentam varios beneficios as culturas,
tais como: promocao de crescimento de plantas, disponibilizacdo de nutrientes e
horménios vegetais, protecéo contra patégenos e inducao de resisténcia a estresses
bioticos e abidticos.

As perdas causadas por F. oxysporum f. sp. vasinfectum e M. incognita em
algodoeiro sdo preocupantes, sobretudo quando estes agem em interacdo, podendo
atingir mais de 40% da producéo. O controle dessas doencas é dificil e oneroso, sendo
gue em média sdo gastos US$120 milhdes anualmente, o que equivale em torno de
25% do custo de producdo (COX et al, 2019; NCC, 2018). Desta forma, o
desenvolvimento de produtos a base de Bacillus tém um grande potencial de mercado
e poderé colaborar com a constituicdo de empresas visando a disponibilizacdo desses
produtos no mercado brasileiro. Além disso, podera disponibilizar aos agricultores
uma tecnologia de menor impacto no ambiente.

Os objetivos do estudo foram selecionar e caracterizar isolados de Bacillus
antagonicos a F. oxysporum f. sp. vasinfectum e M. incognita; avaliar o potencial de
Bacillus spp. em controlar os dois patégenos inoculados simultaneamente, bem como
selecionar isolados promotores de crescimento das plantas; e identificar os isolados

de Bacillus selecionados.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A cultura do algodao

A cultura do algodao é cultivada em todos os continentes, em mais de 80 paises,
sendo os principais produtores india, China, Estados Unidos, Brasil e Paquistdo
(ABRAPA, 2021). O Brasil é o quarto maior produtor mundial de algodao, com area
cultivada de 1,67 milhdes de ha e producédo de 1.802.000 toneladas, representando
10,6% da producdo mundial (2019/2020) (UNITED STATES DEPARTMENT OF
AGRICULTURE, 2021). O Brasil se destaca como o0 segundo maior exportador
mundial de algodao e possui a segunda melhor produtividade (1.802 kg/ha), perdendo
apenas para a Australia (2.268 kg/ha) onde a cultura é praticamente toda irrigada.
Levando em consideragédo apenas o algodao produzido em sequeiro (sem utilizagao
de sistemas de irrigagao artificiais), o Brasil se destaca com a melhor média mundial
de produtividade (UNITED STATES DEPARTMENT OF AGRICULTURE, 2021).

A cotonicultura brasileira esta distribuida por 15 Estados, sendo Mato Grosso,
Bahia, Goias, Mato Grosso do Sul e Minas Gerais, 0s principais estados produtores.
Porém, 89,9% do plantio se localiza em Mato Grosso e Bahia (ABRAPA, 2021).

O algodoeiro possui um ciclo diversificado com variedades de ciclo precoce (130
dias), médio (140 dias) e tardio (acima de 170 dias). Também apresenta variedades
anuais, perenes e semiperenes. O algodao desenvolve-se bem em regides de 180 a
200 dias livres de geadas, com temperatura média acima de 20°C, dias
predominantemente ensolarados, precipitacdo pluviométrica de 500 a 1.500 mm
anuais distribuida ao longo do ano (AMORIM et al., 2001).

A regiao Centro-Oeste do Brasil tem um clima bem definido como a estagéo da
seca e da chuva com uma luminosidade constante sendo uma grande oportunidade
para o cultivo do algodédo, além de uma alternativa para a rotagdo de cultura com o
milho e a soja (FONTES et al., 2006). O aumento de producéo e de area plantada com
a cultura na regido, bem como com clima favoravel, houve um aumento na intensidade
das doencas e também o surgimento de novas doencas (CASSETARI NETO;
MACHADO, 2005). As condi¢des edafoclimaticas do Cerrado brasileiro, assim como
o sistema de cultivo adotado nessa regiao, com extensas areas e um numero reduzido
de variedades, aumenta a possibilidade de aparecimento de surtos epidémicos
(SUASSUNA; COUTINHO, 2015).
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2.2 Murcha de Fusarium do algodoeiro

A producao da cultura do algodao é afetada por problemas fitossanitarios que
resultam em uma baixa produtividade e qualidade do algodé&o. Os fitopatdogenos de
solo sdo de grande importancia para a cultura, pois causam perdas significativas na
produtividade. O agente etioldgico da fusariose do algodoeiro é o fungo F. oxysporum
f. sp. vasinfectum (Fov), que causa grandes danos a cultura e esta presente em todas
as regides produtoras de algodéo (ASSIGBETSE et al., 1994).

No Brasil, a fusariose do algodoeiro foi detectada, pela primeira vez, no estado
da Paraiba, em 1935 (VEIGAS, 1935), tem sido disseminada para outros estados do
pais. Na década de 1970 atingiu o estado de S&o Paulo, que era o maior produtor da
cultura algodoeira (CIA, 1977). Atualmente, ha a ocorréncia da doenca em locais antes
livres do patégeno (MACHADO et al., 2012).

O controle da doenca se torna mais dificil e, muitas vezes, inviavel quando o
fungo esta disseminado nas areas. Isso se deve ao fato de Fov produzir estruturas
gue sao resistentes e podem permanecer no solo por até 12 anos, mesmo sem a
presenca da cultura (SMITH; SNYDER, 1975). Esta caracteristica do patdégeno
evidencia a necessidade de um alerta nas regides produtoras do algodoeiro e
destacando a importancia de alternativas para evitar a entrada do patdbgeno nas areas
de plantio. Além do algodoeiro, espécies das familias Leguminosae, Malvaceae e
Solanaceae também sofrem danos consideraveis com o ataque desse fungo. Além da
formae specialis vasinfectum ser patogénica para todas as variedades de algodéao
(ARMSTRONG; ARMSTRONG, 1978; ASSIGBETSE et al., 1994).

O Fov produz microconidios, unicelulares e formados a partir de fialides curtas
com falsas terminagdes (cabecas); macroconidios, levemente falcados com 3 a 5
septos; e clamidosporos, que sdo as estruturas de resisténcia do patdogeno que
permanecem no solo mesmo na auséncia do hospedeiro (MATHUR; KONGSDAL,
2003). Seis racas de Fov foram identificadas até o momento, que diferenciam na
patogenicidade e viruléncia as diferentes cultivares de algoddo (DA SILVA et al.,
2019). As racas sao 1, 2, 4/7, 3/5, 6 e 8, sendo a raca 6 originaria do Brasil
(ARMSTRONG; ARMSTRONG, 1978).

A infecgao por Fov ocorre com a penetragao do fungo pelas raizes, radicelas ou

pélos. Com a producédo de metabdlitos secundarios produzidos pelo fungo dé inicio a
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murcha, sintoma ocasionado pela ocorréncia do fungo no hospedeiro. Apés a infecgcéo
ocorre o surgimento dos sintomas. Esses podem estar presente em qualquer estadio
de desenvolvimento do hospedeiro. Sintomas como turgescéncia e lesdes irregulares
amareladas e progredindo para necrose, sdo caracteristicos em plantas adultas. O
sintoma mais comum é o aparecimento de uma coloragcdo marrom-avermelhada ao
longo do xilema, que pode ser referente a producao de etileno e oxidacdo de fendis
(DAVIS et al., 2006; CIA, 1977). O patégeno produz o &cido fusarico nas culturas,
como consequencia ocorre um desbalanco hidrico e a murcha (SMITH et al., 1981).

As condi¢cdes do meio para um melhor desenvolvimento e aparecimento da
fusariose estéo relacionadas ao alto teor de areia, solos com pH &cido, fertilidade do
solo e culturas susceptiveis. As temperaturas ideais para o patdgeno séo entre 25 a
31°C e alta umidade (CIA; GALBIERI, 2016). Além disso a presenca de nematoides
no solo pode potencializar a infeccdo do fungo no hospedeiro, tais como M. incognita,
Rotylenchulus reniformis e Pratylenchus brachyurus (CIA et al., 2003; KOENNING et
al., 2004).

2.3 Meloidogyne incognita em algodoeiro

Para o algodoeiro em todo o mundo, nematoides sdo considerados grandes
problemas devido a alta suscetibilidade da cultura a determinadas espécies (STARR,
1998). O nematoide das galhas, Meloidogyne incognita (Kofoid &White) Chitwood, é
0 mais danoso das espécies de nematoides que atacam o algodoeiro, sobretudo em
areas de solos arenosos (GALBIERI et al., 2016). A espécie M. incognita apresenta
quatro racas fisiologicas, das quais somente as racas 3 e 4 sdo capazes de se
reproduzir em algodao (TAYLOR; SASSER, 1978).

No Brasil, M. incognita, além do algodoeiro, também € importante patdgeno de
varias plantas cultivadas (LORDELO, 1976), possuindo uma ampla gama de
hospedeiros que abrange mais de 3.000 espécies de plantas (ABAD et al., 2003). Em
determinadas condigfes, ha relatos de perda de rendimento na ordem de 40-50% nas
cultivares suscetiveis em areas infestadas por esse patégeno (GALBIERI et al., 2011).

O nematoide das galhas é sedentario endoparasita e apresenta as fases de ovo,
quatro estadios juvenis e adulto. A primeira ecdise ocorre ainda dentro do ovo e 0

juvenil de segundo estadio emerge do ovo. O J2 tem grande importancia biologica,
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pois é sua fase infectiva; normalmente é encontrado no solo ou nhas massas de ovos
produzidos pelas fémeas. Os demais estadios juvenis e a fémea adulta séo
encontrados nas raizes e sdo sedentérios (GALBIERI; ASMUS, 2016).

A infeccdo da raiz pelo juvenil de segundo estadio se da nas proximidades da
regiao apical; em seguida, ocorre o0 caminhamento pelo cortex a fim de atingir o estelo
da raiz, onde inicia o parasitismo. Para tanto, incita a formacao de células nutridoras,
hipertrofiadas (gigantes), do tipo cendcito, em nuimero de 4 a 8, de onde obtém
alimento (STARR et al., 2007).

Desse modo, ocorre alteracdes celulares induzindo o aumento da divisdo e
multiplicacéo celular no cortex da raiz adjacente ao sitio de alimentacéo, na regido do
estelo, surgindo nas raizes laterais galhas (GALBIERI; ASMUS, 2016).

A fémea adulta é obesa, com formato de péra e, normalmente rompe o coértex
radicular durante seu crescimento, ficando com a regido posterior do corpo exposta
na superficie da raiz. Os ovos sdo ovopositados na parte externa das raizes, envoltos
por uma gelatina, a massa de ovos. A espécie M. incognita apresenta machos, porém
se reproduz por partenogénese, sendo que cada fémea ovoposita, em média, 400
ovos, podendo ovopositar de 200 a 1.000 ovos (BRIDGE, 1992).

Quando ocorre o parasitismo de M. incognita, plantas apresentam um menor
porte com um menor desenvolvimento radicular, devido ao bloqueio da translocacgéo
de nutrientes e agua, porém o principal prejuizo ocorre em razdo das alteracdes
metabdlicas celulares (utilizacao das substancias fotossintetizadas). Da forma que as
plantas sofrem essas alteracfes, ocorre sintomas semelhantes aos de deficiéncia
hidrica e nutricional (GALBIERI; ASMUS, 2016), e consequentemente, observa-se
folhas com manchas amarelas em contraste com verde, conhecido como sintoma
“carij¢”.

O nematoide possui ciclo de vida de 28 dias, sofrendo grande influéncia da
temperatura, a qual em valores ideais, de 25 a 30°C, pode alterar o desenvolvimento
do nematoide, além disso, a textura do solo pode influenciar esse desenvolvimento,
com preferencia para solos arenosos (KOENNING et al., 2004).

Além de causar problema de forma isolada, M. incognita torna-se mais
importante quando associado a murcha de Fusarium. Além de provocar ferimento
servindo de porta de entrada para o fungo, também predispdem a planta para a
infeccdo de Fusarium. Essa interacdo é designada de complexo Fus-Nem (Fusarium
x nematoide) (STARR et al., 2002).
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Alternativas de manejo incluem a rotacdo de culturas, enriquecimento do solo
com compostos organicos e uso de microrganismos biocontroladores de nematoides,
principalmente fungos e bactérias (LAMOVSEK; UREK; TRDAN, 2013), incluindo as
rizobactérias.

Os estadios dos nematoides parasitas de plantas mais adequados para serem
manejados com controle biolégico sdo o0 ovo e 0s juvenis de segundo estadio
(MACHADO et al., 2016). Esses estadios de vida se encontram fora dos hospedeiros,
na pelicula de agua das particulas do solo, 0 que permite que 0s antagonistas tenham
a oportunidade de entrar em contato, infectar e parasitar os nematoides. Dessa
maneira, resultara na reducao da densidade populacional e um manejo bem-sucedido.

Doze espécies de Bacillus foram relatadas para o manejo de M. incognita,
incluindo B. amyloliquefaciens (BURKETT-CADENA et al., 2008), B. circulans, B.
coagulans (SERFOJI; RAJESHKUMAR; SELVARAJ, 2010), B. firmus (MENDOZA;
KIEWNICK; SIKORA, 2008; TEREFE; TEFERA; SAKHUJA, 2009), B. licheniformis
(SIDDIQUI; MAHMOOD, 1992), B. megaterium (KLOEPPER et al., 1992), B. polymyxa
(KHAN; KOUNSAR; HAMID, 2002), B. sphaericus (KRECHEL et al., 2002), B. subtilis
(KAVITHA; JONATHAN; UMAMAHESWARI, 2007) e B. thuringiensis (MOHAMMED
et al., 2008).

A resisténcia sistémica induzida (ISR) por algumas cepas de Bacillus também ja
foi relatada. Sikora (1988) observou que B. subtilis induziu protecdo contra M.
incognita no algod&@o. Cepas especificas de B. velezensis, B. mycoides, B. pumilus,
B. sphaericus e B. subtilis podem provocar reducdes significativas na incidéncia de
doencas em varios hospedeiros através da ISR (KLOEPPER; RYU; ZHANG, 2004).

2.4 Controle de Meloidogyne e Fusarium

Esses patogenos tém ampla gama de hospedeiros e capacidade de
sobreviverem por longos periodos no solo sem a presenca de seu hospedeiro,
dificultando a adogcdo de métodos de controle eficientes (MATHUR; KONGSDAL,
2003; STARR et al., 2002).

A resisténcia € considerada a principal estratégia de controle de doencas de
plantas, devido a facilidade de utilizag&o e ao baixo custo empregado na sua utilizagdo

(AMORIM et al., 2011). Até o momento, este método ndo se aplica para um controle
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satisfatério da murcha de Fusarium do algodoeiro, em razdo dessa resisténcia ser
‘quebrada’ quando, além do fungo, existe também a presenga de nematoides na area
cultivada. Assim h& necessidade de se incorporar genes de resisténcia aos
nematoides das galhas e reniforme nas cultivares resistentes a Fov (DAVIS et al.,
2006). Testes em campos infestados com F. oxysporum f. sp. vasinfectum e M.
incognita, indicaram que cultivares que apresentavam alto nivel de resisténcia ao
nematoide tiveram melhor desempenho na reducdo de perdas quando comparadas
as cultivares que possuiam apenas a toleréncia ao M. incognita associada a moderada
resisténcia a murcha de Fusarium (HYER et al., 1974). Muitas vezes, a estratégia de
selecionar genotipos resistentes ao nematoide das galhas pode conferir,
indiretamente, resisténcia ao complexo Fusarium-Meloidogyne (HILLOCKS, 1992).

O controle cultural tem como objetivo minimizar os efeitos negativos que as
doencas podem causar sobre a producdo de plantas cultivadas. Esse método de
controle baseia-se em praticas de rotacdo de culturas, eliminacdo de hospedeiros
alternativos, plantas voluntarias e restos culturais, incorporacédo de matéria organica,
época de plantio, preparo de solo, densidade de plantio, controle de irrigacdo e
drenagem, nutricdo mineral e pH do solo. As praticas utilizadas no controle cultural
em sua maioria buscam exercer interferéncia na sobrevivéncia, na producédo e na
disseminacéao do inéculo do patégeno (AMORIM et al., 2011).

O controle quimico de doencas de plantas é uma alternativa para garantir altas
produtividades e qualidade de producdo. Cultivares de plantas, interessantes pelo
bom desempenho agronémico e pela preferéncia dos consumidores, geralmente aliam
certa vulnerabilidade a agentes fitopatogénicos. Desta forma, sucessivas aplicacbes
de produtos quimicos sistémicos e/ou de contato sao utilizadas na cultura do algodao.
Este fato, pode elevar os custos de producdo, devido ao volume de agrotoxicos
utilizados e aos altos precos desses produtos. Além disso, riscos ambientais e sociais
como contaminacdo ambiental e riscos a saude do produtor rural podem ser
potencializados, uma vez que, tratam-se de produtos de elevada toxicidade e quando
utilizados, os cuidados durante esse uso devem ser rigorosamente acompanhados
(FERRAZ et al., 2010). Nesse contexto, a necessidade de se encontrar alternativas
economicamente mais vantajosas para o produtor e menos agressivas ao meio

ambiente torna-se uma realidade.
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2.5 O género Bacillus

As bactérias do género Bacillus pertencem a familia Bacillaceae, sdo Gram
positivos, representando a heterogeneidade da sua espécie. S&o caracterizados como
aerobicos ou anaerdbicos facultativos, crescem em varias fontes de carbono,
possuem células em formato de bastonetes, de tamanho entre 0,5 x 1,2 um até 2,5 x
10 um, produzem esporulacdo quando as condi¢cdes nao sao favoraveis, de motilidade
variavel, podem formar biofilme, aglomeram-se em colbénias de diferentes tipos
morfologicos e habitam diversos nichos (solo, plantas e agua) (EARL; LOSICK;
KOLTER, 2008).

Em condi¢cdes desfavoraveis e adversas de umidade e temperatura, os Bacillus
produzem endosporos, estruturas de resisténcia, as quais podem permanecer no solo
por muitos anos até o restabelecimento das condi¢des favoraveis (MADIGAN et al.,
2016). Segundo Euzéby (1997), atualmente esse género possui 336 espécies,
encontradas em diversos ambientes e apresentam boa capacidade adaptativa,
sobrevivendo a grandes variacdes de temperatura, osmolaridade e disponibilidade de
fontes de carbono (LANNA-FILHO; FERRO; PINHO, 2010).

2.6 Bacillus spp. como agentes de biocontrole de doencas de plantas

Diversas sdo as acdes biolégicas de espécies de Bacillus: recicladoras de
matéria organica, nao patogénicas a mamiferos, endofiticas em vegetais, promotoras
de crescimento de plantas e inibidoras de fitopatégenos (EARL; LOSICK; KOLTER,
2008; MARTINS et al., 2015). O biocontrole de fitopatdgenos por meio da utilizacao
de espécies e isolados de Bacillus é uma das mais promissoras tecnologias na area,
pois esta bactéria, apresenta versatilidade de varios aspectos biolégicos quando
comparados a outros agentes de biocontrole.

Um dos pontos abordados no controle bioldgico de doencas de plantas com o
uso de Bacillus spp. é que as plantas ao longo dos tempos desenvolveram um
aprimorado mecanismo de defesa e convivio contra estresses abidticos e bidticos;
sendo capaz de ser adquirido ou induzido, deste modo, os compostos segundarios,
conhecidos por metabdlitos, estdo envolvidos em interagcbes de plantas com os
agentes de biocontrole (YRUELA, 2015).
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Bacillus spp. tem o potencial de produzir metabdlitos pertencentes aos grupos
da fengicina, iturina e surfactina (ONGENA; JACQUES, 2008), colonizar o sistema
radicular, induzir resisténcia sistémica do hospedeiro, produzir enzimas degradadoras
da parede celular e de formar esporos resistentes, além de serem ativos contra
inimeros patdégenos. Associado a isso, possuem mecanismos para induzir o
crescimento de plantas como, fixacdo de nitrogénio, solubilizacdo de formas minerais
de fosfato, secrecédo de horménios vegetais, producdo de sideroforos e formacéo de
biofilme (CAWOY et al., 2015).

Algumas espécies de Bacillus, como B. subtilis, B. licheniformis, B. pumilus, B.
amyloliquefaciens, B. methilotrophicus, B. velezensis e B. mojavensis e outras séo
reconhecidamente agentes de biocontrole (CAWOY et al., 2009; KULIMUSHI et al.,
2018; LIU et al., 2017; ONGENA; JACQUES, 2008; PAZ et al., 2018; XIANG et al.,
2017; YANEZ-MENDIZABAL; FALCONI, 2018). O potencial de B. subtilis para o
controle de doencas € descrito para o controle da ferrugem do cafeeiro (Hemileia
vastatrix) (BETTIOL et al., 1994; BETTIOL; VARZEA, 1992; HADDAD et al., 2009),
ferrugem do feijoeiro (Uromyces phaseoli) (BAKER; RAMSDELL; GILLET, 1985;
YUEN et al., 2001; BETTIOL et al., 1992), ferrugem da soja (Phakopsora pachyrhizi)
(DORIGHELLO et al., 2015), damping-off (Rhizoctonia solani) (PENG et al., 2014),
Sclerotinia sclerotiorum (KAMAL et al., 2016), Curtobacterium flaccumfaciens pv.
flaccumfaciens (LEAO et al., 2016), Ralstonia solenacearum (WU et al., 2017), F.
oxysporum (XU et al., 2014) e Meloidogyne spp. (MACHADO et al., 2012) entre outros.
Essas espécies sao inclusive base de biofungicidas registrados no mercado brasileiro,
como Furatrop®, Bio Imune® Serenade®, Sonata®, Quartzo®, Presence®,
Nemacontrol®, Rizos®, Onix®, Duravel® e outros (AGROFIT, 2021), para o controle de
diversos fitopatdgenos.

Além da caracteristica de controlar fipatbgenos e promover o crescimento de
plantas, diversas espécies de Bacillus sdo esporulantes, o que facilita a obtencéo de
formulacdes comerciais com um maior periodo de vida de prateleira, apresentando

resisténcias as condi¢cbes adversas (CAWOY et al., 2015).

2.7 Mecanismos de acao de Bacillus spp.
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As principais razoes pelo crescimento da utilizacdo de Bacillus spp. estéo ligadas
a sustentabilidade do sistema, visto que o controle biolégico tem como premissa o0 uso
de um organismo vivo para o controle de outro organismo danoso as culturas
agricolas. Dessa forma, gera menor impacto ao meio ambiente; exigéncias do
mercado consumidor por alimentos mais saudaveis. Outros aspectos importantes para
0 aumento do uso dos bioprotetores sdo a perda de eficiéncia de produtos quimicos
em razao da resisténcia dos fitopatdgenos; a falta de novas moléculas quimicas para
utilizacdo no manejo fitossanitario; a intensificacdo de pesquisas com melhoria da
qualidade nas formulacdes e eficiéncia dos agentes biologicos e, ainda, a entrada de
empresas tradicionais na area de quimicos com grandes investimentos alavancando
o0 crescimento do setor de bioldgicos.

Espécies de Bacillus sao aplicadas para o controle de patégenos de plantas
onde atuam por meio de diversos mecanismos de agao. Alguns interagem com as
plantas por inducédo de resisténcia, sem qualquer interacdo direta com o patdégeno
alvo. Outras espécies atuam por meio da competicao por nutrientes ou outros fatores
gue restringem as condi¢des de crescimento do agente patogénico; da antibiose que
interfere diretamente com o patdgeno, e promoc¢do de crescimento de plantas
(CONRATH et al., 2015).

A inducédo de resisténcia é a capacidade de organismo ou agente quimico
provocar resposta de defesa no hospedeiro por meio de reag¢des quimicas ou
bioquimicas, incluindo alteragdes na estrutura dos tecidos e na producgéao de proteinas
relacionadas com patogénese, expresso localmente ou sistemicamente. Quando
Bacillus spp. colonizam o sistema radicular, moléculas constituintes da célula
bacteriana ou por ela sintetizada e liberadas para o ambiente, atuam como eliciadoras
de sinais bioguimicos, provavelmente os jasminatos e etileno (KOHL; KOLNAAR;
RAVENSBERG, 2019). Dessa maneira, ndo h& pressédo de seleg¢éo sobre o agente
patogénico por meio da resisténcia induzida por Bacillus spp. ou por compostos de
sinalizagao porgue esses nao interagem diretamente com o agente patogénico.

A competicao por espaco e fontes de carbono € um dos principais mecanismos
dessas bactérias contra os fitopatégenos. A capacidade da bactéria colonizar depende
da adaptacéo em assimilar as fontes de carbono necessarias para sua sobrevivéncia,
multiplicacédo, limitando assim os carboidratos disponiveis para os fitopatdogenos,
reduzindo o percentual da germinacdo de esporos, e assim, a capacidade do

patdégeno invadir o hospedeiro (SPADARO; DROBY, 2016). Desse modo, as espécies
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de Bacillus com potencial competitivo, devem ser capazes de ocupar tais nichos, para
sobreviver e para consumir fontes rapidamente essenciais de nutrientes, como
agucares e exsudatos de plantas nas superficies e em residuos de plantas, de modo
gue os patogenos sem competitividade ndo sejam capazes de infectar o hospedeiro.

A producdo de sideréforos por agentes de controle biolégico pode ser
considerada um mecanismo de competicdo no controle de patégenos. O ferro € um
elemento essencial para o crescimento de microrganismos. As espécies de Bacillus
podem produzir sideréforos, pequenas moléculas peptidicas que possuem cadeias
laterais e grupos funcionais, os quais promovem afinidade com ions ferro. Quando a
bactéria produz sider6foro em um meio limita a germinacao de esporo e o crescimento
micelial do patdégeno. Dessa maneira, a producédo de sideréforos confere aos Bacillus
spp. caracteristicas competitivas. Foi demonstrado que a competicdo por ferro
resultou em reduzidas populacdes de patdgenos nas rizosferas (RAAIJMAKERS et
al., 1995). Além disso, os sideroforos produzidos por bactérias competidoras de ferro
tais como DAPG (2,4-diacetil-floroglucinol) e piocianina, biosurfactantes e compostos
organicos volateis, tais como 2R, 3R-butanodiol produzido por B. subtilis GB03 (130)
e um alcool C13 volateis emitidos de Paenibacillus polymyxa podem também agir
como eliciadores induzindo a resisténcia sistémica da planta (PIETERSE et al., 2014).
Assim, a eficiéncia de Bacillus spp. dependem fortemente de suas competéncias
ecoldgicas, metabolismo, crescimento e sdo essenciais para coloniza¢do do nicho e
esgotamento dos nutrientes. O risco de desenvolvimento de resisténcia contra a
concorréncia por patégenos pode ser considerado como muito baixo, pois ndo ha
interac&o direta com o fitopatégeno (KOHL; KOLNAAR; RAVENSBERG, 2019).

O parasitismo ocorre quando o antagonista se alimenta do fitopatdégeno,
produzindo lise parcial ou total de suas estruturas. As bactérias se alimentam das
paredes celulares dos fungos, principalmente em quitina, glucanos e proteinas. O
principal mecanismo de parasitismo € a excrecao de enzimas degradadoras da parede
celular combinados com a excrecdo de metabdlitos secundarios em contato com a
célula hospedeira, levando a abertura na parede celular e subsequente
desorganizacdo do citoplasma (KOHL; KOLNAAR; RAVENSBERG, 2019). A
degradacdo da parede celular € causada por uma gama de quitinases, B-1,3-
glucanases e proteases, ou no caso de oomicota, celulases. Essas enzimas
degradadoras de parede celular podem ser produzidas por Bacillus spp. e séo

proteinas complexas constituidas por 100 ou 1000 aminoacidos com funcdo de
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catalisar a conversao de substratos especificos em produtos especificos (IYER;
ANANTHANARAYAN, 2008).

Timmusk et al. (2005) observaram a colonizacéo das raizes das plantas por P.
polymyxa formando estruturas que se parecem com biofilmes, protegendo as raizes
contra doencas causadas por fitopatdogenos. Outro exemplo € o da linhagem CHAO de
Pseudomonas fluorescens, com uma capacidade aprimorada de colonizar raizes de
cenoura. Outro estudo indicou que uma cepa de B. subtilis (ATCC6051) pode formar
estruturas do tipo biofilme nas raizes das plantas de Arabidopsis e, assim, proteger
da infeccéo pela bactéria Pseudomonas syringae (BAIS; FALL; VIVANCO, 2004).

Membros do género Bacillus sdo consideradas fabricas microbianas para a
producdo de uma grande variedade de moléculas com potencial de inibicdo de
crescimento de fitopatdgenos, o0s metabdlitos secundarios (EMMERT;
HANDELSMAN, 1999). Metabdlitos antimicrobianos protegidos por este género séao
lipopeptideos pertencentes a grupos heterogéneos de compostos organicos de baixo
peso molecular produzidos por microrganismos, que sao prejudiciais ao crescimento
ou as atividades metabdlicas de outros microrganismos (THOMASHOW et al., 1990).
Os metabdlitos produzidos sédo considerados como o mecanismo de acao mais
potente dos Bacillus spp. contra os concorrentes, e 0s lipopeptideos mais estudados
desse género pertencem as familias das iturinas, surfactinas e fengicinas (ONGENA,;
JACQUES, 2008). Bacillus subtilis possui, em média, de 4-5% do seu genoma devoto
a sintese de antibiéticos e com potencial de produzir mais de 24 compostos
antimicrobianos (STEIN, 2005).

Estudos evidenciam que os metabdlitos desempenham um papel importante
nas interacdes microbianas no solo e nas superficies das plantas. Além disso, esses
antibiéticos em baixas concentracdes podem estar envolvidos na sinalizagdo e
interacdo com a comunidade microbiana, comunicagcdo com plantas e regulagéo da
formacao de biofiime (RAAIJMAKERS; MAZZOLA, 2012).

Os lipopeptideos de Bacillus spp. estdo envolvidos na fixacado superficial de
células bacterianas e formacdo de biofilme, ativando cascatas de sinalizacao,
resultando na formacdo de matrizes que protegem oS microrganismos de estresses
ambientais adversos. Outros lipopeptideos apoiam a mobilidade de bactérias,
provavelmente por meio da alteracéo da viscosidade das superficies colonizadas. Os
antibioticos de superficie permitem que as bactérias se desloquem para locais ricos

em nutrientes e também alterem a dinAmica da agua nas superficies foliares, o que
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indiretamente afeta o desenvolvimento dos patdégenos (KOHL; KOLNAAR;

RAVENSBERG, 2019). E outros, ainda influenciam o estado nutricional das plantas.
Os mecanismos de acao de Bacillus spp. que serdo expressos dependem das

condi¢des de crescimento nas plantas, a fisiologia da planta, a genética da cultivar

escolhida e as condigdes para a germinagao e infecgdo do patégeno.

2.8 Bacillus spp. como promotor de crescimento

Bacillus sp. podem transformar as formas indisponiveis de nitrogénio e fésforo
em formas disponiveis para serem absorvidas pelas raizes das plantas. Existem
varios relatos de espécies de Bacillus solubilizando fosfato (TORRES;
SANCLEMENTE, 2014). Desse modo, o fosforo que esta no solo, porém nao esta
disponivel para as plantas, torna-se disponivel e sdo absorvidos pelas raizes,
tornando-se importante para o desenvolvimento das plantas. Além disso, possuem
habilidade de produzir auxinas como o acido indolacético (AlA), giberilina e citocinina,
promovendo o crescimento radicular e da parte area (LANNA-FILHO; FERRO;
PINHO, 2010).

Os microrganismos podem assimilar nitrogénio, disponibilizando-o para as
plantas e, também, podem solubilizar o fosfato mediante secre¢do de acidos ou
enzimas como fosfatase, tornando-o disponivel (JHA; SARAF, 2015). Segundo Kang
et al., (2014) foi observado que a aplicacdo de espécies de Bacillus aumentaram o
comprimento de raiz e da parte aérea bem como o peso fresco de plantas de
mostarda. Ao mesmo tempo, foi verificado que plantas inoculadas com Bacillus
apresentaram altos teores de clorofila, frutose, glucose e sucrose comparadas a
plantas néo inoculadas. Espécies de Bacillus solubilizaram fésforo e melhoraram o
crescimento de plantas de banana (MATOS et al., 2017). Do mesmo modo, Sozer
Bahadir et al. (2018), verificaram que os seis melhores isolados de Bacillus
solubilizadores de fosfato também produziram um alto teor de acido indolacético, um
horménio de crescimento que promove o alongamento celular. Dessa maneira, as
espécies de Bacillus aumentaram o comprimento radicular e da parte aérea,
melhorando o crescimento e desenvolvimento das plantas.

Bacillus sp. podem ser utilizadas para superar e regular os estresses abioticos

como dessecacéo, calor, salinidade, seca e frio. Plantas de milho inoculadas com B.
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amyloliquefaciens, B. licheniformis, B. thuringiensis e B. subtilis exibiram resposta
fisioldgica que aliviaram os efeitos negativos do estresse hidrico. A inoculagdo com
essas espécies aumentou a biomassa da planta, o contetdo relativo de agua, o
potencial de agua na folha e diminuiu a perda de agua, além de reduzir a atividade
das enzimas antioxidantes ascorbato peroxidase, catalase e glutationa peroxidase.
Desse modo, o efeito de Bacillus spp. na osmorregulacdo aumentou a prolina,
acucares, aminoacidos livres e diminuiu o vazamento de eletrolitos (VARDHARAJULA
et al., 2011).

Tiwari et al. (2017) relataram o papel de B. amyloliquefaciens (cepa SN13) sobre
estresses abiodticos como dessecacao, calor, salinidade, seca, congelamento e frio em
arroz cv. Saryu 52 sob condi¢des hidroponicas. Em outro estudo, a cepa de B. subtilis
FZR24, registrada como agente de controle biolégico, foi testada em campo como
tolerante ao sal em duas cultivares de pimenta e berinjela em solo salino (YAO et al.,
2006). A irrigacao de ambas as cultivares foi feita por agua subterranea salina. O uso
da cepa de Bacillus FZB24 resultou em aumento de produtividade nas cultivares de
pimenta e berinjela.

Algumas espécies de Bacillus podem ser produtoras de sideroforos, e assim,
capazes de sequestrar o ferro disponivel no solo, além de reduzir a forma férrica em
forma ferrosa, que pode facilmente entrar no sistema radicular sendo uma
caracteristica essencial para bactérias competidoras (DERTZ; STINTZI; RAYMOND,
2006).

Producdo de horménios vegetais por Bacillus spp., como auxinas, citocininas,
giebrilinas, etileno e &cido abscisico é reportada (LANNA-FILHO; FERRO; PINHO,
2010). O &cido indolacético (AlA) bacteriano interfere diretamente na expansao
radicular, proporcionando maior acesso aos nutrientes. Além disso, as auxinas
também estdo associadas as respostas de defesa da planta, pois atuam como
sinalizadoras afetando a expressao de microrganismos fitopatogénicos.

O potencial do isolado Bacillus sp. PU-7 como bioinoculante nas lavouras de
algodao foi relatado por Pindi (2014). As plantas inoculadas apresentaram
crescimento superior as nao inoculadas, em oito cultivares de algodao. Além disso,
essas plantas exibiram altos niveis de producdo de fitohormbnios e analises
bioquimicas, apresentando elevados niveis de AlA, proteinas, agucares, clorofila e

prolina.
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3 MATERIAL E METODOS

As atividades abaixo foram realizadas nas dependéncias no Laboratério de
Microbiologia Ambiental “Raquel Ghini”, pertencente a Embrapa Meio Ambiente,
situada no municipio de Jaguariina, SP, na Embrapa Cenargen, situada em Brasilia,
DF e no Laboratério de Nematologia da UNESP/FCAYV, situado em Jaboticabal, SP.

3.1 Obtencéo de isolados de Bacillus

Trinta e cinco isolados de Bacillus spp., obtidos da rizosfera de plantas de
algodao (Gossypium hirsutum L.) coletadas nas cidades de Lucas do Rio Verde e
Sorriso, no estado do Mato Grosso, e pertencentes a Colecdo de Bactérias de
Invertebrados da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, foram utilizados.
Além desses, também foram utilizados os isolados AP 03, AP 61, AP 115, AP 117 e
AP 210 obtidos por Bettiol, 1988 e o produto comercial Serenade® a base de Bacillus
subtilis QST 713, totalizando 41 isolados de Bacillus. Os isolados foram reativados em
meio de cultura TSB (caldo de triptona de soja) por 72h e apds esse tempo a pureza
das bactérias foi verificada, conforme metodologia adaptada de MONNERAT et al.
(2007).

O isolado patogénico de Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum, 007, foi cedido

pela Embrapa Algodéao e reativado em meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA).

3.2 Producdo de acido cianidrico, &cido indolacético, sider6foros, catalase,
solubilizacao de fosfato e assimilagéo de nitrogénio por isolados de Bacillus

SPP.

A producdo de &cido cianidrico (HCN) foi avaliada pelo método adaptado de
Bakker; Schippers (1987). Os 41 isolados foram multiplicados em meio Trypticase Soy
Agar (TSA) por 96 horas a 28 + 2 °C, e discos de 5 mm contendo Bacillus foram
retirados e inoculados em placas de Petri previamente preenchidas com TSA
modificado (4 g de TSA e 15 g de agar por litro de agua destilada). Na tampa destas
placas foi colocado um disco de papel de filtro embebido com a solucdo de &cido

picrico (0,5% v/v) e Na2COs (2,0% p/v) sem contato com 0 meio de cultura. As placas
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foram mantidas a 28 + 2 °C por 24 horas. A producdo de HCN foi indicada pela
mudanca de tonalidade do papel (branco para amarelo ou marrom-alaranjado).

Para avaliar a producdo de &cido indolacético (AlA), os isolados foram
multiplicados em TSA acrescido de 1,021 g L de L-triptofano, precursor do AlA, a 28
+ 2 °C por 24 horas. Apos este tempo, foi colocada uma membrana de nitrocelulose
autoclavada sobre o crescimento de cada isolado e colocado 1 mL de Salkowski (1
mL de solucdo de FeClz.6H20 0,5 mol L't em 50 mL de HCIO4 35,0%) por placa. A
mudanc¢a da coloracdo da membrana de branco para rosado indica os isolados
produtores de AIA (BRIC et al., 1991; GORDON; WEBER, 1951).

Para avaliar a producao de sideroforos, 100 ul de suspenséao de crescimento de
Bacillus multiplicado em TSB a 28 + 2 °C foram transferidos para meio liquido KB (20
g de proteose peptona n°3; 1,5 g de K2HPO4; 1,5 g de MgS04.7H20; 15 mL de glicerol
e 1.000 mL de agua destilada), em Erlenmeyer mantidos em mesa agitadora, na
temperatura de 28 + 2°C por sete dias. Em seguida, 1 mL deste crescimento foi
centrifugado durante cinco minutos a aproximadamente 9.500 rpm (DOBEREINER et
al., 1995). Apds a centrifugacdo, 100 yuL do sobrenadante de cada cultura foram
adicionados a pocos de microplacas juntamente com 100 ul do reagente Cromo
Azurol. Os isolados que apresentarem a coloracdo alaranjada ou amarelada foram
considerados produtores de sideroforos (SCHWYN; NEILANDS, 1987).

A catalase foi determinada adicionando 500 pl de peréxido de hidrogénio e 100
pl de suspenséao de crescimento de Bacillus, previamente crescido 28 + 2 °C em TSB.
Com a formacéo de bolhas o isolado foi considerado catalase positivo (ROMEIRO,
2001; MARINGONI, 2010).

A solubilizagéo de fosfato foi avaliada transferindo um disco de 5 mm dos
isolados multiplicados em meio TSA para o meio de cultura NBRIP (NAUTIYAL, 1999)
composto de 10 g de glicose, 5 g de MgCl2.6H20, 0,25 g de MgS04.7H20, 0,2 g de
KCI, 0,1 g de (NH4)2S0O4, 5 g de Cas(POa4) e 15 g de &gar por 1.000 mL de agua
destilada e posterior incubacdo a 28 + 2 °C por sete dias. A formacdo de halo
transparente no meio de cultura, em torno dos discos indica que o isolado solubiliza
fosfato (DORIGHELLO, 2017).

Para avaliar a assimilacdo de nitrogénio, 100 pl de suspenséo de crescimento
de Bacillus, previamente multiplicado em TSB a 28 + 2 °C, foram transferidos em
vidros de penicilina preenchidos com NFB autoclavado [5 g de acido malico, 0,5 g de
K2HPO4, 0,2 g de MgS04.7H20, 0,1 g de NaCl, 0,002 g de CaCl2.2H20, 2 mL de
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solucdo de micronutrientes (0,04 g de CuS0O4.5H20, 1,2 g de ZnS04.7H20, 1,4 g de
H3BOs, 1 g de Na2zM004.2H20 e 1,175 g de MnSO4.H20 com o acréscimo de 1.000
mL de agua destilada), 2 mL de azul de bromotimol (solu¢éo de 0,5% em 0,2N KOH);
4 mL de FeEDTA (solucéo 1,64%), 1 mL de solugéo de vitaminas (10 mg de biotina,
20 mg de piridoxol- HCI dissolvidos em banho-maria e com o complemento com agua
destilada até completar o volume de 100 mL de solucéo) e 4,5 g de KOH] com pH
ajustado para 6,5 — 6,8 com a adicdo de NaOH (DOBEREINER et al., 1995; QUECINE,
2010). Os vidros foram incubados em BOD por sete dias a 28 + 2 °C e avaliados de
acordo com a metodologia proposta por Quecine (2010) com a identificacdo dos
isolados assimiladores de nitrogénio pelo crescimento no terco médio e inferior do
meio de cultura, com mudanca de coloracdo de verde para azul.

Foram realizadas trés repeticdes para cada um dos 41 isolados para cada teste

descrito acima.

3.3 Inibicdo do crescimento micelial de Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum

por isolados de Bacillus spp.

Os 41 isolados de Bacillus spp. foram avaliados quanto a capacidade de inibir o
crescimento micelial de F. oxysporum f. sp. vasinfectum (007). Todos os isolados de
Bacillus foram cultivadas em meio de cultura TSA (Tryptona Soja Agar), por 48 horas,
a 28 °C, no escuro. O fungo foi crescido em meio de cultura BDA (Batata-Dextrose-
Agar), a 25 + 2 °C e fotoperiodo de 12 horas, durante sete dias. O antagonismo in vitro
foi analisado mediante confronto direto, com a ado¢do do método de pareamento de
culturas em placas de Petri. Um disco de 5 mm de diametro contendo estrutura fungica
do patégeno e um dos isolados de Bacillus foram transferidos para placas de Petri,
contendo meio de cultura BDA, mantendo a distancia de 7 cm entre eles. As placas
foram incubadas nas mesmas condi¢cbes descritas para o crescimento do fungo.
Como controle, foi inoculado apenas o patdgeno na placa. Para cada tratamento foram
feitas trés repeticdes. O diametro das coldnias e os halos de inibicdo foram avaliados
diariamente. Apos o teste de normalidade (Shapiro-Wilk, P=0,05) foi realizada analise
de variancia. As médias dos halos foram comparados a 5% (Scott-Knott) utilizando o
software R 3.2.3.
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3.4 Estudo da inibicdo da germinacédo de esporos de Fusarium

Para avaliar o efeito dos isolados de Bacillus na germinacao de esporos de Fov,
os isolados foram multiplicados em meio de cultura GPL (10g de peptona; 10g de
glicose; 5g de extrato de levedura; 3 g de NaCl; 1 g de KH2POg4; 0,5 g de MgSOa.
7H20; 1000 ml de 4gua destilada e pH 6,0), sob agitacdo constante a 180 rpm a 28°C
no escuro por 48 horas. A concentracdo dos isolados foi ajustada para 108 UFC/ml. A
suspencao de esporos do isolado Fov foi obtida de placas de Petri provenientes de
coldnias com sete dias de cultivo em meio de cultura BDA. Foram adicionados 10 ml
de agua esterilizada autoclavada nas placas de Petri contendo o patégeno, e raspadas
com uma espatula para se obter uma suspensdo de 10° esporos/ml. Apds esse
processo, foi preparado a mistura destas suspensées com a adicdo de 10 pl de cada
uma, sob laminas de vidro. As laminas foram acondicionadas no interior de placas de
Petri contendo de papel toalha umedecido e essas placas acondicionadas em
bandejas com espuma umedecida no fundo. Foram realizadas trés repeticbes para
cada isolado. As placas foram incubadas em BOD por 24 h, e apés este periodo foram
analisados 100 esporos por lamina e contados o nimero de esporos germinados e
ndo germinados, calculando a porcentagem de inibicdo (nimero de esporos nao

germinados) em relacdo a testemunha (agua).

3.5 Avaliagao da produgao e termoestabilidade de metabdlitos produzidos por
Bacillus spp. in vitro contra Fov

Para testar a producao e termoestabilidade de metabdlitos produzidos in vitro,
foram utilizados nove isolados de Bacillus, selecionados entre o teste de inibigcdo do
crescimento micelial e o estudo da inibicdo da germinacgéo de esporos de Fusarium.

As colbnias das bactérias foram transferidas para Erlenmeyers de 250 ml,
contendo 100 ml de meio GPL. Durante a incubacéao (28 °C) no escuro, sob agitagéao
constante, diariamente foram coletadas aliquotas de 5 e 10 ml de cada caldo

fermentado, até o quinto dia, e transferidas para Erlenmeyers, contendo 95 e 90 ml de

BDA, e posteriormente esterilizados em autoclave por 20 min, a 120 ©C. Apéds
homogeneizagao da suspenséo, foram depositados 20 ml por placas de Petri. A partir

do meio solidificado, foi transferido para o centro de cada placa um disco de 5 mm de



42

didmetro contendo estrutura de Fov, com sete dias de idade. As testemunhas foram
constituidas de placas contendo o patégeno nos meios, sem a presenca dos
metabdlitos. O didmetro da colbnia de Fov foi avaliado diariamente até o sétimo dia
de incubacdo. O delineamento foi inteiramente casualizado, com trés repetigdes, e
cada placa de Petri foi considerada uma unidade experimental. Foi calculado o indice
de velocidade de crescimento micelial, segundo a equacéo:

D-Da

IVCM = X(—) 1)

Sendo:

IVCM = indice de velocidade de crescimento micelial;

D= didmetro médio atual da coldnia;

Da= diametro médio da coldnia do dia anterior;

N= numero de dias apds a inoculagao.

A analise de variancia foi realizada apos o teste de normalidade (Shapiro-Wilk)
e as médias comparadas por Scott-Knott a 5% de significancia, determinando o

melhor periodo para eficiéncia do metabdlito termoestavel ao Fov.

3.6 Promocéao de crescimento de algodoeiro por Bacillus spp, in vivo

Os 41 isolados de Bacillus foram previamente multiplicados em placas de Petri
contendo meio de cultura TSA por 48 horas. ApGs esse periodo, 10 ml de solucéo
salina 0,85% estéril foram adicionados em cada placa, e as coldnias raspadas com
uma espatula autoclavada para obter uma suspensao bacteriana. Para cada isolado
foram necessarias cinco placas de Petri. As suspensdes bacterianas foram recolhidas
em um Becker e a concentracdo ajustada em espectrofotdbmetro para 108 UFC/ml,
utilizando 550 nm e 0,2 de absorbancia. Apds o ajuste, as sementes de algodao foram
adicionadas nas suspensdes bacterianas onde permaneceram por uma hora. Apés
essa etapa, as sementes permaneceram em repouso para secagem em temperatura
ambiente e foram semeadas em vasos na casa de vegetacao.

O ensaio foi conduzido em vasos de 0,5 litro, preenchidos com solo e foram
semeadas sete sementes por vaso. Apds o deshaste foram mantidas cinco plantulas

em cada vaso, sendo cada unidade amostral, um vaso com cinco plantas de algodéo.
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Como testemunhas, foram utilizadas sementes tratadas apenas com solucéo salina
0,85% estéril e o produto comercial a base de B. subtilis QST 713 (Serenade®),
seguindo recomendagdes do fabricante. Cada tratamento foi composto por cinco
blocos ao acaso e todos os isolados foram testados em trés cultivares de algodéao
(IMA 6501B2FR, IMA 7501 WS e IMA 7201 B2FR).

Apos 15 dias da semeadura, foram avaliados o teor de clorofila na folha de duas
plantas em cada tratamento, com auxilio do aparelho SPAD 502 Plus (Ninolta). Além
disso, nas cinco plantas de cada tratamento foram avaliadas altura da parte éarea,
comprimento de raiz, peso fresco e seco da parte aérea e da raiz. Os resultados foram
avaliados utilizando-se software R 3.2.3. A normalidade dos dados foi verificada
usando o teste de Shapiro-Wilk (P = 0,05), apds realizacdo da analise de variancia,
as médias foram comparadas por Tukey a 5% de significancia.

Com os isolados de Bacillus selecionados no ensaio anteriormente descrito, na
caracterizacdo bioquimica e nos testes in vitro de inibicdo da germinagcdo e
crescimento micelial de Fov, foi realizado outro ensaio de promogéo de crescimento.
Os isolados foram pré-cultivados em meio de cultura GPL, por 48 horas em frascos,
sob agitacdo constante a 180 rpm a 28 °C no escuro. Apos essa etapa, 10% de cada
suspensao bacteriana foi transferida para novo Erlenmeyer contendo meio de cultura
GPL, permanecendo novamente sob agitacdo constante a 180 rpm a 28 °C no escuro
por 4 dias. Foi realizada a microbiolizagcdo das sementes de algoddo, mediante
imers&o das sementes nas culturas de bactérias (concentracédo de 1x108 UFC/mL) por
uma hora, sob agitacdo. As sementes foram deixadas para secar em temperatura
ambiente durante uma hora. Foram semeadas cinco sementes e, apés desbaste,
mantida uma planta por vaso de 4,5 litros, preenchidos com solo. A irrigacao dos vasos
foi realizada diariamente e, a cada 15 dias realizada aplicacdes de inseticidas. A cada

15 dias foi avaliada a altura de cada planta, o didmetro do caule no colo da planta e a

2,3002

area foliar, mediante equacéo Y = 0,4322 X , proposta por Grimes, Carter (1969),

onde Y= area foliar *; X - comprimento da nervura principal da folha do algodoeiro.
Decorridos 80 dias foram avaliados comprimento de raiz, altura das plantas, peso
fresco e seco da parte aérea e da raiz. O ensaio foi realizado simultaneamente com
duas cultivares de algodao (IMA 7501 WS e FM 975 WS).

O delineamento foi blocos casualizados com 12 tratamentos e sete repeticdes,

e a unidade experimental foi composta de uma planta por vaso. Os resultados foram
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avaliados utilizando-se software R 3.2.3. A normalidade dos dados foi verificada
usando o teste de Shapiro-Wilk (P = 0,05), apés realizacdo da analise de variancia,

as médias foram comparadas por Tukey a 5% de significancia.

3.7 Efeito da aplicacdo de isolados de Bacillus spp. individualmente e em

mistura na promocao de crescimento de plantas de algod&do em rizotrons

Os rizotrons foram construidos em tubos de PVC de 17,5 cm de didmetro e 100
cm de comprimento, cortados longitudinalmente ao meio, com um vidro para
visualiza¢do do sistema radicular e preenchidos com uma mistura de areia e solo na
proporcao de 1:1 (v/v).

A cultivar de algoddo utilizada foi FM 975WS. As sementes foram
microbiolizadas, segundo metodologia descrita no ensaio anterior, com trés espécies
de Bacillus isoladamente e em consorcio. A testemunha foi tratada apenas com agua

destilada e como padréao utilizou o produto biolégico a base da mistura de B. subtilis e

B. licheniformis (Quartzo®).

No momento da semeadura foi aplicado 1 ml do caldo fermentado sobre as
covas de cada tratamento, e apds 15 dias da semeadura, 1 ml de cada Bacillus
contendo células e metabdlitos foi adicionado junto ao colo das plantas.

O ensaio foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com oito
tratamentos e quatro repeticbes. O ensaio foi conduzido até 50 dias apds a
semeadura, e foram realizadas trés medi¢cdes de comprimento de raizes (cm) antes
dos 50 dias. Aos 50 dias ap6s plantio foi determinado o diametro da base da haste

(mm), a altura final das plantas (cm), comprimento de raizes (cm), area foliar mediante

equacao Y = 0,4322 X>**%

aérea e raizes.

, proposta por Grimes, Carter (1969) e peso fresco da parte
Os dados obtidos foram analisados por analise de variancia (p < 0,05) e as
meédias foram comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05) utilizando-se o software R

3.2.3.

3.8 Colonizagéao de raizes de algodao por Bacillus spp.
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As sementes de algodao da variedade FM 975 WS foram microbiolizadas com
dez isolados de Bacillus mediante metodologia descrita anteriormente. As sementes
microbiolizadas foram colocadas em placas de Petri de 15 cm contendo o meio agar-
agua no escuro para germinar. Apos trés dias, as plantulas foram transferidas para
tubos de ensaio de 24 cm de comprimento por 4,5 cm de didametro contendo o meio
Plytogel-agua (1,2% v/v), previamente autoclavados. Os tubos permaneceram em
BOD a 28 °C com fotoperiodo de 12 horas e, apés 20 dias foi avaliado a presenca das
bactérias ao redor do sistema radicular. Foram utilizadas quatro repeticdes para cada

isolado e como testemunha utilizou sementes tratadas com agua destilada.

3.9 Controle in vivo da murcha de Fusarium por Bacillus spp., sob cultivo
protegido

Os isolados de bactérias utilizados neste ensaio foram selecionados com base
nos resultados dos testes in vitro, com 10 repeticGes e realizado simultaneamente em
duas variedades de algodao (IMA 7501 WS e FM 975 WS).

Os isolados selecionados foram cultivados em meio de cultura GPL, por 48 horas
em frascos, sob agitacao constante a 180 rpm e a 28 °C. Apds esse periodo, 10% de
cada suspensédo bacteriana foi transferida para novo Erlenmeyer contendo meio de
cultura GPL, permanecendo novamente sob agitacdo constante a 180 rpm a 28 °C no
escuro por 4 dias. A microbiolizacdo das sementes de algodéao foi realizada mediante
imersdo das mesmas nas culturas de bactérias (concentragao de 3x108 UFC/mL) por
uma hora, sob agitacdo. As sementes foram deixadas secar a temperatura ambiente
(25 °C) durante uma hora e semeadas em solo artificialmente infestado com o
patdogeno. Na semeadura, foi aplicado em cada cova sobre a semente 1 ml da
suspensdo de Bacillus, cultivadas em meio de cultura GPL na concentracédo de 108
UFC/mL. Como testemunha, foram utilizados tratamentos sem infestagdo com o fungo
e com infestacdo, porém sem utilizagdo de Bacillus, e também sementes tratadas com
0 produto biolégico Serenade®, conforme recomendacédo do fabricante (100mi/ha).
Além das aplicacdes de Bacillus sobre as sementes, foram realizadas outras duas
aplicacoes aos 15 dias e aos 30 dias ap0s semeadura nas mesmas quantidades

descritas anteriormente.
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A infestacéo do solo com Fov foi realizada com suspenséo de esporos. O fungo
obtido de uma cultura pura foi cultivado em meio BD (batata-dextrose), sob agitacéo
constante a 180 rpm, no escuro, com temperatura de 25 °C e incubado por 10 dias. A
concentragdo de conidios foi calibrada a 5x107 conidios/mL em cadmara de Neubauer,

e a infestacdo foi realizada 15 dias antes da semeadura do algodao até atingir uma

concentracgio de 2,5x10° conidios/mL de substrato.

A cada 15 dias foi determinada a altura das plantas, o teor de clorofila das folhas
com auxilio do aparelho SPAD 502 Plus, didmetro das hastes e a severidade da
doenca. Para avaliacdo da severidade da doenca foi utilizada a escala de notas
variando de 0 a 4, adaptada de lbrahim e Nirenberg (1993) citados por Kim;
Hutmacher; Davis (2005) em que 0 = auséncia de sintomas; 1 = clorose e ou murcha
restrita aos cotilédones ou primeira folha; 2 = clorose e ou necrose ao longo da
primeira folha; 3 = sintomas severos afetando a planta inteira e 4 = planta morta. Para
obter os dados em porcentagem, foi utilizado o indice de McKinney (1923), ID (%) =
[2(f.v)/n.x]*100, em que: ID = indice de doenga; f = numero de plantulas com
determinada nota; v = nota observada; n = numero total de plantulas avaliadas; x =
grau maximo da escala. Aos 50 dias, foi realizada medicao da altura das plantas de
algodéo, indice de escurecimento vascular baseado em uma escala de notas definido
por Becerra Lopez-Lavalle; Potter; Brubaker (2012) peso fresco e seco da parte area
e raiz.

As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se software R 3.2.3. A
normalidade dos dados foi verificada usando o teste de Shapiro-Wilk (P = 0,05), apés
realizacdo da analise de variancia, as médias foram comparadas por Tukey a 5% de

significancia.

3.10 Manutencéo da populacédo de Meloidogyne incognita racas 3 e 4

O indculo inicial de M. incognita ragas 3 e 4, pertencente ao laboratorio de
fitonematoides da Embrapa Recursos Genéticos e Tecnologia, foram multiplicados em
tomateiro (Solanum lycopersicum, grupo Santa Cruz, cv. Santa Clara) por trés meses
em casa de vegetagao. Apos esse periodo, os ovos foram extraidos das plantas
segundo método descrito por Hussey e Barker (1973), modificado por Boneti e Ferraz

(1981). Apds extracdo, 0S OVOS passaram por um novo processo de limpeza para
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desinfec¢ao superficial, desenvolvido a partir do descrito por Zuckerman e Brzeski
(1966). Os ovos foram ressuspensos em solugao de gluconato de clorexidina (0,12%)
acrescido de antibidticos (10 pg/mL eritromicina; 2,5 g/L estreptomicina) por 30 min.
Em seguida foram centrifugados (3 min, 360 g). ApOs esse processo, o sobrenadante
foi descartado e os ovos presentes no pellet foram ressuspensos em agua destilada
esterilizada. O procedimento foi repetido duas vezes. Em ambiente estéril, 0s ovos
foram colocados em funil de Baermann modificado (FLEGG, 1967) para ecloséo e
obtencao dos juvenis (J2). Os J2 foram coletados a cada 2 dias, em ambiente estéril,

colocados em um Becker (fechado com papel aluminio) e refrigerados (4 + 2° C).

3.11 Efeito de isolados de Bacillus sobre a mortalidade de juvenis de segundo
estagio (J2) de M. incognitaraga 3 e 4 in vitro

Todos os 41 isolados de Bacillus foram pré-cultivados em meio de cultura GPL,
por 48 horas em frascos, sob agitacdo constante a 180 rpm, a 28 °C no escuro. Apos
esse periodo, 10% de cada suspensao bacteriana foi transferida para novo
Erlenmeyer contendo meio de cultura GPL, permanecendo sob agitacado constante no
escuro por quatro dias, e a concentracdo bacteriana foi ajustada para 108 UFC/mL.

A partir dos nematoides (J2) obtidos com o funil de Baermann foi realizado o
bioensaio em placas de poliestireno com 12 pocos. Para a selecdo de possiveis
isolados antagdnicos ao nematoide, foi testada inicialmente a concentracao de 20%
dos metabdlitos de Bacillus spp. Em cada poco, foram adicionados 400 ul do
metabdlito + 1.600 pl de agua esterilizada com J2, totalizando 2 ml por poco. Para
cada isolado foram realizadas quatro repeticdes. Como testemunhas, foram utilizados
pocos com agua esterilizada + J2, e pogcos com agua esterilizada + J2 + meio GPL.
Como padréo foi utilizado o produto comercial a base de B. subtilis + B. licheniformis
(Quartzo®), seguindo recomendacdes do fabricante. As placas foram incubadas, no
escuro, em BOD com temperatura de 25 °© C por 24 horas. Apos esse periodo, foi
adicionado solucédo de 12 pl de NaOH a 1M (para melhor diferenciacédo entre moveis
e imoveis), por pogo, e realizado a contagem dos J2, tanto vivos quanto mortos, com
auxilio da camara de Peters e do microscopio éptico.

Os isolados cuja mortalidade superou 50% foram selecionados para um novo

teste in vitro, porém com uma concentragdo de 16% dos metabdlitos de Bacillus spp.
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A metodologia utilizada foi semelhante a descrita acima. No entanto, em cada poco
foram adicionados 320 ul de metabdlitos de Bacillus spp. + 1680 pul de agua destilada
com J2. Para cada isolado foram realizadas quatro repeticdes. Apds contagem dos
nematoides foi realizado o teste de normalidade dos dados e anélise de variancia para
mortalidade de J2. As médias foram comparadas utilizando o teste Scott-Knott com
5% de significancia, com o software R 3.2.3. As bactérias, as quais apresentaram
metabdlitos toxicos a J2 de M. incognita foram selecionadas para teste em casa de
vegetacao.

3.12 Selecéao de isolados de Bacillus com metabdlitos termoestaveis toxicos a

M. incognita ragas 3 e 4 in vitro

Para este ensaio, as 41 estirpes de Bacillus foram pré cultivadas em meio de
cultura GPL, segundo metodologia descrita no item 3.11. Em seguida, os caldos

fermentados foram esterilizados em autoclave por 20 min, a 120 O9C. Apés esta etapa,
repetiu-se metodologia descrita no item anterior para montagem do bioensaio, com

concentracdo de 20% dos metabdlitos termoestaveis de Bacillus spp.

3.13 Efeito de Bacillus spp. sobre a ecloséo de juvenis de M. incognita raca 3

Para avaliagdo da influéncia de isolados de Bacillus sobre a ecloséo de juvenis
de M. incognita, 32 isolados de Bacillus foram pré cultivados em meio GPL segundo
metodologia descrita acima. Apds o0 preparo, as suspensdes bacterianas foram
ajustadas para uma concentracao final de 32%.

Em cada camara de eclosdo, adaptada em placas de Petri, foram adicionadas 5
ml de cada isolado juntamente com 5 ml da suspensédo de ovos de M. incognita,
calibrada com 1000 ovos/ml. As camaras contendo os ovos de nematoide mais as
suspensodes bacterianas a 16% foram mantidas em BOD a 25°C, no escuro por 28
dias. Como controles para ecloséo desses nematoides foi utilizado agua e o meio de
cultivo GPL e, como padréo, utilizou-se B subtilis + B. licheniformis (Quartzo®) e o
nematicida quimico a base de Cadusafés (Rugby®).

As avaliacGes foram realizadas com 7, 14, 21 e 28 dias apds a montagem das

camaras de eclosdo. Os percentuais de eclos&o de J2 foram calculados e, para efeito
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de comparacdo entre os tratamentos, a taxa de eclosdo em agua (testemunha) foi
considerada 100%, comparando os demais tratamentos com a testemunha. Os dados
foram transformados para raiz (x+0,5) para atender a normalidade, e calculado a &rea
abaixo da curva de progresso da eclosao (AACPE), mediante equagao proposta por
Campbell e Madden (1990):

?=_11% *(Ti-1 —TY) (2)
em que, Yi=porcentagem de eclosao na i-esima avaliacdo; Ti= tempo em dias na
i-esima avaliacao; n=numero de avaliacdes.
O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, com 36
tratamentos, quatro repeticdes e quatro épocas de avaliacdes, submetidos a analise
de variancia pelo teste F e as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de

significancia.

3.14 Selecéo de isolados de Bacillus spp. antagbnicos a M. incognita racas 3 e

4in vivo

Experimentos in vivo foram realizados em casa de vegetacdo para avaliar o
controle de M. incognita racas 3 e 4 com isolados de Bacillus selecionados nos testes
in vitro de mortalidade e eclosdo de J2. Os isolados selecionados foram crescidos em
meio de cultura GPL e as sementes foram microbiolizadas conforme metodologia
descrita anteriormente. As sementes foram semeadas em vasos de 2,5 L, preenchidos
com uma mistura de solo autoclavado e substrato (Bio Plant) na proporcédo de 1:1 v/v.
No momento da semeadura foi aplicado 1 ml do caldo fermentado (concentragéo 16%)
sobre as covas de cada tratamento.

Dez dias ap6s a semeadura, foi realizada a inoculacédo da suspenséao de ovos
de M. incognita ragas 3 e 4 (extraidos conforme descrito na atividade de manutencéo
de M. incognita). Em cada tratamento foram inoculados 6 mil ovos/vaso, distribuidos
em trés covas equidistantes, com aproximadamente 2 cm de profundidade. Aos 15
dias ap0s semeadura, foi realizada uma aplicacdo de 1 ml do caldo fermentado de

Bacillus spp. em cada tratamento, sendo esta operacgéo repetida novamente aos 30
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dias apds semeadura, sempre com as mesmas quantidades e concentracbes
descritas anteriormente.

As testemunhas foram compostas por plantas tratadas com agua destilada sem
o tratamento de Bacillus spp. e com indculo de nematoides. Além disso, o produto
biologico a base de B. licheniformis + B. subtilis (Quartzo®) foi utilizado, seguindo
recomendacdes do fabricante. O delineamento foi de oito blocos casualizados, e a
unidade experimental foi composta de uma planta por vaso. Para o ensaio foram
utilizadas duas variedades de algodéo (IMA 7501 WS e FM 975 WS).

As plantas foram conduzidas por 100 dias. Durante o andamento do ensaio,
diariamente foi realizado irrigacdo dos vasos e a cada 15 dias feitas aplicacbes do
inseticida Pirate® (Clorfenapir) (1 L/ha) e do acaricida Abamectin® (Abamectina) (0,5
L/ha). Apds esse periodo, foram avaliados os parametros de altura das plantas,
didmetro do colo, peso da matéria fresca das raizes, matéria fresca e seca da parte
aérea, 0 numero de ovos por planta e o fator de reproducdo do nematoide
(OOSTENBRINK, 1966). O fator de reproducéo foi calculado com a utilizagcdo da
seguinte formula: FR= (x .0 . )/PI= PF/PI, FR — Fator de reproducéo; Pl — Populagéo
inicial; x — Média do niumero de ovos encontrado por mL (contagens com a camara de
Peters); o — Diluicdo da suspensado para contagem (30X); B — Volume total da
suspensdao (150 mL); PF — populacao final ou numero total de ovos encontrado por
vaso.

Os dados de densidade populacional de nematoides atenderam a normalidade,
segundo o teste de Shapiro-Wilk (P = 0,05). Os dados dos componentes agrondmicos
(altura, diametro do colo, peso da matéria fresca das raizes, matéria fresca e seca da
parte aérea, foram submetidos a analise de variancia e as compara¢cfes das médias

foram realizadas pelo teste de Tukey (5% de significancia), no software R 3.2.3.

3.15 Controle in vivo do complexo Fusarium-nematoide por Bacillus spp., sob

cultivo protegido

Os trés isolados mais eficientes foram selecionados para avaliar seu potencial
isoladamente ou em mistura, no controle do complexo Fusarium-Nematoide em casa
de vegetacdo. O substrato utilizado para o experimento foi constituido por uma mistura

de solo 4:1:1 (4 partes de areia, 1 parte de solo e 1 parte de esterco) obtidos na
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UNESP/FCAYV, previamente esterilizados em autoclave a 120°C por 40 min. O
experimento foi conduzido em quatro grupos com diferentes composic¢des de indculo
e infestacdo no solo. Grupo 1: solo sem infestacdo de Fusarium e sem inoculacdo de
nematoide, grupo 2: solo com inoculacdo apenas de nematoides, grupo 3: solo apenas
com infestacédo de Fusarium, e grupo 4: solo com infestacéo de Fusarium + inoculacéo
de nematoides.

Previamente ao enchimento dos vasos de 5 L, foi realizada a infestac&o do solo
dos grupos 3 e 4 com Fov. Para o preparo do inéculo de Fov em talco, 500 ml da
suspensao do indculo, produzido em meio batata-dextrose, sob agitacdo constante a
180 rpm e a 25 °C, no escuro por sete dias foram vertidos em 1.000 g de talco neutro,
incubados por 10 dias a 25 °C e seco durante 30 dias a temperatura ambiente (DE
CAL et al., 1995). ApGs a secagem foram determinadas as unidades formadoras de
colénias (UFC) do in6culo, por meio do método de diluicido em série e plagueamento
das diluicdes 103,10 e 10° em meio de cultura semi seletivo para Fusarium spp.
(NASH; SNYDER, 1962). Ap0s esse processo, foi adicionado 50 g de talco por vaso
(1% de talco/vaso) e homogeneizado com o solo. A concentragao final de Fov no solo
foi de 10* clamiddsporos por grama de solo. Para cada grupo foram utilizados como
tratamentos os trés isolados de Bacillus, a mistura entre eles, B. subtilis + B.
licheniformis (Quartzo®), nematicida quimico a base de Cadusafés (Rugby®) (8 L/50 L
de calda) e uma testemunha tratada apenas com agua destilada.

Os isolados foram crescidos em meio de cultura GPL conforme descrito
anteriormente. Nos tratamentos de consorcio de Bacillus, a concentracdo de cada
isolado permaneceu 1x108 UFC/ml. As sementes foram microbiolizadas conforme
metodologia descrita anteriormente. Antes da semeadura, com excecdo dos
tratamentos com nematicida biolégico e quimico, foi adicionado 1 ml dos tratamentos
na cova de plantio. Na testemunha a cova foi tratada com agua destilada. Em cada
vaso foram semeadas trés sementes, deixando apenas uma planta por vaso apés o
sexto dia.

Dez dias ap6s a semeadura, nos grupos 2 e 4 foram inoculados ovos de M.
incognita raca 3. Os ovos de nematoides foram extraidos conforme descrito
anteriormente, e inoculados 6 mil ovos/vaso em duas covas equidistantes do caule da
planta, com, aproximadamente, 2 cm de profundidade.

Aos 17 dias apos inoculagdo dos ovos de nematoide, foi realizada uma

inoculacao de Fusarium nos grupos 3 e 4. Para a producao desse inoculo, discos de



52

micélio de 5 mm de Fov foram adicionados em Erlenmeyers com meio batata-
dextrose, sob agitacdo constante a 180 rpm e a 25 °C, no escuro por sete dias. Desse
modo, a concentragéo final foi de 5,0x10° conidios/ml. Em cada vaso desses grupos
foram adicionados 25 ml dessa suspensao de Fusarium + 75 ml de H20.

Aos 30 dias ap0s semeadura, em todos vasos de todos os grupos foi realizada
uma segunda aplicacdo de Bacillus contendo células e metabdlitos. Para a
multiplicacdo das espécies de Bacillus foi utilizada metodologia descrita
anteriormente. Em cada vaso foi adicionado 10 ml da suspensao de Bacillus + 90 ml
de H20, com concentracgéo final ajustada para 10’ UFC/ml.

O delineamento utilizado foi de blocos casualizados com nove tratamentos, 10
repeticdes, quatro grupos de solos, duas épocas de avaliacdo. A unidade amostral foi
composta de uma planta por vaso. A cultivar de algodao utilizada foi FM 975 WS. As
plantas foram conduzidas até 60 e 120 dias apds semeadura em vasos de 5 litros.
Durante a conducéo do ensaio, duas vezes por dia a irrigacdo da casa de vegetacao
era ligada, a cada 7 dias foi aplicado os inseticidas Pirate® (1 L/ha) e Privilege® (0,25
L/ha) para controle de tripes e mosca branca, foi realizada duas adubagbes de 80
kg/ha de uréia aos 40 e 92 dias apds semeadura e aos 35 dias apds semeadura foi
adicionado palha nos vasos para manter a umidade e diminuir a temperatura do solo.

Altura das plantas, teor de clorofila das folhas com auxilio do aparelho SPAD
502 Plus, porcentagem de escurecimento vascular (caminhamento interno de Fov),
pesos da matéria fresca da parte aérea e das raizes, contagem do numero de ovos
de nematoides nas raizes e o fator de reproducdo do nematoide (FR), calculado com
base na descricdo do item anterior, foram avaliados nas duas datas.

Para analise estatistica foi verificada a normalidade dos dados usando o teste
de Shapiro-Wilk (P = 0,05). Foi calculado a densidade populacional de nematoides e
o fator de reproducédo e, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (5% de

significancia) utilizando-se o software R 3.2.3.

3.16 Identificacdo das espécies de Bacillus por sequenciamento do fragmento
do gene 16S rRNA

Os isolados foram cultivados em meio de cultura GPL, por 48 horas em frascos,

sob agitacdo constante a 180 rpm a 28 °C no escuro. A extragcdo de DNA total foi
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obtida utilizando o kit MO BIO UltraClean Microbial DNA Isolation (MO BIO
Laboratories Inc., Carlsbad CA, EUA), de acordo com instru¢des do fabricante. O DNA
gendmico foi isolado e purificado pelo kit PureLink Genomic DNA (Invitrogen —
Carlsbad, CA, Estados Unidos). A amplificagédo do gene que codifica para o rRNA 16S
foi modulada pelo conjunto de oligonucleotideos iniciadores 27F (5-
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’) e 1492R (5-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3’),
(LANE, 1991) em equipamento Veriti Thermal Cycler (Life Technologies, Foster CA,
USA), a partir da reagéo: 1uL de DNA [10 nanogramas (ng)], 2.5 uL de 10x PCR buffer
[Tris-HCI 200 milimolar (pH 8,4), KCI 500 mM], 1,5 uL de MgCI2 (50 mM), 0,25 de puL
dNTP mix (10 mM de dATP, dCTP, dGTP e dTTP), 0,5 uL dos oligonucleotideos (10
uM), 0,3 uL de Tag DNA polymerase e 18,45 uL de agua ultrapura esterilizada. Os
parametros de ciclagem utilizados foram: (1) 94 °C por 2 minutos (min), (2) 35 ciclos
de 94 °C por 1 min, 55 °C por 1 min e 72 °C por 2 min, (3) 72 °C por 10 min, conforme
White et al. (1990).

Os produtos de PCR foram purificados e quantificados usando os kits Wizard SV
Gel and PCR Clean-Up System (Promega, Madison, WI, USA) Qubit 2.0 Flourometer
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), respectivamente. Em seguida, os fragmentos
génicos foram amplificados utilizando o kit BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing
(Life Techonologies, Foster, CA, USA), conforme: 1 uL PCRp (35 ng), 2 uL 5x BigDye
Terminator Sequencing Buffer, 1,6 uL oligonucleotideos iniciadores (5 pmol), 1 uL
Ready Reaction PreMix BigDye e 4,4 uL agua ultrapura esterilizada. Os parametros
de ciclagem aplicados foram: (1) 96 °C por 1 min, (2) 35 ciclos de 96 °C por 15
segundos (seg), 50 °C por 15 seg e 60 °C por 4 min, em equipamento Veriti Thermal
Cycler (Life Technologies, Foster CA, USA). O conjunto de iniciadores utilizados na
reacdo foram 27F (5-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3') e T704R (5-
TCTACGSATTTCACCSCTAC-3’) (LANE, 1991). O sequenciamento foi realizado no
analisador genético Applied Biosystems 3500 (Life Technologies, Foster CA, USA).

As assinaturas taxondmicas dos isolados selecionados foram determinadas pelo
sequenciamento do gene que codifica para o rRNA 16S. Os produtos de PCR
previamente purificados foram amplificados usando o kit BigDye Terminator v3.1
Cycle Sequencing e o0s oligonucleotideos iniciadores: 27F  (5'-
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’), 357F (5- CCTACGGGAG-3), 357R (5-
CTGCGCCTCCCGTAGG-3), 704F (5- GTAGSGGTGAATSCCTAGA-3), 704R (5'-
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TCTACGSATTTCACCSCTAC-3), 1114R (5-GGGTYKCGCTCGTTGC-3’), 1114F (5'-
CGGCAACGAGCGCAACCC?3) e 1492R (5-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3))
(LANE, 1991). O sequenciamento foi realizado no analisador genético Applied
Biosystems 3500. As condi¢gdes para amplificacdo e os parametros de ciclagem
seguiram conforme apresentado acima.

A avaliagao de qualidade e a montagem dos contigs consenso foram realizadas
no programa PhredPhrap/Consed (GORDON; ABAJIAN; GREEN, 1998). O indice de
similaridade entre as sequéncias obtidas, com as sequéncias 16S rRNA disponiveis
no banco de dados GenBank (National Center for Biotechnology Information — NCBI),

foram determinadas a partir da plataforma EzBioCloud (YOON et al., 2017).
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4 RESULTADOS

4.1 Producdo de acido indolacético, acido cianidrico, sider6foros e catalase;
solubilizacdo de fosfatos e assimilacdo de nitrogénio por isolados de

Bacillus spp.

A relacdo de resultados dos testes bioquimicos esta apresentada na Tabela 1.
Os isolados foram considerados positivos (+) e negativos (-) para os testes. Nenhum
isolado produziu acido cianidrico (HCN). Vinte isolados apresentaram resultados
positivos para a producdo de &cido idolacético (AlA), quatro para a solubilizacao de
fosfato (SP), 25 para assimilacdo de nitrogénio (AN), 23 para a producdo de
sideroforos (SID) e 21 para catalase (CAT) (Tabela 1). Dessa maneira, os isolados
S2531, S2535, S2545, S2548, S2552, S2554, S2555 e S2557 foram selecionados por

apresentarem quatro resultados positivos ou mais.

Tabela 1 - Producdo de acido indolacético — AIA; acido cianidrico — HCN;
assimilacdo de nitrogénio — AN; catalase — CAT,; sidero6foros SID e
solubilizacdo de fosfato - SP por isolados de Bacillus spp

(continua)

Isolados AIA  HCN AN CAT SID SP
AP 03 - - + + + -
AP 61 - - - + - -
AP 115
AP 117
AP 210
S2527
S2528
S2529
S2530
S2531
S2532
S2533
S2535
S2536
S2538 - - - +
S2540 + - + -
S2543 - - - -

1

1
+ + +
+ +
+ +

+ + 4+ + 4+ + + + +
1 1

1

1

1

1

+ + + + + + + + + +
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(conclusao)
S2545 + -

+
S2547 - - +
S2548 + - +
S2549 - - -
S2550 - - +
S2551 +
S2552 +
S2553 + -
+
+

+ + + + 4
+
1

S2554
S2555
S2556 - - - - - -
S2557 + - + +
S2558 - - - -
S2559 - - - - - -
S2560 - - - - - -
S2561 - - - +
52562 + - + +
S2563 - - - + - -
+
+

1

+ + + +
1

+ + + +
+

+ +

S2564 - -

S2568 - - +

S2569 + - - - + -

S2571 - - - - - -

S2573 - - - + - .

QST 713 - - + + - R
Positivo (+); negativo (-)

4.2 Inibicdo do crescimento micelial de Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum

por isolados de Bacillus

No teste de inibicdo, dentre os 41 isolados testados de Bacillus, onze (S2535,
S2543, S2545, S2557, S2560, S2564, AP 03, AP 210, AP115, AP 117 e QST 713)
exibiram halos de inibicdo (Tabela 2, Figura 1) quando confrontado com Fov.
Entretanto, 30 isolados de Bacillus ndo apresentaram atividade antag6nica contra Fov
(Figura 2). Os isolados S2543, S2545, QST713, AP03 e S2557 nao diferiram entre si,
contudo o isolado S2543 foi 0 que apresentou o maior halo de inibicdo (11,24 mm)
inibindo em 25,9%.
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Tabela 2 - Formacédo de halos de inibicdo por isolados de Bacillus contra
Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum, in vitro

Isolados de Bacillus Halos de inibicéo
(mm)
S2543 112a
S2545 109 a
QST 713 10,1a
AP 03 89a
S2557 8,2a
S2560 6,7b
AP 210 6,2b
S2564 6,0b
S2535 50D
AP 115 2,1c
AP 117 18c
CV (%) 27,3

*Médias seguidas por letras mindsculas iguais na coluna, nao diferem entre si pelo teste de Scott- Knott
(P = 0,05 probabilidade).

Figura 1 - Isolados de Bacillus que apresentaram
halos de inibicdo contra Fusarium oxysporum f. sp.
vasinfectum, in vitro
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Figura 2 - Isolados de Bacillus que néo exibiram atividade antagénica contra

Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum, in vitro

4.3 Estudo da inibicdo da germinacao de esporos de Fusarium

Quinze isolados de Bacillus reduziram significativamente a germinagdo dos
esporos de F. oxysporum f. sp. vasinfectum (Tabela 3). Os isolados que apresentaram
as maiores inibigcdes da germinagéo de esporos foram S2545 (80,9%), S2548 (80,6%),
AP 115 (71,0%), AP 03 (69,2%) e S2543 (68,7%), ndo apresentando diferenca
estatistica entre si.
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Tabela 3 - Inibicdo da germinacdo de esporos de Fusarium oxysporum f. sp.
vasinfectum por Bacillus spp

o ——
Isolados % Inibicao da germinagao

de conidios
S2545 80,9 a
S2548 80,6 a
AP 115 71,0 a
AP 03 69,2 a
S2543 68,7 a
AP 210 549 b
S2555 52,2 b
QST 713 48,5b
AP 117 41,1 b
S2538 41,1b
S2535 358c
S2552 334c
S2569 23,8d
S2564 18,5d
S2560 18,3d
S2531 6,3 e
S2557 2,1le
S2573 0,5e
S2527 0,3e
CV (%) 24,5

*Médias seguidas por letras mindsculas iguais na coluna, nao diferem entre si pelo teste de Scott-Knott
(P = 0,05 probabilidade).

4.4 Termoestabilidade de metabélitos produzidos por Bacillus spp. in vitro

Os isolados de Bacillus que produziram metabolitos termoestaveis mais
eficientes na inibicdo de Fov foram os isolados S2545 e S2548, nas concentracdes de
5e 10 % (Tabela 4 e Figuras 3 e 4). Estes isolados exibiram valores significativos de
indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) (P < 0,05), durante os cinco dias
de producdo dos metabdlitos. O isolado AP 210 na concentracdo de 10% no quarto

dia de multiplicagcdo (Figura 5), proporcionou o menor IVCM (15,99) e a maior
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porcentagem (54%) de inibicdo do crescimento micelial, enquanto que os isolados
S2548 e S2545 exibiram um IVCM de 17,65 e 50,05% de inibicdo do crescimento
micelial (Figura 6). Esses resultados indicam que os metabdlitos com atividade
antimicrobiana presentes no caldo agarizado autoclavado s&o termoestaveis
resistindo as altas temperaturas sem perder as caracteristicas antifingicas e seu

modo de antagonismo a Fov.

Tabela 4 - Efeito da concentracdo e dos dias de multiplicacdo dos metabdlitos
de Bacillus spp. sobre o crescimento micelial de Fusarium
oxysporum f. sp. vasinfectum

(continua)
Tef_“p.o de~ Concentracao
Isolados multlpllca(;ao do meio (%) IVCM
(dias)

AP 210 4 10 15,99 a
S2548 3 10 17,65 a
S2545 3 10 17,65 a
S2548 5 10 17,79 a
S2548 4 10 18,96 b
S2545 2 10 19,06 b
S2545 4 10 19,12 b
S2545 5 10 19,17 b
S2548 2 10 19,30 b
S2545 2 5 20,93 c
S2548 3 5 21,27 c
S2548 4 5 21,74 c
S2548 1 10 22,21 c
S2548 5 5 23,39d
S2548 3 5 23,80d
S2545 1 5 23,90d
S2548 2 5 24,49 d
S2557 4 5 24,49d
S2545 4 5 24,55d
S2545 5 5 24,73 d
QST 713 1 10 24,92 d
AP 03 3 10 24,98 d
S2557 2 5 25,08 d
AP 03 5 10 25,44 e
AP 03 2 10 25,72 e
S2557 5 10 25,73 e



QST 713
AP 03
S2557
S2557
S2545
AP 210
AP 03
AP 03
S2557
AP 03
QST 713
AP 210
AP 03
S2557
AP 210
QST 713
AP 210
S2557
AP 03
QST 713
AP 210
AP 03
QST 713
AP 210
S2557
QST 713
AP 210
QST 713
AP 210
QST 713
QST 713
AP 210
S2573
S2548
S2552
S2552
S2552
S2552
S2552
S2573
S2552
S2543

NPFPFPRPRARAWWAOANPFPOOOWOORARMMWORPRPOOOORFRP,OMMOORFRP WWDNDNEEPNMNMNOWPEAEPNEPPOWDN

(continuacéo)
25,84 ¢
26,19 e
26,21 e
26,30 e
26,34 e
26,46 e
26,53 e
26,67 e
26,89 e
27,01 f
27,34 f
27,39 f
27,54 f
27,76 f
27,84 f
27,89 f
28,03 f
28,13 f
28,23 f
28,45 f
28,57 f
28,72 f
29,02 f
29,03 f
29,40 f
29,41 f
29,56 f
29,76 g
29,779
30,18 g
30,23 g
30,24 g
30,24 g
30,43 g
30,59 ¢
30,92 ¢
31,629
33,30 h
33,68 h
33,84 h
34,70 h
34,72h

61
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(concluséo)

S2543 3 10 34,72 h
S2573 3 10 34,72 h
S2573 2 5 34,93 h
S2543 5 5 34,95 h
S2573 5 5 35,20 h
S2573 4 5 35,22 h
Testemunha 35,32 h
S2573 1 5 35,45 h
S2573 3 5 35,46 h
S2573 4 10 35,53 h
S2543 4 5 35,751
S2543 4 10 35,88
S2552 4 5 36,12 i
S2552 2 5 36,361
S2543 3 5 36,431
S2543 2 10 36,46 i
S2573 2 10 36,591
S2543 1 5 36,721
S2543 5 10 36,76 i
S2552 1 5 36,94 i
S2543 1 10 37,621
S2552 5 5 38,801
CV(%) 4,42

**Médias seguidas por letras mindsculas iguais na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-
Knott (P < 0,05 probabilidade).
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Figura 3 - Producéo e termoestabilidade de metabdlitos produzidos pelo
isolado de Bacillus S2545 contra Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum, in
vitro, nas concentracdes 5% (A) e 10% (B). Test — Testemunha (100% BDA).
1,2,3,4,5 — Dia da multiplicacdo do metabdlito.

Figura 4 - Producdo e termoestabilidade de metabdlitos produzidos pelo
isolado de Bacillus S2548 contra Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum, in
vitro, nas concentragcdes 5% (A) e 10% {B). Test - Testemunha (100% BDA). 1,
2,3, 4,5 -Diada multiplicacdo do metabdlito
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Figura 5 - Producéo e termoestabilidade de metabdlitos produzido pelo isolado
de Bacillus AP 210 contra Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum, in vitro, na
concentracdo de 10% ao quarto dia da multiplicacédo. Test — Testemunha (100%

Figura 6 - Producéo e termoestabilidade de metabdlitos produzido pelos
isolados de Bacillus S2548 (A) e S2545 (B) contra Fusarium oxysporum f. sp.
vasinfectum, in vitro, na concentracdo de 10% ao terceiro dia da multiplicacéo.
Test — Testemunha (100% BDA

4.5 Promocdao de crescimento de algodoeiro por Bacillus spp.

4.5.1 Avaliacdo da promocdao de crescimento apds 15 dias da semeadura

Aos 15 dias ap6s semeadura nao foram observados efeitos significativos (P<
0,05) dos isolados de Bacillus em nenhum dos parametros avaliados (altura das
plantas, comprimento de raiz, peso fresco e seco de parte aérea e de raizes) nas
cultivares IMA 6501B2FR (Tabela 5), IMA 7201B2FR (Tabela 6) e IMA 7501WS
(Tabela 7).
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Tabela 5 - Efeito dos isolados de Bacillus spp. na altura, comprimento de raizes
e pesos frescos e secos de parte aérea e raiz na cultivar IMA
6501B2FR, aos 15 dias

Comprimento de

Altura (cm) raiz (cm) PFPA (g) PFR (g) PSPA (9) PSR (g)

Test 12,35 18,09 1,23 0,73 0,09 0,03
2527 11,79 16,53 1,20 0,54 0,13 0,04
2528 10,97 16,93 1,09 0,57 0,11 0,04
2529 12,92 18,13 1,46 0,86 0,18 0,05
2531 11,58 17,06 1,20 0,55 0,14 0,03
2532 12,62 16,70 1,28 0,57 0,15 0,04
2533 12,48 16,80 1,34 0,57 0,13 0,04
2535 13,47 16,39 1,20 0,51 0,12 0,03
2569 10,69 16,46 1,20 0,51 0,13 0,03
2530 15,03 14,89 1,19 0,50 0,14 0,03
2540 13,30 16,02 1,05 0,45 0,11 0,03
2543 12,12 16,58 1,30 0,58 0,14 0,04
2545 11,92 15,93 0,81 0,38 0,12 0,03
2548 11,92 16,83 1,17 0,52 0,12 0,03
2549 12,96 17,56 1,22 0,55 0,11 0,03
2550 13,92 17,23 1,53 0,65 0,18 0,04
2551 12,11 15,76 1,14 0,54 0,12 0,03
2552 10,85 15,22 1,11 0,44 0,13 0,02
2553 11,88 15,69 0,83 0,53 0,09 0,03
2554 13,21 15,93 0,70 0,41 0,11 0,03
2555 13,45 15,71 1,17 0,45 0,13 0,03
2556 14,17 16,97 1,35 0,53 0,14 0,03
2557 12,18 16,28 1,13 0,56 0,14 0,03
2558 14,49 17,13 1,44 0,58 0,14 0,13
2559 12,46 15,53 1,28 0,45 0,14 0,02
2562 12,56 16,17 1,46 0,41 0,14 0,03
2536 12,90 16,39 1,13 0,50 0,11 0,03
2560 12,58 16,59 1,19 0,48 0,13 0,03
2564 12,60 16,71 1,19 0,57 0,14 0,04
2561 12,54 18,81 1,30 0,64 0,15 0,04
2571 13,09 16,74 1,49 0,59 0,15 0,04
2563 14,39 16,00 1,10 0,53 0,12 0,03
2538 12,78 16,04 1,30 0,63 0,13 0,04
2568 14,24 15,61 1,13 0,47 0,13 0,03
2573 13,56 16,19 1,41 0,79 0,12 0,04
AP 03 13,36 16,06 1,31 0,66 0,15 0,04
AP 61 12,67 15,04 1,19 0,48 0,13 0,03
AP 115 12,88 13,17 1,47 0,59 0,13 0,03
AP 117 12,83 16,11 1,39 0,44 0,14 0,02
AP 210 12,64 16,72 1,17 0,56 0,11 0,04
QST 713 15,58 16,25 1,12 0,50 0,14 0,04
CV (%) 14,16 14,02 18,70 25,14 23,04 31,02

*De acordo com o teste de Tukey (P < 0,05), ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos
para todos os parametros avaliados.
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Tabela 6 - Efeito dos isolados de Bacillus spp. na altura, comprimento de raizes
e pesos frescos e secos de parte aérea e raiz na cultivar IMA
7201B2FR, aos 15 dias

Altura Comprimento PEPA(g) PFR(g) PSPA(g) PSR (g)

(cm) de raiz (cm)

Test 13,19 18,19 1,49 0,66 0,17 0,07
2527 13,94 17,17 1,43 0,61 0,16 0,03
2528 13,58 16,28 1,59 0,66 0,12 0,04
2529 14,64 18,31 1,55 0,61 0,18 0,03
2531 14,50 17,73 1,55 0,63 0,18 0,03
2532 14,04 17,32 1,58 0,70 0,18 0,03
2533 11,93 16,00 1,37 0,66 0,15 0,06
2535 12,83 16,72 1,56 0,58 0,17 0,04
2569 14,60 17,33 152 0,58 0,19 0,03
2530 14,68 18,32 1,56 0,83 0,17 0,04
2540 13,61 15,92 151 0,62 0,16 0,03
2543 13,34 16,33 1,57 0,62 0,17 0,03
2545 13,85 16,58 1,58 0,69 0,14 0,15
2548 15,12 17,73 154 0,65 0,18 0,03
2549 13,73 17,00 1,47 0,57 0,15 0,03
2550 12,29 17,75 1,26 0,51 0,16 0,03
2551 15,02 18,46 1,63 0,66 0,17 0,04
2552 13,51 17,84 1,29 0,56 0,14 0,03
2553 14,22 17,02 1,49 0,61 0,18 0,03
2554 14,58 17,27 1,46 0,61 0,14 0,03
2555 13,94 15,68 1,60 0,51 0,19 0,03
2556 15,14 16,44 1,56 0,85 0,17 0,04
2557 13,45 18,58 1,62 0,63 0,18 0,03
2558 13,06 17,61 1,66 0,66 0,21 0,03
2559 14,67 17,27 1,53 0,62 0,17 0,04
2562 12,75 16,77 1,53 0,58 0,16 0,03
2536 14,34 18,47 1,55 0,67 0,17 0,04
2560 13,86 17,73 1,36 0,61 0,20 0,03
2564 14,01 16,96 1,55 0,72 0,18 0,04
2561 13,29 16,44 1,42 0,55 0,17 0,03
2571 13,59 18,16 1,52 0,62 0,19 0,04
2563 14,02 17,19 1,65 0,59 0,21 0,03
2538 16,15 15,97 1,59 0,54 0,19 0,04
2568 13,75 15,86 1,53 0,64 0,18 0,03
2573 14,15 18,09 1,71 0,67 0,21 0,04
AP 03 14,34 18,55 1,53 0,74 0,17 0,04
AP 61 13,73 17,15 1,35 0,63 0,14 0,04
AP 115 15,58 18,28 1,77 0,53 0,18 0,04
AP 117 12,48 14,96 1,43 0,65 0,16 0,03
AP 210 14,16 17,40 1,54 0,70 0,19 0,03
QST 713 12,75 16,64 1,44 0,79 0,20 0,04
CV (%) 14,16 14,02 18,7 25,14 23,04 31,02

*De acordo com o teste de Tukey (P < 0,05), ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos
para todos os parametros avaliados.
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Tabela 7 - Efeito de isolados de Bacillus spp. na altura, comprimento de raizes e
pesos frescos e secos de parte aérea e raiz na cultivar IMA 7501 WS,
aos 15 dias

Altura  Comprimento PFPA(g) PFR(g) PSPA(g) PSR (g)

(cm) deraiz (cm)

Test 15,41 18,36 1,91 0,70 0,18 0,03
2527 14,50 17,52 1,86 0,75 0,19 0,03
2528 13,00 17,52 1,68 0,50 0,19 0,04
2529 14,92 18,94 1,75 0,60 0,18 0,04
2531 15,41 18,32 1,90 0,50 0,20 0,03
2532 14,56 18,12 1,45 0,54 0,16 0,04
2533 16,77 18,87 1,58 0,65 0,19 0,04
2535 16,38 18,85 1,55 0,60 0,17 0,04
2569 13,69 18,70 1,48 0,55 0,17 0,04
2530 15,04 16,33 1,46 0,42 0,16 0,03
2540 14,94 17,53 1,60 0,57 0,20 0,04
2543 13,90 18,59 1,50 0,60 0,15 0,04
2545 13,68 18,26 1,57 0,49 0,20 0,03
2548 15,45 16,53 1,79 0,69 0,21 0,05
2549 14,07 16,56 1,86 0,60 0,17 0,04
2550 13,73 17,61 1,43 0,48 0,18 0,03
2551 14,55 17,44 1,75 0,54 0,18 0,03
2552 14,37 18,79 1,71 0,60 0,19 0,04
2553 13,70 18,10 1,55 0,78 0,19 0,05
2554 14,15 17,50 1,39 0,46 0,14 0,03
2555 15,11 15,88 1,52 0,46 0,18 0,03
2556 13,54 17,28 1,40 0,57 0,17 0,03
2557 16,40 17,60 1,60 0,55 0,17 0,03
2558 16,86 19,20 1,75 0,63 0,18 0,04
2559 14,84 19,25 1,73 0,65 0,22 0,04
2562 14,25 16,63 1,52 0,53 0,19 0,03
2536 15,31 17,60 1,79 0,54 0,20 0,04
2560 14,33 17,22 1,86 0,59 0,17 0,03
2564 14,89 16,93 1,69 0,58 0,18 0,04
2561 13,86 18,05 1,54 0,64 0,19 0,04
2571 14,24 17,24 1,68 0,61 0,17 0,04
2563 14,80 16,05 1,60 0,54 0,18 0,03
2538 12,70 17,71 1,33 0,50 0,15 0,03
2568 15,23 16,67 1,70 0,66 0,18 0,04
2573 12,81 18,42 1,47 0,65 0,17 0,05
AP 03 16,40 17,33 1,91 0,74 0,18 0,04
AP 61 16,44 18,04 1,83 0,64 0,27 0,03
AP 115 15,07 17,76 1,58 0,56 0,17 0,03
AP 117 15,82 17,95 1,48 0,58 0,14 0,03
AP 210 14,28 18,11 1,70 0,57 0,19 0,04
QST 713 14,99 17,93 1,67 0,57 0,17 0,03
CV (%) 14,16 14,02 18,7 25,14 23,04 31,02

*De acordo com o teste de Tukey (P < 0,05), ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos
para todos os parametros avaliados.
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4.5.2 Avaliacdo da promocéo de crescimento aos 80 dias

Na avaliacdo de promocéo de crescimento decorridos 80 dias também né&o
foram verificadas diferengas significativas (P< 0,05) entre os tratamentos para os
parametros de altura, indice SPAD, didmetro do caule, area foliar e peso fresco e seco
da parte aérea e raizes nas variedades IMA 7501WS (Figura 7) e FM 975 WS (Figura
8).
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Figura 7 - Efeito dos isolados de Bacillus spp. na altura, area foliar, indice SPAD,
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Figura 8 - Efeito dos isolados de Bacillus spp. na altura, area foliar, indice SPAD,
didmetro e pesos frescos e secos de parte aérea e raiz na cultivar FM 975 WS, aos
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4.6 Efeito da aplicacdo de isolados de Bacillus spp. individualmente e em

mistura na promocdao de crescimento de plantas de algodao em rizotrons

A mistura dos isolados de Bacillus AP03 + S2527 diferiu estatisticamente (P<
0,05) da testemunha e dos demais tratamentos em relagcéo a altura das plantas de
algodao desenvolvidas nos rizotrons, com um incremento de 115% na altura das
plantas em relacdo a testemunha (Figura 9 e 10A). Além disso, plantas tratadas com
a mistura AP03 + S2527 apresentaram aumento de 144% em area foliar quando
comparada com a testemunha, com diferenca estatistica entre os tratamentos (Figura
9 e 10B). Quanto ao diametro, as plantas tratadas com a mistura AP03 + S2527
apresentaram maior diametro do caule comparadas a todos os tratamentos (Figura
10C). Com relacédo ao comprimento de raiz ndo houve diferenca estatistica entre os
tratamentos (Figura 10D), porém plantas tratadas com AP03 + S2527 apresentaram
0 volume das raizes 36% maior do que a testemunha (Figura 9). O peso fresco de
parte aérea e de raizes também foi superior nas plantas tratadas com a mistura AP03
+ S2527 (Figura 10E e F), essas plantas apresentam um ganho de 206% quanto ao
peso fresco de parte aérea e 182% quanto ao peso fresco de raizes quando

comparadas a testemunha.
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Figura 9 - Algodoeiros tratados com isolados de Bacillus,
separadamente ou em mistura, desenvolvidos em rizotrons, aos 54
dias apo6s semeadura. 1- Testemunha. 2- AP03. 3- S2545. 4- S2527.

5- AP03+S2545. 6- AP03+S2527. 7- S2545+S2527. 8- Quartzo®
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Figura 10 - Efeitos de espécies de Bacillus, separadamente ou em mistura,

na cultivar de algoddo FM 975 WS aos 50 dias ap6s semeadura
desenvolvidos em rizotrons. A — Altura (cm). B — Area foliar (cm2). C-
Diametro (mm). D- Comprimento de raizes (cm). E- Peso fresco da raiz (g)

Svaes

€0 dv

oz rend

BYUNWSISS |

a
—

(cup) serjoy a1y

Q .,
<
8
-

8 v g

o
— o (o]
- -

n
[ee]

(wo) zre oyuswILIdWOD

o
o

(ww) oewelq

SvSeS
€0 dv
oz1/end

ryunwieise |

/252S+6hSeS
12S2S+SvS2S ) 2SIS+SYSTS

o} @ /252S+£0dY
1252S+€0dY ol 1252S+E0dV
GYGZS+E0dY @© i SYGIS+E0dY SPGZS+E0dVY
12528 3 1252S 12525

SGes

€0 dV

0z1/end

RYUNWSIS |

o

~ © 1 T M

(;B) zrea 00s91) 0s8d

—

(:6) Jre1joy 00s0.4 089d

o

1/2SZS+SYSCS

12525+5v5eS [2STS+SYSTS
12525+60dV

12525 +60dV 1257S+E0dV
SHSZSHE0dY

GYSZS+E0dY SrSZS+E0dV
12528

12528 1252

SvSzS Svees SvSes

£0 dv 0dv €0 dv

0z end oz end oz1end

ryunuwiels | eyUNWess | ‘yunwieise |

*Médias seguidas pelas mesmas letras nos tratamentos nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P <

05 probabilidade)

01



74

4.7 Colonizacao de raizes de algodéao por Bacillus spp.

Dos 14 isolados de Bacillus avaliados,11 (S2527, S2535, S2538, S2545,
S2573, APO3, AP115, AP117, AP210, QST 713 e Quartzo (B. subtilis + B.
licheniformis) colonizaram as raizes. A colonizagéo do rizoplano pode ser visualizada
pela formagéo de uma turbidez de aspecto leitoso, que se forma ao longo das raizes,
em consequéncia do crescimento bacteriano. Esta turbidez esta representada por
setas na Figura 11. Os isolados S2564, S2543 e S2569 nao exibiram colonizacdo de

raizes (Figura 12).
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Figura 11 - Colonizacéo in vitro de raizes de algodéo variedade FM 975 WS por
espécies de Bacillus. A- Testemunha. B- S2527.C- S2535. D- S2538. E- S2545.
F- S2573. G- AP 03. H- AP 115. I- AP 117. J- AP 210. K- QST 713. L- Quartzo®.

Setas vermelhas indicam o crescimento bacteriano
' -
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Figura 12 - Isolados de Bacillus que ndo apresentaram colonizacao in vitro de
raizes. A- Testemunha. B- S2543. C- S2564. D- S2569

4.8 Controle in vivo da murcha de Fusarium por Bacillus spp.

No decorrer de 80 dias, foram realizados dois ensaios para observar os sintomas
de Fusarium nas plantas de algodao e selecionar isolados promissores, porém nao foi
observado sintomas de Fusarium em ambos 0s ensaios e nas duas variedades

testadas.

4.9 Efeito de isolados de Bacillus sobre a mortalidade de juvenis de segundo
estagio (J2)

Inicialmente, os metabolitos de Bacillus foram testados in vitro com uma
concentragdo de 20%, sendo que nesta concentracdo os isolados AP 117, S2569,
S$2530, S2560, S2538, S2527 e o produto comercial Quartzo® exibiram uma
mortalidade de J2 de 75 a 100% (Tabela 8). Para a testemunha e 0 meio de cultura

GPL nao foram observadas mortes de J2.
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Tabela 8 - Efeito de metabdlitos de Bacillus na mortalidade de juvenis de
segundo estagio (J2) a Meloidogyne incognita racas 3 e 4, na
concentracédo de 20%

Tratamentos % Mortalidade de J2 Tratamentos % Mortalidade de J2

H20 0,0 S2527 97,0

GPL 0,0 52528 19,0
S2556 27,7 S2529 20,0
S2564 60,0 S2531 53
S2532 1,0 S2540 7,7
S2547 12,5 S2553 33,3
S2555 5,0 S2554 4,6
S2550 6,3 S2558 4,5
AP 115 35,2 S2536 9,0
AP 117 100,0 S2571 47,2
S2561 8,0 AP 03 12,0
S2569 96,0 AP 210 30,0
S2568 4,7 S2573 45,0
S2530 100,0 S2557 4,0
S2563 3.4 S2545 17,0
S2549 0,0 S2548 8,2
S2551 0,0 S2552 4,0
S2559 13,3 S2543 9,0
S2562 9,5 S2535 19,0
S2560 100,0 QST 713 11,2
S2538 100,0 Quartzo* 87,0
S2533 5,8

*Quartzo® (B. subtilis + B. licheniformis)

Com os oito isolados pré-selecionados nesse teste mais as espécies de
Bacillus antagbnicas a Fusarium in vitro (selecionadas de acordo com a inibicdo do
crescimento micelial e da germinagdo de esporos de Fusarium oxysporum f. sp.
vasinfectum por isolados de Bacillus), avaliou-se também o efeito da concentracéo
dos metabdlitos a 16% na mortalidade de J2. Onze isolados de Bacillus diferiram
estatisticamente da testemunha com elevadas porcentagens de mortalidade de J2,
sendo que o isolado AP 117 causou 100% de mortalidade de J2, seguido do isolado
S2527 com 67,1% e do produto comercial Quartzo®com 59,7% (Tabela 9), mostrando
gue esses isolados apresentaram um maior efeito nocivo aos J2. Para a testemunha

e 0 meio de cultura GPL nao foram observadas mortes de J2.
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Tabela 9 - Efeito de metabdlitos de Bacillus na mortalidade de juvenis de
segundo estégio (J2) a Meloidogyne incognita racas 3 e 4, na
concentracdo de 16%

Tratamentos % Mortalidade de J2
GPL 0g
H20 0g

S2560 0g
S2543 0g
S2530 1,779
S2557 3,35¢
S2552 4,48 ¢
S2548 4,68 g
AP 210 5,54 f
AP 03 6,19 f
S2538 6,88 f
S2545 10,43 e
S2569 1152¢e
QST 713 14,72 d
S2564 16,92 d
S2573 30,49 ¢
Quatzo* 59,70 b
S2527 67,10 b
AP 117 100 a
CV(%) 18,83

*Quartzo® (B. subtilis + B. licheniformis)

**Médias seguidas por letras mindsculas iguais na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-
Knott (P < 0,05 probabilidade).

4.10 Selecéo de isolados de Bacillus com metabdlitos termoestaveis toxicos a
M. incognita ragas 3 e 4, in vitro

N&o foram observados efeitos dos metabdlitos termoestaveis sobre M. incognita

racas 3 e 4 na concentragédo de 20% in vitro.

4.11 Efeito de Bacillus spp. sobre a ecloséo de juvenis de M. incognita raca 3

Na avaliacédo aos sete dias ap0s montagem das camaras de ecloséo, todos os

isolados de Bacillus diferiram estatisticamente da testemunha, apresentando valores
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de porcentagem de ecloséo de J2 inferiores a testemunha, com excecéao do produto
comercial Quartzo®, o qual exibiu porcentagem de eclosdo maior do que a testemunha
(118,29%) (Tabela 10). Dentre todos os isolados, S2527, S2528, S2530, S2543,
S2545, S2547, S2554, S2557, S2560, S2563, S2564, S2569, AP03, AP115 e AP 210
exibiram valores menores de porcentagem de eclosdo aos 7 dias. O produto quimico
cadusafés (Rugby®) apresentou o menor valor relativo da porcentagem de ecloséo
(13,19%), mas néao diferindo estatisticamente dos isolados S2527, S2528, S2530,
S2543, S2545, S2547, S2554, S2557, S2560, S2563, S2564, S2569, AP03, AP115 e
AP 210. Aos 14 dias apds do inicio do experimento os isolados S2527 e AP 03
apresentaram as menores porcentagens de eclosdo de J2 (3,56 e 5,08,
respectivamente). Aos 21 dias, todos os isolados diferiram da testemunha reduzindo
a eclosédo de J2, porém os isolados S2557, S2564, S2569 e AP 03 foram os que
apresentaram as menores taxas de eclosédo de J2. Com 28 dias ap6s montagem das
camaras de ecloséo, 19 isolados de Bacillus e cadusafés se sobressairam dos
demais, apresentando porcentagem de eclosdo menor que 10% quando comparados
atestemunha. Com relagéo a area abaixo da curva de progresso da eclosao (AACPE),
todos os tratamentos apresentaram valores inferiores a testemunha, porém os
isolados S2527, S2557, S2569 e AP 03 foram os que exibiram as menores AsACPE
diferindo da testemunha e dos demais tratamentos, inclusive o tratamento quimico.
Esses quatro isolados reduziram drasticamente a ecloséo de J2, demonstrada pelos
menores valores de AACPE (Tabela 10). Além disso, esses isolados apresentaram
efeito nocivo jA na primeira semana afetando as fases do desenvolvimento
embrionario e desse modo, reduzir ou retardar a eclosdo de juvenis de segundo

estadio.
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Tabela 10 - Porcentagem de eclosédo de juvenis de segundo estadio (J2) de
Meloidogyne incognita aos 7, 14, 21 e 28 dias, e area abaixo da
curva de progresso da eclosao (AACPE) sob efeito de espécies de

Bacillus spp
% Eclosao
Tratamentos 7 dias* l4dias* 2l1dias * 28dias* AACPE*
AP 03 21,70d 5,08 e 485e 7,67 e 172,39 h
S2527 22,12 d 3,56 e 8,6d 537e 181,55 h
S2557 15,74 d 11,95d 4,85 e 4,09 e 187,10 h
S2569 18,72 d 11,19d 3,23 e 5,88 e 187,13 h
S2560 19,57d 9,16d 9,16 d 4,85 e 213,79 ¢
S2530 15,74 d 10,17d 8,08d 1125d 22234¢g
QST 713 27,23 ¢ 7,88d 7,54d 6,64 e 226,64 g
S2528 2297d 10,43d 9,70d 6,90 e 245,54 g
S2563 20,00d 13,99 c 7.27d 7,67 e 245,76 g
S2545 24,25d 13,23 ¢ 7,00d 6,90 e 250,74 g
S2543 18,29d 16,53 ¢ 9,70d 5,62 ¢ 267,43 f
S2564 20,00d 18,32 c 6,46 e 7,67 e 270,38 f
S2547 19,57d 17,04 c 9,16 d 741e 277,95f
S2559 2553 ¢c 13,74 c 9,70d 7,16 e 278,53 f
S2556 2595¢ 13,74 c 9,16 d 8,18 e 279,83 f
S2535 29,78 ¢ 10,94 d 10,78 c 6,96 e 280,71 f
S2558 24,68 ¢ 10,43d 11,97 c 12,02d 285,29 f
S2533 27,65¢ 7,63d 14,01 c 11,50d 288,63 f
AP 115 17,87d 15,26 ¢ 12,93 c 9,71 e 294,00 f
Rugby 13,19d 16,74 c 1547 ¢ 7,67 e 298,52 f
AP 210 21,27 d 18,06 c 7,54d 15,60c 308,36¢
AP 117 28,93 ¢ 12,46 c 11,85c 1227d 31454 ¢
S2561 33,61c 10,17d 12,12 c 11,76 d 314,98 ¢
S2554 22,12d 17,30 c 1051c 14,06d 321,38¢e¢
S2531 34,04 c 1450c 11,85c 8,69 e 334,13 e
S2562 32,34 c 17,81c 1051c 8,43 e 340,99 e
S2550 28,93 ¢ 16,79 c 13,20 c 9,20 e 34351 e
S2538 33,61c 18,06 c 9,70d 10,48d 348,74 e
S2553 27,23 ¢ 16,15c 16,44 c 10,23d 359,29e
S2555 43,40 b 12,97 c 11,32c 15,08c 374,81d
S2568 33,61c 18,06 c 12,93 c 18,67c  400,03d
S2532 54,04 b 16,53 c 16,98 c 12,78 d 468,55 ¢
S2573 51,06 b 27,48 ¢ 15,90 c 1994 c 552,23 ¢c
Quartzo 118,29a 72,26b 4986 b 43,73b 1422,02b
GPL 88,51 a 9694a 101,34a 100,00a 2047,85a
H20 100,00a 100,00a 100,00a 100,00a 2100,00a
CV (%) 11,82 10,13 10,93 10,95 2,17

*Dados transformados para raiz(x+0,5).

**Dados transformados para log(x).

**Meédias seguidas por letras mindsculas iguais na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-
Knott (P < 0,05 probabilidade).
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4.12 Selecéo de isolados de Bacillus spp. antagbnicos a M. incognita racas 3 e

4 in vivo

Na cultivar FM975 WS, aos 100 dias apés semeadura, ao avaliar o diametro
das plantas, observou-se que apenas o tratamento com Quartzo® diferiu
significativamente da testemunha (P < 0,05), apresentando um valor inferior (5,4 mm)
guando comparado a testemunha (6,2 mm) (Figura 13A). Os nove isolados de Bacillus
nao diferiram da testemunha com relacao ao diametro da planta (P < 0,05). Ao avaliar
a altura das plantas, nenhum tratamento foi superior a testemunha, porém os isolados
AP 117, S2527, S2545, AP 03, AP 210, S2538 e S2573 apresentaram valores de
altura inferiores a testemunha (Figura 13B). Para o peso seco da parte aérea e do
sistema radicular nenhum isolado apresentou valores superiores a testemunha (Figura
13CD).



82

Figura 13 - Efeitos in vivo de isolados de Bacillus na cultivar de algoddo FM 975 WS
aos 100 dias apOs semeadura desenvolvidas em substratos infestados com
Meloidogyne incognitaracas 3 e 4. A — Diametro(mm). B — Altura (cm). C- Peso seco
foliar (g). D- Peso fresco da raiz (g)
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*Médias seguidas pelas mesmas letras nos tratamentos nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P <
0,05 probabilidade)

Os isolados S2527, S2545 e AP 03 apresentaram 0s menores himeros de ovos
por planta quando comparados a testemunha (Figura 14). Esses isolados diferiram
estatisticamente da testemunha (P < 0,05) com reducdes de 85%, 77% e 82% quando
comparados a testemunha. Além disso, os trés isolados também reduziram o fator de
reproducdo de 13 para 2, 3 e 2,4, respectivamente, destacando-se dos demais

isolados como os melhores tratamentos na redugao de ovos.
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Figura 14 - Efeitos in vivo de espécies de Bacillus sob o niumero de ovos de
Meloidogyne incognita raca 3 e 4 na cultivar de algodado FM 975 WS, aos 100
dias
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Para a cultivar IMA 7501 WS, ao realizar a extracéo e contagem do namero de
ovos da testemunha aos 100 dias, o fator de reproducédo permaneceu proximo de 1
em todas as repeticdes. Desse modo, essa cultivar € considerada moderadamente
resistente, ndo sendo uma boa cultivar replicadora de nematoides e, portanto, nao

encontraria diferenca entre os tratamentos.

4.13 Controle in vivo do complexo Fusarium-nematoide por Bacillus spp., sob

cultivo protegido

Aos 60 dias da semeadura da cultivar de algoddao FM975WS foi avaliado
parametros de altura, indice SPAD, area foliar, peso fresco e seco da parte aérea e
do sistema radicular para verificar efeitos de isolados de Bacillus inoculados em
plantas conduzido em quatro grupos com diferentes composi¢cdes de indculo e
infestacdo no solo. No solo sem infestacéo de Fusarium e inoculacéo de nematoides,
aos 60 dias da semeadura, o isolado S2545 exibiu a maior altura de 61,9 cm, diferindo
estatisticamente dos demais isolados e da testemunha (P < 0,05) (50,9 cm) (Figuras
15 e 16A). Em relagéo a area foliar do algodéo, todos os isolados de Bacillus testados,
exceto a mistura AP03+S2545, diferiram estatisticamente da testemunha (P < 0,05),
esses isolados exibiram valores de area foliar 45% superior a testemunha (Figura 15

e 16B). Para o indice SPAD, ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos (P
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< 0,05) (Figura 16C). Com relacdo ao peso fresco e seco da parte aérea, apenas o
isolado S2545 se destacou, diferindo estatisticamente da testemunha (P < 0,05), com
66,8 g e 13,3 g (Figuras 16DF) enquanto que a testemunha apresentou 45,1 g e 8,3
g, respectivamente. Portanto, com ganho de peso fresco foliar de 47% e 60% de peso
seco comparados com a testemunha. Do mesmo modo, para peso fresco e seco do
sistema radicular o isolado S2545 apresentou os maiores valores, com 12,48 g e 3,45
g, respectivamente, diferindo estatisticamente da testemunha (P < 0,05) com 7,24 g e
1,58 g, respectivamente (Figuras 16EG). Além disso, a mistura de AP03 + S2545,
APO3 e Rugby® apresentaram valores superiores a testemunha, na ordem de 52%,
52% e 57%, respectivamente, com diferenca estatistica para peso seco de raiz (P <
0,05) (Figura 16G).
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Figura 15 - Efeito de isolados de Bacillus no desenvolvimento da parte aérea
e do sistema radicular de plantas de algodao cultivar FM975WS, cultivadas
em solo sem infestacdo de Fusarium e sem inoculacédo de nematoides, aos 60
dias ap6s semeadura. 1- Testemunha, 2- Rugby®, 3- Quartzo®, 4- AP03, 5-
S2545, 6- S2527, 7- AP03+S2545, 8- AP03+S2527, 9- S2545+S2527




86

Figura 16 - Efeito de isolados de Bacillus na altura (cm) - A; area foliar (cm2) —
B; indice SPAD - C; peso fresco e seco (g) da parte aérea — DF — e do sistema
radicular — EG de plantas de algodao cultivar FM975WS, cultivadas em solo
sem infestagdo de Fusarium e sem inoculagdo de nematoides, aos 60 dias
apo6s semeadura. 1- Testemunha, 2- Rugby®, 3- Quartzo®, 4- AP03, 5- S2545, 6-
S2527, 7- AP03+S2545, 8- AP03+S2527, 9- S2545+S2527
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Aos 120 dias, nos solos sem infestacdo de Fusarium e sem inoculacdo de
nematoide, o isolado S2545 promoveu o aumento da altura (97,7 cm) com diferenca
estatistica quando comparado a testemunha (P < 0,05) (66,8 cm) (Figuras 17 e 18A).
Com relacdo ao peso fresco e seco da parte aérea ndo houve diferenca estatistica
entre os tratamentos (P < 0,05) quando comparados com a testemunha, contudo a
mistura AP03+S2527 apresentou o peso fresco 34% maior (Figura 18 B). O isolado
S2545 apresentou 0 maior peso fresco do sistema radicular raiz (28,5 g) entre os
tratamentos, diferindo da testemunha (P < 0,05) (Figuras 17 e 18C). O isolado S2545
e a mistura AP03+S2527 apresentaram diferencas estatisticas (P < 0,05) quando
comparados a testemunha e exibiram os maiores valores para peso seco de raiz, 7,25
g e 5,38 g, respectivamente (Figuras 17 e 18E), com aumentos de 183% e 110%,

respectivamente, quando comparados com a testemunha.

Figura 17 - Efeito de isolados de Bacillus no desenvolvimento da parte aérea e
do sistema radicular de plantas de algodao cultivar FM975WS, cultivadas em
solo sem infestagdo de Fusarium e sem inoculagdo de nematoides, aos 120 dias
apos semeadura. 1- Testemunha, 2- Rugby®, 3- Quartzo®, 4- AP03, 5- S2545, 6-
S2527, 7- AP03+S2545, 8- AP03+S2527, 9- S2545+S2527
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Figura 18 - Efeito de isolados de Bacillus na altura (cm) - A; peso fresco e
seco (g) da parte aérea — BC — e do sistema radicular — DE de plantas de
algodéo cultivar FM975WS, cultivadas em solo sem infestag&o de Fusarium e
sem inoculacdo de nematoides, aos 120 dias apds semeadura. 1-
Testemunha, 2- Rugby®, 3- Quartzo®, 4- AP03, 5- S2545, 6- S2527, 7-
AP03+S2545, 8- AP03+S2527, 9- S2545+S2527
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Em solos apenas com infestacdo de Fusarium, aos 60 dias da semeadura,
houve diferenca estatistica (P < 0,05) para a altura, sendo que a mistura de isolados
AP03+S2545 apresentou a menor altura entre todos os tratamentos, com valor de
45,6 cm. Os demais isolados apresentaram valores semelhantes a testemunha
(Figuras 19 e 20A). As misturas de Bacillus AP03+S2545, AP03+S2527 e o isolado
S2545 exibiram os maiores valores de area foliar, com incrementos de 27%, 14% e
17%, respectivamente, em relacéo a testemunha (Figuras 19 e 20B). O indice SPAD
foi semelhante entre todos os isolados avaliados (Figura 20C). Para o peso fresco e
seco da parte aérea ndo foram observados efeitos dos isolados em relacdo a
testemunha (Figura 20DF). Porém, o isolado S2527 aumentou em 24% o peso fresco
e 11% o peso seco, e a mistura AP03+S2527 apresentou aumento de 22% para o
peso fresco e 24% para 0 peso seco, em relacdo a testemunha (Figura 20DF). Os
isolados AP03 e S2527 exibiram os maiores pesos frescos e secos do sistema
radicular com aumentos de 79% e 58%, respectivamente para o peso fresco, e 39%
e 39% para o0 peso seco, em relagéo a testemunha (Figuras 19, 20 EG).

Aos 120 dias apés semeadura, em solos infestado com Fusarium apenas, 0
isolado S2545 e a mistura S2545+S2527 apresentaram 67 cm e 66 cm,
respectivamente, diferindo da testemunha (P < 0,05) com 90 cm (Figuras 21 e 22A).
Quanto ao peso fresco foliar, o isolado S2527 apresentou aumento de 80% em relacao
ao peso fresco da testemunha (Figura 22B). Nao houve diferenca estatistica (P < 0,05)
entre os tratamentos para o0s pesos frescos e secos do sistema radicular. Quanto ao
peso seco de parte aérea, ndo houve diferenca estatistica dos isolados com a
testemunha (P < 0,05). No entanto, o isolado AP03 aumentou o peso seco de plantas
tratadas em 17% (Figura 22D).
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Figura 19 - Efeito de isolados de Bacillus no desenvolvimento da parte aérea e
do sistema radicular de plantas de algodao cultivar FM975WS, cultivadas em
solo infestado com Fusarium e sem inoculacdo de nematoides, aos 60 dias
apos semeadura. 1- Testemunha, 2- Rugby®, 3- Quartzo®, 4- AP03, 5- S2545, 6-
S2527, 7- AP03+S2545, 8- AP03+S2527, 9- S2545+S2527
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Figura 20 - Efeito de isolados de Bacillus na altura (cm) - A; area foliar (cm2) —
B; indice SPAD - C; peso fresco e seco (g) da parte aérea — DF — e do sistema
radicular — EG de plantas de algodéao cultivar FM975WS, cultivadas em solo
infestado com Fusarium e sem inoculacédo de nematoides, aos 60 dias ap6s

semeadura. 1- Testemunha, 2- Rugby®, 3- Quartzo®, 4- AP03, 5- S2545, 6-

S2527, 7- AP03+S2545, 8- AP03+S2527, 9- S2545+S2527
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Figura 21 - Efeito de isolados de Bacillus no desenvolvimento da parte aérea e
do sistema radicular de plantas de algodao cultivar FM975WS, cultivadas em
solo infestado com Fusarium e sem inoculagcdo de nematoides, aos 120 dias

apos semeadura. 1- Testemunha, 2- Rugby®, 3- Quartzo®, 4- AP03, 5- S2545, 6-

S2527, 7- AP03+S2545, 8- AP03+S2527, 9- S2545+S2527
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Figura 22 - Efeito de isolados de Bacillus na altura (cm) - A; peso fresco e
seco (g) da parte aérea — BC — e do sistema radicular — DE de plantas de
algodéo cultivar FM975WS, cultivadas em solo infestado com Fusarium e sem
inoculacdo de nematoides, aos 120 dias ap0s semeadura. 1- Testemunha, 2-
Rugby®, 3- Quartzo®, 4- AP03, 5- S2545, 6- S2527, 7- AP03+S2545, 8-
AP03+S2527, 9- S2545+S2527
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Em solos com inoculacdo apenas de nematoides, aos 60 dias apds a
semeadura, as plantas tratadas com Bacillus nédo diferiram da testemunha (P < 0,05)
com relagdo a altura e a area foliar. No entanto, plantas tratadas com a mistura de
isolados AP03+S2527 exibiram incrementos de 9% e 22%, respectivamente, quando
comparados com a testemunha para altura e area foliar (Figuras 23, 24AB). Com
relacdo aos pesos frescos e secos da parte aérea, ndo houve diferenca estatistica
entre os tratamentos (P < 0,05) quando comparados com a testemunha. Para o peso
fresco do sistema radicular, nenhum isolado diferiu da testemunha (P < 0,05).
Entretanto, plantas tratadas com a mistura AP03+S2527 exibiram um aumento
superior a 19% quando comparadas a testemunha (Figuras 23 e 24E). Ao analisar o
namero médio de ovos de M. incognita por planta, trés tratamentos diferiram
estatisticamente da testemunha (P < 0,05) (Figura 24G). O menor nimero de ovos foi
exibido por plantas tratadas com o nematicida quimico Rugby®, o qual proporcionou
uma reducédo de ovos de 82% comparado a testemunha e um fator de reproducéo de
1,6. Além disso, os tratamentos com S2545 e a mistura S2545+S2527 também
diferiram da testemunha (P < 0,05) com redu¢édo do niumero de ovos de 59% e 54%,
respectivamente. As plantas tratadas com os isolados S2545 e S2545+S2527 néo
apresentaram diferenca estatistica (P < 0,05) das tratadas com o nematicida quimico
Rugby® (Figura 24G), proporcionando um fator de reproducdo de 3,89 e 4,34,
respectivamente, enquanto o fator de reproducéo da testemunha foi 9,3.
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Figura 23 - Efeito de isolados de Bacillus no desenvolvimento da parte aérea e
do sistema radicular de plantas de algodao cultivar FM975WS, cultivadas em
solo com inoculagéo de nematoides mas sem infestacdo de Fusarium, aos 60
dias ap6s semeadura. 1- Testemunha, 2- Rugby®, 3- Quartzo®, 4- AP03, 5-
S2545, 6- S2527, 7- AP03+S2545, 8- AP03+S2527, 9- S2545+S2527
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Figura 24 - Efeito de isolados de Bacillus na altura (cm) - A; area foliar (cm2)
- B; indice SPAD - C; peso fresco e seco (g) da parte aérea— DF —e do
sistema radicular — E e numero de ovos de plantas de algodéao cultivar

FM975WS, cultivadas em solo com inoculagéo de nematoides e sem
infestacdo de Fusarium, aos 60 dias ap0s semeadura. 1- Testemunha, 2-
Rugby®, 3- Quartzo®, 4- AP03, 5- S2545, 6- S2527, 7- AP03+S2545, 8-
AP03+S2527, 9- S2545+S2527

B

60 ki a

50 f/' ; &
B 27 ©
£ 20 <
VB

é

=
o

o

> 8§ 3 2 5§ 2 K N s oz 8 2 N @ N K

g 8 7 % o £ § 8 £ % 9o
S s < o o 8 8§ 8 5 25 < 4 § 8§ 8§ 8
o + o+ o+ % (o3 + o+ o+
(90 B o> B T ) M ™
g 2 3 ki e 2 3

o o] :
60 bed ab

Peso fresco foliar (gt)

>‘°mm"@’r§'&

g 8 8 % & 8 5 > o © o

S s < 4 8§ #H § 8 £ 8§ 8 8 3 9 ¢ § &

2 3 A 5 2 8 < 8§ 8 8 8§ 8§
8 8 8 8 S ERNE
< < § - g B 3
a a < < Y

Peso seco foliar (gh)

E 582808 9008
B o 5 & & g 8 8 2 8 4 § B
L g8 8 F S5 < B 5 8 8 8
g 8 2
a < < g

5 2 8 8 2 5§ 2 K K

£ 8 8 g 3 ¢

s 2 s < § o 8§ 8§ 8

% o + + +
g B 3

= < < Y

*Médias seguidas pelas mesmas letras nos tratamentos nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P <
0,05 probabilidade).



97

Aos 120 dias da semeadura, em solos com inoculacdo apenas de nematoides,
os tratamentos com Quartzo®, S2545 e AP03+S2527 exibiram uma reducéo de altura
de plantas na ordem de 19,7%, 20,5% e 16,6%, respectivamente, em relagdo a
testemunha (Figura 26A). Para o peso fresco da parte aérea também apresentaram
reducdo em relacdo a testemunha as plantas tratadas com Quartzo®, APO03,
AP03+S2527 e S2545+S2527, com reducdes na ordem de 35%, 26%, 30% e 33%,
respectivamente (Figura 26B). Por outro lado, as plantas tratadas com Rugby® e com
os isolados S2545 e S2527 ndo apresentaram diferenca estatistica (P < 0,05) quando
comparados a testemunha. As plantas tratadas com os isolados de S2545 e S2527
tiveram um ganho de peso fresco da parte aérea (Figuras 25 e 26B). O peso fresco
do sistema radicular foi superior na testemunha em relagcdo aos demais tratamentos
(Figuras 25 e 26C). Ndo houve diferenca estatistica dos tratamentos (P < 0,05)
comparados com a testemunha para peso seco foliar (Figura 26D). Com relacdo ao
namero médio de ovos de M. incognita por planta, todos os tratamentos reduziram o
namero de ovos por planta, em relacdo a testemunha (Figura 26E). As plantas tratadas
com o nematicida quimico Rugby® exibiram reducdo do niimero de ovos por planta de
90% e um fator de reproducao de 10, enquanto a testemunha apresentou um FR de
99. As plantas tratadas com os isolados AP03, S2545, AP03+S2545, AP03+S2527 e
S2545+S2527 exibiram reducao de 83%, 76%, 69%, 69% e 75%, respectivamente, e
nado diferiram do tratamento quimico Rugby® (P < 0,05) (Figura 26E), com valores de
FR na ordem de 16, 23, 30, 30, 24, respectivamente.
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Figura 25 - Efeito de isolados de Bacillus no desenvolvimento da parte aérea
e do sistema radicular de plantas de algodao cultivar FM975WS, cultivadas
em solo com inoculacdo de nematoides mas sem infestacdo de Fusarium,

aos 120 dias ap6s semeadura. 1- Testemunha, 2- Rugby®, 3- Quartzo®, 4-
APO03, 5- S2545, 6- S2527, 7- AP03+S2545, 8- AP03+S2527, 9- S2545+S2527
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Figura 26 - Efeito de isolados de Bacillus na altura (cm) - A; pesos frescos e
secos (g) da parte aérea e do sistema radicular — BCD e numero de ovos (E)
de plantas de algodao cultivar FM975WS, cultivadas em inoculas com
nematoides, mas sem infestacdo com Fusarium, aos 60 dias apés
semeadura. 1- Testemunha, 2- Rugby®, 3- Quartzo®, 4- AP03, 5- S2545, 6-
S2527, 7- AP03+S2545, 8- AP03+S2527, 9- S2545+S2527
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Para o grupo 4, cujas plantas se desenvolveram em solos com infestacao de
Fusarium e com inoculacdo de nematoides, as plantas, apos 60 dias da semeadura,
tratadas com o nematicida quimico Rugby® e com o isolado S2527 diferiram
estatisticamente da testemunha (P < 0,05) com relagao a altura de plantas (Figuras
27 e 28A), apresentando um aumento de 24% e 23%, respectivamente. A area foliar
apresentou incremento de 81% e 89% nas plantas tratadas com o isolado S2527 e o
nematicida quimico Rugby® (Figura 28B), respectivamente, quando comparados a
testemunha. Com relagdo ao indice SPAD, ndo houve diferenca estatistica entre os
tratamentos (P < 0,05) (Figura 28C). As plantas tratadas com o isolado S2527
apresentaram o peso fresco de parte aérea 43% maior do que a testemunha (Figura
28D). O peso fresco do sistema radicular foi incrementado com a mistura AP03+S2527
em 34% (Figuras 27 e 28E). Para o peso seco da parte aérea, o tratamento com o
nematicida quimico Rugby® diferiu da testemunha (P < 0,05) e o isolado $S2527 mesmo
sem exibir diferencas significativas (P < 0,05) proporcionou aumento de 31,4% quando
comparado a testemunha (Figura 28F). Todos os tratamentos, exceto o bionematicida
Quartzo®, diminuiram o nimero de ovos por planta e diferiram da testemunha (P <
0,05) (Figura 28G). A maior reducéo de ovos por planta foi observada com a aplicacao
do nematicida quimico Rugby®, com reducéo de 73% comparado a testemunha. Os
tratamentos AP03+S2527, APO03+S2545, S2545+S2527, S2545 e APO3
apresentaram reducdo do niumero de ovos por planta em 63%, 57%, 55%, 55% e 53%,
respectivamente, com fator de reproducédo de 1,73, 2,06, 2,16, 2,13 e 2,23,
respectivamente, quando comparados ao fator de reproducéo da testemunha de valor
4,82.



Figura 27 - Efeito de isolados de Bacillus sob a parte aérea e as raizes
de plantas de algodao cultivar FM975WS, aos 60 dias ap6s semeadura,
cultivadas em solo com infestagdo de Fusarium e inoculagéo de
nematoides. 1- Testemunha, 2- Rugby®, 3- Quartzo®, 4- AP03, 5-
S2545, 6- S2527, 7- AP03+S2545, 8- AP03+S52527, 9- S2545+S2527
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Figura 28 - Efeito de isolados de Bacillus na altura (cm) — A; area foliar (cm2)
—B; no indice SPAD - C; nos pesos (g) frescos e secos da parte aérea (DF) e
do sistema radicular (E) e no numero de ovos (G) de plantas de algodao
cultivar FM975WS, cultivadas em solo infestado com Fusarium e com
inoculacdo de nematoides, aos 60 dias apos semeadura. 1- Testemunha, 2-
Rugby®, 3- Quartzo®, 4- AP03, 5- S2545, 6- S2527, 7- AP03+S2545, 8-
AP03+S2527, 9- S2545+S2527
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Aos 120 dias da semeadura, em solos com infestacdo de Fusarium e
inoculacdo de nematoides, as plantas tratadas com AP03+S2527 e o nematicida
quimico Rugby® diferiram da testemunha (P < 0,05) e proporcionaram aumento 43%
e 57%, respectivamente, na altura de plantas quando comparados a testemunha
(Figuras 29 e 30A). O tratamento quimico Rugby® diferiu da testemunha (P < 0,05) em
relacdo aos pesos frescos e secos da parte aérea, com aumento de 270% e 240% em
relagdo a testemunha, respectivamente (Figuras 29 e 30BD). As plantas tratadas com
o0 isolado S2545 apresentaram aumento de 109% e 110% para 0s pesos frescos e
secos da parte aérea, respectivamente (Figuras 29 e 30BD). Nao houve diferenca
estatistica (P < 0,05) entre tratamentos e a testemunha para o peso fresco de raiz
(Figuras 29 e 30C). Todos os tratamentos reduziram o numero de ovos (Figura 30 E)
em relacdo a testemunha. As plantas tratadas com os isolados AP03+S2545, APO3 e
S2545+S2527 proporcionaram uma reducdo de 89%, 88% e 83%, respectivamente,
no numero médio de ovos por planta, e reduziram o FR de 4 (testemunha) para 0,3,
0,4, 0,6, respectivamente. Além disso, todos os tratamentos de Bacillus foram
estatisticamente (P < 0,05) semelhantes ao nematicida quimico Rugby® (Figura 30E).
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Figura 29 - Efeito de isolados de Bacillus no desenvolvimento da parte aérea
e do sistema radicular de plantas de algodao cultivar FM975WS, cultivadas
em solo infestado com Fusarium e com inoculagdo de nematoides, aos 120

dias ap6s semeadura. 1- Testemunha, 2 Rugby®, 3- Quartzo®, 4- AP03, 5-
S2545, 6- S2527, 7- AP03+S2545, 8- AP03+S2527, 9- S2545+S2527
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Figura 30 - Efeito de isolados de Bacillus na altura (cm) — A; nos pesos (Q)
frescos e secos da parte aérea (BD) e do sistema radicular (C) e no numero de
ovos (E) de plantas de algodao cultivar FM975WS, cultivadas em solo
infestado com Fusarium e com inoculacdo de nematoides, aos 120 dias apés
semeadura. 1- Testemunha, 2 Rugby®, 3- Quartzo®, 4- AP03, 5- S2545, 6-
S2527, 7- AP03+S2545, 8- AP03+S2527, 9- S2545+S2527
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4.14 Identificacdo das espécies de Bacillus por sequenciamento do fragmento
do gene 16S rRNA

As identificagbes das espécies foram baseadas no conjunto de
oligonucleotidios da regido do gene 16S rRNA. O indice de similaridade entre as
sequéncias 16S rRNA dos trés isolados de Bacillus com as linhagens tipo mais
proximas foram de 100%. O tamanho do fragmento do isolado AP03 foi de 1516 pb,
identificado como Bacillus velenzensis (Tabela 11). Também os isolados S2527 e
S2545 foram identificados como Bacillus velezensis, a partir dos fragmentos do gene

16S rRNA com tamanhos de 1517 e 1502 pb, respectivamente.
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Quadro 11 - Sequéncias do gene 16S rRNA dos trés isolados de Bacillus e suas

respectivas espécies

Isolados

Sequéncia gene 16S rRNA

Espécie

APO3

CTTACGGCTACCTTGTTACGACTTCACCCCAATCATCTGTCCCACCTTCGGCGGCTGGCT
CCATAAAGGTTACCTCACCGACTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGT
GTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATT
CCAGCTTCACGCAGTCGAGTTGCAGACTGCGATCCGAACTGAGAACAGATTTGTGGGATT
GGCTTAACCTCGCGGTTTCGCTGCCCTTTGTTCTGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCA
GGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCA
GTCACCTTAGAGTGCCCAACTGAATGCTGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCG
GGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTCT
GCCCCCGAAGGGGACGTCCTATCTCTAGGATTGTCAGAGGATGTCAAGACCTGGTAAGG
TTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAAT
TCCTTTGAGTTTCAGTCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTG
CAGCACTAAGGGGCGGAAACCCCCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTA
CCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCACGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTTACAGACC
AGAGAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTTCACCGCTACACGT
GGAATTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTTCCCCAGTTTCCAATGACCCTCCCCGGTT
GAGCCGGGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCGCCTGCGAGCCCTTTACGCCCAATA
ATTCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGT
GGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTGCCGCCCTATTTGAACGGCACTTGTTCTTCCCT
AACAACAGAGCTTTACGATCCGAAAACCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGAC
TTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTC
AGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCTACGCATCGTCGCCTTGGTGAGCC
GTTACCTCACCAACTAGCTAATGCGCCGCGGGTCCATCTGTAAGTGGTAGCCGAAGCCA
CCTTTTATGTCTGAACCATGCGGTTCAAACAACCATCCGGTATTAGCCCCGGTTTCCCGG
AGTTATCCCAGTCTTACAGGCAGGTTACCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCTAACAT
CAGGGAGCAAGCTCCCATCTGTCCGCTCGACTTGCATGTATTAGGCACGCCGCC

B. velezensis

S2527

CTTACGGCTACCTTGTTACGACTTCACCCCAATCATCTGTCCCACCTTCGGCGGCTGGCT
CCATAAAGGTTACCTCACCGACTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGT
GTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATT
CCAGCTTCACGCAGTCGAGTTGCAGACTGCGATCCGAACTGAGAACAGATTTGTGGGATT
GGCTTAACCTCGCGGTTTCGCTGCCCTTTGTTCTGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCA
GGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCA
GTCACCTTAGAGTGCCCAACTGAATGCTGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCG
GGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTCT
GCCCCCGAAGGGGACGTCCTATCTCTAGGATTGTCAGAGGATGTCAAGACCTGGTAAGG
TTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAAT
TCCTTTGAGTTTCAGTCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTG
CAGCACTAAGGGGCGGAAACCCCCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTA
CCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCACGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTTACAGACC
AGAGAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTTCACCGCTACACGT
GGAATTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTTCCCCGTTTCCAATGACCCTCCCCGGTTG
AGCCGGGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCGCCTGCGAGCCCTTTACGCCCAATAAT
TCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGG
CTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTGCCGCCCTATTTGAACGGCACTTGTTCTTCCCTAA
CAACAGAGCTTTACGATCCGAAAACCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGACTT
TCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCA
GTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCTACGCATCGTCGCCTTGGTGAGCCG
TTACCTCACCAACTAGCTAATGCGCCGCGGGTCCATCTGTAAGTGGTAGCCGAAGCCAC
CTTTTATGTCTGAACCATGCGGTTCAGACAACCATCCGGTATTAGCCCCGGTTTCCCGGA
GTTATCCCAGTCTTACAGGCAGGTTACCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCTAACATC
AGGGAGCAAGCTCCCATCTGTCCGCTCGACTTGCATGTATTAGGCACGCCGCCAGCGTT
CGTCCTGAGCCAGGATCAAACTCTA

B. velezensis

S2545

GTTACGACTTCACCCCAATCATCTGTCCCACCTTCGGCGGCTGGCTCCATAAAGGTTACC
TCACCGACTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCG
GGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAGCTTCACGCAGT
CGAGTTGCAGACTGCGATCCGAACTGAGAACAGATTTGTGGGATTGGCTTAACCTCGCG
GTTTCGCTGCCCTTTGTTCTGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCA
TGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTTAGAGTG
CCCAACTGAATGCTGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAAC
ATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTCTGCCCCCGAAGGGG
ACGTCCTATCTCTAGGATTGTCAGAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCT
TCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCA
GTCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTAAGGGG
CGGAAACCCCCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAAT
CCTGTTCGCTCCCCACGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTTACAGACCAGAGAGTCGCCTTC
GCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTTCACCGCTACACGTGGAATTCCACTCTC
CTCTTCTGCACTCAAGTTCCCCAGTTTCCAATGACCCTCCCCGGTTGAGCCGGGGGCTTT
CACATCAGACTTAAGAAACCGCCTGCGAGCCCTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCT
TGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGT
ACCGTCAAGGTGCCGCCCTATTTGAACGGCACTTGTTCTTCCCTAACAACAGAGCTTTAC
GATCCGAAAACCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGA
AGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCC
GATCACCCTCTCAGGTCGGCTACGCATCGTCGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACTA
GCTAATGCGCCGCGGGTCCATCTGTAAGTGGTAGCCGAAGCCACCTTTTATGTCTGAACC
ATGCGGTTCAGACAACCATCCGGTATTAGCCCCGGTTTCCCGGAGTTATCCCAGTCTTAC
AGGCAGGTTACCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCTAACATCAGGGAGCAAGCTCCC
ATCTGTCCGCTCGACTTGCATGTATTAGGCACGCCGCCAGCGTTCGTCCTGAGCCAGGA
TCAAACTCT

B. velezensis
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5 DISCUSSAO

O isolamento e a selecdo de antagonistas sdo fundamentais para se obter
isolados eficientes para o desenvolvimento de bioprodutos. Apesar dos reconhecidos
problemas, os testes in vitro sdo de grande importancia neste processo. Contudo, ha
necessidade de se estabelecer previamente as caracteristicas que serao
consideradas durante o processo. As bactérias com potencial para serem usadas no
controle bioldgico devem ter caracteristicas particulares como estabilidade genética,
eficacia em baixas concentracdes, capacidade de colonizar hospedeiros, capacidade
de sobreviver em condicOes adversas, ser efetivo contra uma gama de fitopatégenos
e apresentar mais de um mecanismo de acao. A promocao de crescimento de plantas
também se destaca como um mecanismo importante para agentes de biocontrole. A
eficiéncia do género Bacillus como promotor de crescimento é relatada na literatura
(ADREES et al., 2019; BALDERAS-RUIZ et al., 2020; BHATTACHARYA et al., 2019;
SUKKASEM et al., 2018).

A mistura de isolados de Bacillus AP03+S2527 promoveu o crescimento de
plantas de algodoeiro em rizotrons aos 54 dias apos a semedura (Figuras 9 e 10).
Esse fato pode estar relacionado com o fato do isolado S2527 produzir acido indol-3-
acético (AlA) e o isolado AP03 produzir sideroforos e assimilar nitrogénio (Tabela 1).
Espécies de Bacillus promovem o crescimento de plantas devido a producdo de
horménios vegetais como AIA, que interfere diretamente na expansao radicular,
proporcionando maior acesso aos nutrientes. Além disso, o nitrogénio € constituinte
significante de acidos nucleicos, proteinas e outros compostos organicos nas plantas.
Dessa forma, algumas espécies de Bacillus modificam as formas indisponiveis de N
em formas disponiveis, mediante acdo da enzima nitrogenase, para serem absorvidas
pelas raizes das plantas (DING et al., 2005). Os dados do estudo corroboram com 0s
obtidos por Sozer Bahadir et al. (2018), que observaram que os isolados de Bacillus
estudados também produziram o fitohormonio AIA e aumentaram o comprimento
radicular e da parte aérea e melhoraram o crescimento e desenvolvimento das
plantas. Diaz; Baron; Rigobelo (2019) observaram a promoc¢ao de crescimento de
plantas de algodao por trés isolados de Bacillus subtilis, os quais produziram AlA na
ordem de 11 a 13 ug AIA/ml e com isso aumentaram o peso de parte area e de raizes,
melhorando o rendimento das plantas. Além disso, Bacillus spp. podem produzir

sideréforos, ou seja, o ferro que é essencial para o crescimento celular e o
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metabolismo, de modo que a aquisicdo de Fe*, através da producéo de sideroéforos,
desempenha um papel essencial na determinacdo da aptiddo competitiva das
bactérias para colonizar raizes de plantas e competir por ferro com outros
microrganismos na rizosfera (CROWLEY, 2006). Do mesmo modo, a producéo de
sideroforos podem prevenir a proliferacdo de microrganismos patogénicos
sequestrando Fe** na area ao redor da raiz (SIDDIQUI, 2006). Os isolados promotores
de crescimento selecionados no presente estudo evidenciaram ser colonizadores de
raizes (Figura 11), que € uma caracteristica essencial para 0s microrganismos
promotores de crescimento de plantas. Os experimentos de 15 e 80 dias para
promocado de crescimento (Tabelas 5 a 7 e Figuras 7 e 8), ndo mostraram efeito
significativo. Isso pode ser explicado pela composi¢cdo do substrato utilizado nos
vasos, uma vez que no experimento em rizotrons (Figuras 9 e 10) foi observado o
efeito benéfico dos isolados. Neste ensaio, o substrato foi composto de areia e solo,
e desse modo, os isolados tiveram um maior contato no desenvolvimento da raiz e,
provavelmente foi capaz de coloniza-la. No ensaio in vitro (Figura 11), foi observado
a capacidade de Bacillus em se aderir a raiz da planta e, dessa maneira, podendo
disponibilizar nutrientes, agua e proteger a planta contra patdogenos de solo.
Resultados semelhantes foram encontrados por Pindi et al. (2014), os quais
investigaram a eficiéncia de Bacillus sp. PU-7 em quatro tipos de solo na india na
cultura do algodao e observaram incremento na altura, peso fresco e seco das plantas
em solos negros profundos, seguidos de solos negros rasos, porém em solos
vermelho e arenoso, a promocéao de crescimento ndo foi evidenciada. Além disso, 0s
autores também avaliaram sete espécies de Bacillus em 17 cultivares de algodéo e
concluiram que nem sempre a mesma cepa de Bacillus promove o crescimento de
plantas em cultivares diferentes.

O teste de pareamento com Fusarium e a inibicdo da germinacdo de conidios
mostraram que alguns isolados inibiram o crescimento do patégeno (Figura 1 e Tabela
3). Isso pode ser explicado por diferentes mecanismos de acgéo relatados com Bacillus
no controle de Fusarium (KHAN; MAYMON; HIRSCH, 2017; PLANCHON et al., 2021,
ZHU et al., 2020). Esses dados corroboram com Zhang; Howell; Starr (1996), em que
cepas de B. subtilis exibiram forte inibicdo de Fov in vitro. Em outro estudo, Zhu et al.
(2020) verificaram que B. subtilis IBFCBF-4 reduziram a incidéncia de murcha de
Fusarium em 51,1% em comparacao com o controle e que 0s compostos, volateis e

ndo volateis, produzidos por B. subtilis foram capazes de suprimir o crescimento
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micelial, além de mostrar que o isolado pode causar edema anormal e aumento da
ramificacdo das hifas do patégeno. Entretanto, os resultados da Figura 20EG sugerem
que as espécies de Bacillus utilizadas neste estudo exibiram potencial em suportar a
presenca do patdgeno e aumentaram o sistema radicular das plantas tratadas. Dessa
maneira, algumas espécies de Bacillus apresentam antagonismo a patdégenos
fungicos competindo por nichos e nutrientes essenciais (WHIPPS, 2001) ou pela
producdo de compostos fungitoxicos (CAWOQY et al., 2015), e também pela inducéo
de resisténcia sistémica adquirida (RADHAKRISHNAN; HASHEM; ABD ALLAH,
2017). Além disso, a producéo de sideroforos € outro atributo importante, pois priva
os fungos fitopatogénicos desse nutriente essencial. A producdo de enzimas
extracelulares por Bacillus spp. pode causar a distor¢cao nas paredes celulares das
hifas de F. oxysporum ou a lise da parede em resposta a quitinase e -1,3-glucanase
(DASGUPTA; KHAN; NAUTIYAL, 2006; SWIONTEK BRZEZINSKA et al., 2014).
Estudos in vitro mostraram que a quitinase produzida por B. subtilis causou lise em F.
oxysporum do inhame (SWAIN; RAY; NAUTIYAL, 2008). Além disso, Zhao et al.
(2014) observaram que B. subtilis SG6 exibiu forte antagonismo contra F.
graminearum em ensaios in vitro e inibiu a esporulacdo no patdgeno, resultados que
corroboram com os do presente estudo (Figura 1 e Tabela 3). Do mesmo modo, foi
identificado que o acido fenilacético, produzido por Bacillus fortis, como o principal
fator responsavel pela colonizacédo eficiente na rizosfera da planta e na supresséo de
Fusarium (AKRAM; ANJUM; ALI, 2016).

Trés familias de lipopeptideos (iturinas, fengicinas e surfactinas) produzidas por
Bacillus vem sendo pesquisados quanto a atividade antagonica (KHAN; MAYMON;
HIRSCH, 2017). Sandrin et al. (1990) reportaram forte atividade antifungica das
iturinas e fengicinas. No entanto, as surfactinas ndo exibiram efeito toxico aos fungos.
Por outro lado, foi demonstrado a atividade antifingica da surfactina de B.
amyloliquefaciens no controle de F. oxysporum (VITULLO et al., 2012). Alta producé&o
de fengicina e iturina de B. subtilis 98S foi observada na presenca de Fusarium, porém
a producéo desses lipopeptideos nao foi observada na presenca de Botrytis (CAWOY
et al., 2015). Assim, parece que a ativacdo de diferentes lipopeptideos depende da
presenca do patdgeno fungico especifico. Dessa forma, em estudo com analises de
PCR foi verificado a presenca dos genes ituA, ituB, ituC, ituD, bamD, bmyB, fenB,
srfAB, surf, bacA, bacD, bacAB, tasA, mrsA e mrsM envolvidos na biossintese de

iturina A, bacilomicina, fengicina, surfactina, bacilisina, tasA e mersacidina,
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respectivamente, sendo estes alguns dos responsaveis pelo mecanismo antagonico
a Fusarium (ZHU et al., 2020).

Nos bioensaios de nematoides in vitro, os metabdlitos secundarios dos isolados
de Bacillus apresentaram atividade nematicida contra os J2 de M. incognita, causando
elevada mortalidade (Tabela 9). O uso de Bacillus tem sido relatado para o biocontrole
de nematoides parasitas de plantas (PADGHAM; SIKORA, 2007; SHAFI; TIAN; JI,
2017; XIANG; LAWRENCE; DONALD, 2018). Resultados semelhantes foram
encontrados por Engelbrecht et al. (2020) , em que houve mortalidade de 86% por
filtrado de B. soli sobre J2 de M. incognita. Além disso, Xiang et al. (2017) verificaram
gue B. altitudinis, B. aryabthattai e B. safensis exibiram 100% de mortalidade sobre J2
in vitro. No presente estudo, alguns isolados exibiram efeito ovicida, reduzindo a
eclosdo de J2 ao longo do tempo (Tabela 10). Esses dados corroboram com 0s
obtidos por Alves et al. (2011), os quais verificaram reducéo de 75,6% na eclosdo M.
javanica por isolados bacterianos e, também os de Huang et al, (2010), os quais
observaram acdo nematicida de substancias quimicas produzidas por B. megaterium
contra M. incognita inibindo 100% da ecloséo de juvenis. Do mesmo modo, Padgham;
Sikora (2007) observaram 60% na reducdo da eclosdo de ovos a partir de
concentracfes de 25% do metabdlito secundarios de B. megaterium. Esses autores,
também relataram que as concentracdes de metabdlitos secundarios abaixo de 25%
nao causaram reducédo significativa na eclosdo dos ovos. Aliado aos resultados in
vitro, nos testes in vivo foi demonstrado que os isolados reduziram significativamente
0 numero de ovos por planta (Figura 14) o que, possivelmente, indica alguma reacao
dos nematoides a presenca da bactéria ou das substancias produzidas por elas.

As espécies de Bacillus ao colonizarem raizes sdo capazes de atingir varios
pontos de vulnerabilidade no ciclo de vida do nematoide, podendo inibir a penetracao,
reduzir a capacidade reprodutiva e retardar a mobilidade do nematoide e a ecloséo
dos ovos. Os resultados otidos no presente estudo, corroboram com os de Xiang et
al. (2017), os quais verificaram que B. velezensis e B. mojavensis foram relativamente
consistentes na reducao de ovos de M. incognita em algodao, suprimindo a densidade
populacional do nematoide. Ainda, Berlitz et al. (2016) observaram reducéo de 90%
no nimero de ovos de M. javanica em alface tratada com B. subtilis. Também Choi et
al. (2020) observaram que B. thuringiensis KYC e B. velezensis CE 100 exibiram
atividade antagbnica a M. incognita reduzindo a densidade populacional do nematoide

em plantas de tomate, e que o contetdo interno do ovo e do corpo do J2 estavam
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danificados, possivelmente por acdo de enzimas extracelulares liberadas pelas
espécies de Bacillus.

Os isolados aqui selecionados foram eficientes na redugéo do numero de ovos
por planta (Figuras 28G e 30E), mantendo a planta a viva mesmo na presenca de
ambos os patégenos, conforme observado nos ensaios conduzidos em casa-de-
vegetacdo aos 60 e 120 dias ap0s a semeadura. O modo de acdo de algumas
espécies de Bacillus foi estudado por Ramyabharathi et al. (2018), que revelaram que
B. subtilis Bbv57 produziu peptideos antimicrobianos ciclicos surfactina e iturina, os
guais produziram acao antifingica e antinematica com reducéo de 15% na incidéncia
da murcha e 71% na densidade populacional do nematoide, possuindo potencial para
uso no biocontrole do complexo Fusarium-nematoide em gérbera. A aplicagéo de B.
megaterium reduziu significativamente a incidéncia da doenga de murcha por
Fusarium e a infeccdo causada por M. incognita e javanica em batata (EL-SHENNWY
et al., 2012). De acordo com os autores, isso por ter ocorrido devido a Bacillus spp.
desempenhar um papel importante no controle de fungos do solo e nematoides por
varios mecanismos como a producdo de substancias inibidoras, competi¢cao por nicho
ecoldgico ou inducédo de resisténcia sistémica em plantas hospedeiras. Além disso,
Leifert et al. (1995) observaram que Bacillus spp. produzem antibiéticos toxicos para
nematoides, como a fengicina e zwittermicina A e antibiéticos antifingicos, que inibem
o crescimento de F. oxysporum. Na literatura ha poucos relatos sobre o controle do
complexo Fus-nem em algodé&o, e os trabalhos existentes ndo foram realizados da
mesma maneira, nem na mesma regido, tornando dificil a comparacéo e discussao
com outros estudos de interacfes de patdgenos, pois as condicdes sao diferentes.
Desse modo, os isolados podem ter liberados enzimas extracelulares como proteases,
quitinases e colagnases que sdo importantes para degradacao das paredes de fungos
e nematoides, conforme observado por Qiuhong et al. (2006). Huang et al. (2010)
observaram que B. megaterium YMF inibiu a ecloséo de ovos de nematoides e reduziu
a infeccdo de M. incognita mediante a produgédo de volateis nematicidas como
benzenoacetaldeido, 2-nonanona, decanal, 2-undecanona e dissulfeto de dimetila,
ativos contra juvenis e ovos. Esses relatos indicam que o modo de acdo de Bacillus
spp. com atividade nematicida estd provavelmente relacionado a producdo de
metabalitos bioativos, corroborando com resultados apresentados nas Figuras 24G e
26E. Do mesmo modo, € possivel que a reducao da densidade populacional de M.

incognita observada nesse estudo poderia ser resultado da indugéo de resisténcia
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sistémica do hospedeiro. Ha relatos de cepas especificas de Bacillus como B.
velezensis, B. subtilis, B. pumilus, B. mycoides e B. sphaericus agindo como elicitores
e causando reducdes na severidade e incidéncia de nematoide de galhas
(KLOEPPER; RYU; ZHANG, 2004).

De modo geral, ndo existe um protocolo a ser seguido para screening de
microrganismos com atividade antagbnica, dessa maneira, optou-se pelos testes
descritos in vitro, in vivo, e os de promocao de crescimento para selecdo de
microrganismos. Esses testes estdo de acordo com alguns autores (ENGELBRECHT
et al., 2020; ZHU et al., 2020; LIU et al., 2020; YANG et al., 2018), embora a maioria
realize screening de antagonistas somente para um fitopatégeno. Nao existem muitos
trabalhos que utilizam tantos critérios para a selecéo, no entanto foi desenvolvida uma
abordagem para encontrar microrganismos mais robustos com um bom desempenho
in vivo e controlando dois fitopatégenos simultaneamente.

Desse modo, esse processo de screening para selecdo de microrganismos
antagbnicos é considerado efetivo, pois os resultados obtidos com os isolados
selecionados foram promissores, encontrando-se resultados melhores que os agentes
de controle biol6gico padréo testados. Além disso, as misturas de isolados
selecionados apresentaram um efeito positivo, considerando-se que um pode ser
complementar ao outro, com relagdo aos seus mecanismos de acdo, ocorrendo um
efeito sinérgico ou de adicdo entre os isolados e, dessa forma, ocasionando efeito
benéficos para o hospedeiro, 0 que também ocorreu com outros trabalhos (YANTI et
al., 2020; COLAGIERO; ROSSO; CIANCIO, 2018; SURYADI et al., 2013). No entanto,
mais pesquisas sdo necessarias para abordar os modos de acao das espécies de
Bacillus aqui estudadas, principalmente a realizacdo de ensaios em condi¢cdes de
cultivo comercial de algodéo.
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6 CONCLUSAO

Os isolados de Bacillus apresentaram atividade antagonica in vitro a Fusarium
oxysporum f. sp. vasinfectum e a Meloidogyne incognita.

Em ensaios in vivo, os isolados de Bacillus selecionados reduziram o nimero
de ovos por planta, controlando Meloidogyne incognita.

Os isolados selecionados, in vivo, controlaram a murcha de Fusarium e
Meloidogyne incognita quando estes patdgenos ocorreram simultaneamente.

A mistura de isolados de Bacillus apresentou resultados promissores neste
trabalho para o controle dos fitopatdgenos.

Em rizotrons os isolados de Bacillus selecionados e suas misturas promoveram
o crescimento de plantas de algodéo.

Todos os isolados selecionados foram identificados como Bacillus velezensis.

Os isolados de Bacillus selecionados tém potencial para serem promissores
agentes de biocontrole de fitopatbgenos de solo, podendo ser alternativas aos

produtos quimicos.
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