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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

Esta pesquisa impulsiona uma solucdo sustentavel contra fitonematoides
usando Bacillus thuringiensis. Os produtos gerados podem reduzir perdas de
produtividade de forma eficiente e ambientalmente segura, diminuindo a dependéncia
de nematicidas quimicos. Alinha-se aos Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel

da ONU, promovendo seguranca alimentar, salde e praticas agricolas sustentaveis.

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

This study advances a sustainable solution against phytonematodes using
Bacillus thuringiensis. The resulting products can efficiently and environmentally safely
reduce productivity losses, decreasing reliance on chemical nematicides. It aligns with
the United Nations' Sustainable Development Goals, promoting food security, health,
and sustainable agricultural practices.
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Bacillus thuringiensis NA SUPRESSAO DE NEMATOIDES E AUMENTO NA
PRODUTIVIDADE DE SOJA

RESUMO - A soja, como a cultura mais plantada no Brasil e uma fonte
fundamental de proteina vegetal globalmente, enfrenta desafios significativos devido
a problemas fitossanitarios, particularmente com os nematoides. Dentre as espécies
de maior importancia, destacam-se o0 nematoide de cisto, Heterodera glycines, os
nematoides de galha, Meloidogyne javanica e Meloidogyne incognita, € o0 hematoide
das lesbes radiculares, Pratylenchus brachyurus. Embora avancos tecnoldgicos
tenham aumentado a produtividade da soja nos ultimos anos, perdas substanciais
ainda ocorrem devido aos nematoides. O crescimento populacional do planeta tem
demandado cada vez mais alimento, isso somado a demanda mundial por
sustentabilidade tem impulsionado a utilizacdo de biodefensivos, que protegem e
aumentam o rendimento das culturas de forma sustentavel. Para abordar essa
guestdo, este trabalho objetivou explorar o potencial de Bacillus thuringiensis,
conhecido por seu sucesso no controle de pragas, como um bioinsumo para mitigar
0s danos por nematoides e promover o crescimento da soja. Varios isolados de B.
thuringiensis foram testados em relacdo a sua capacidade de controlar M. javanica e
estimular o crescimento das plantas. A partir desse estudo, descobriu-se que alguns
isolados suprimiram eficazmente a populacéo de H. glycines e M. javanica nas raizes
e, também, promoveram o crescimento da soja. Além disso, estudos em campo
demonstraram que esses isolados, podem reduzir significativamente os danos
causados pelos nematoides e aumentar a produtividade da soja. Os resultados
demonstraram que B. thuringiensis pode vir a ser um importante agente de biocontrole
de nematoides, contribuindo para a sustentabilidade da agricultura e a seguranca
alimentar, especialmente considerando a relevancia da soja na producgéo global de
alimentos.

Palavras-chave: Fitonematoides, Meloidogyne javanica, Heterodera glycines,
controle biologico, nematoides da soja, Bacillus thuringiensis



SUPPRESSION OF NEMATODES AND REDUCTION OF LOSSES IN SOYBEAN
CULTURE THROUGH Bacillus thuringiensis

ABSTRACT - Soybean, as the most planted crop in Brazil and a fundamental
source of global vegetable protein, faces significant challenges due to phytosanitary
problems, particularly nematodes. Among the most important species are the cyst
nematode, Heterodera glycines, the root-knot nematodes (Meloidogyne javanica and
Meloidogyne incognita) and the root-lesion nematode, Pratylenchus brachyurus.
Although technological advances have increased soybean productivity in recent years,
substantial losses still occur. The planet’s population growth has demanded more and
more food, this coupled with the global demand for sustainability has driven the use of
bio-defensives, which protect and increase crop yields sustainably. To address this
issue, this study aimed to explore the potential of Bacillus thuringiensis, known for its
success in pest control, as a bio-product to mitigate nematode damage and promote
soybean growth. Several isolates of B. thuringiensis were tested for their ability to
control M. javanica and stimulate plant growth. From this study, it was found that some
isolates effectively suppressed the population of H. glycines and M. javanica in the
roots and promoted soybean growth. In addition, field studies showed that these
isolates can significantly reduce damage caused by nematodes and increase soybean
productivity. The results demonstrated that B. thuringiensis could become an important
nematode biocontrol agent, contributing to the sustainability of agriculture and food
security, especially considering the relevance of soybeans in global food production.

Keywords: Phytonematodes, Meloidogyne javanica, Heterodera glycines, biological
control, soybean nematodes, Bacillus thuringiensis



CAPITULO 1 - Consideracbes Gerais

1. INTRODUCAO

O cultivo de graos no Brasil esta em pleno crescimento, prevendo-se um
aumento de 19,1% entre 2022/23 e 2032/33, passando de 77,5 milhdes de hectares
para 92,3 milhdes de hectares, com um aumento anual médio de 1,7%. Até
2032/2033, a producéo de graos no Brasil devera atingir 389,3 milhdes de toneladas,
um aumento de 24,1% em relagcdo a safra atual (CONAB, 2023). Este serd o maior
rendimento ja registrado no pais, com um crescimento anual médio de 2,4%. As
projecdes indicam que as areas de soja, Glycine max (L.) Merrill, devem aumentar em
27,5% nos proximos 10 anos (MAPA, 2023).

A soja € importante tanto como cultura de graos oleaginosos para alimentacao
de animais, quanto como matéria-prima para biocombustiveis (Fernandes et al.,
2022). A soja é Unica entre as culturas porque pode fornecer proteina de qualidade
igual a das fontes animais, tornando-a uma excelente fonte de proteina para a dieta
humana (Parfitt et al., 2010). A procura de soja e seus derivados aumentou na ultima
década, desafiando a confiabilidade do fornecimento, os niveis de estoques e 0s
precos competitivos (Parfitt et al., 2010; Saath e Fachinello, 2018). O crescimento
previsto da populacéo global para aproximadamente 10 bilhdes de pessoas até 2050
(Saath e Fachinello, 2018) e os efeitos das alteracdes climaticas (Gupta et al., 2020)
aumentaram a necessidade de praticas agricolas sustentaveis e altamente eficientes

para garantir a seguranca alimentar global (Rellan-Alvarez et al., 2016).

Dentre os fatores limitantes de produtividade da soja, destacam-se o0s
fitonematoides (Soares e Nascimento, 2021). Fitonematoides sao vermes habitantes
do solo, que parasitam diferentes partes das plantas, especialmente as raizes. Os
danos causados ao sistema radicular vdo desde competicAo por nutrientes a
deterioracdo dos tecidos das plantas (Ferraz e Brown, 2016). As principais espécies
de nematoides que acometem a soja no Brasil, sdo: o nematoide de cisto da soja
(Heterodera glycines Ichinohe), o nematoide das lesdes radiculares (Pratylenchus

brachyurus (Godfrey) Filipjev e Schuurmans Stekhoven), os nematoides de galha



(Meloidogyne incognita (Kofoid e White) Chitwood, e Meloidogyne javanica (Treub)
Chitwood), o nematoide reniforme (Rotylenchulus reniformis Linford e Oliveira) e o
nematoide da retencéo foliar e haste verde da soja (Aphelenchoides besseyi Christie).
Em ordem de importancia, as quatro primeiras espécies destacam-se, principalmente
pelos danos severos e frequéncia de ocorréncia (Dias-Arieira et al., 2023; Soares e
Nascimento, 2021).

Os métodos mais recomendados no manejo dos nematoides de plantas séo, o
uso de cultivares resistentes, rotagdo de culturas e os controles quimico e bioldgico
(Soares e Nascimento, 2021). O uso de cultivares resistentes € uma das estratégias
de manejo mais eficientes. Entretanto, as fontes de resisténcia genética utilizadas na
producdo comercial de soja sdo limitadas e populagdes resistentes de nematoides
comegaram a surgir pela intensificacdo do uso Unico da tecnologia (Klink e Matthews,
2009). Além disso, é comum areas infestadas com mais de uma espécie de

nematoide, o que limita o uso da resisténcia genética.

A rotacao de culturas com plantas ndo hospedeiras e/ou resistentes, € a forma
de controle de nematoides mais efetiva (Ferraz et al., 2010; Nascimento et al., 2016,
2020). As espécies de Meloidogyne e P. brachyurus sdo polifagas, restringindo as
opcOes de plantas ndo hospedeiras a serem utilizadas pelos produtores (Inomoto e
Asmus, 2010; Sikora et al., 2021). A frequéncia de areas com mais de uma espécie
de fitonematoides, também podem dificultar o uso dessa ferramenta. Esses fatores,
limitam o emprego da rotacdo de culturas, principalmente devido a indisponibilidade

de plantas ndo hospedeiras atrativas economicamente ao produtor.

O controle de nematoides por meio de moléculas quimicas é um método que ja
foi bastante empregado na agricultura mundial (Dong e Zhang, 2006). Embora seja
eficiente, pode ser toxico ao ambiente e ao ser humano, além de causar desequilibrio
a biota do solo, devido a baixa seletividade (Rani et al., 2021). Por esse fato, somado
a pressao mundial por utilizacdo de tecnologias menos poluentes e seletivas, muitos
produtos quimicos considerados eficientes foram retirados do mercado, e os restantes
tendem a ser cada vez menos utilizados (Rani et al., 2021; Riga, 2011). Ademais, 0s
nematicidas quimicos disponiveis sdo onerosos e apresentam baixo periodo residual

no solo (Riga, 2011). Embora novas moléculas tenham surgido com periodo residual



mais longo, no caso da soja, esses produtos sdo em maioria registrados apenas para
utilizacdo no ato da semeadura, resultando em um aumento exacerbado da populagao

do nematoide apdés o término do periodo de acao.

O controle biolégico tem se tornado a principal ferramenta de manejo utilizado
pelos produtores. A eficiéncia de controle somada aos ganhos de rendimento na
cultura, custo e praticidade de utilizacdo tém sido os principais fatores responsaveis
pelo crescimento na adog&o dessa ferramenta (Soares et al., 2017). Fatores atrelados
a sustentabilidade tém incentivado a industria a investir cada vez mais nesse mercado,
com espécies e cepas mais eficientes, além de investimentos em formulacdo e
posicionamento da tecnologia (Lahlali et al., 2022). Além disso, o controle biolégico
esta ligado diretamente a ao menos nove dos 17 objetivos de desenvolvimento
sustentavel, propostos pela ONU (United Nations, 2023), o que impulsiona ainda mais

investimentos no setor.

Como base para qualquer programa de controle biolégico, o primeiro passo &
a selecdo de cepas e espécies de microrganismos com caracteristicas desejaveis.
Bacillus thuringiensis Berliner € mundialmente conhecido por seu sucesso no controle
de insetos, especialmente os da ordem Lepiddptera (Polanczyk et al., 2022). Embora
as caracteristicas que Ihe conferem eficiéncia contra insetos e outros artropodes
também ja tenham sido confirmadas para nematoides (Ruan et al., 2015), 0 uso

desses microrganismos para esse proposito ainda é pouco empregado.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. A culturadasoja

A soja € a cultura reconhecida como o principal produto alimentar do mundo,
devido ao alto teor de proteina e de 6leo, destinados a alimentagdo humana e animal
(Parfitt et al., 2010). A soja cultivada atualmente é muito diferente de seus ancestrais,
cujo centro de origem é a Asia, mais especificamente o Japdo. Sua domesticacdo
surgiu a partir do cruzamento natural entre duas espécies selvagens, que foram

domesticadas e melhoradas por pesquisadores da China antiga (Jeong et al., 2019).

A soja foi introduzida no Brasil em 1914, na regido de Santa Rosa — RS, embora
tentativas de adaptacdo em territorio brasileiro ja haviam sido realizadas na Bahia,
ainda em 1882 (Alves et al., 2003; EMBRAPA, 2023). Com o desenvolvimento de
cultivares adaptadas ao clima e as pragas e doencgas locais, o cultivo da soja iniciou
sua expansdao de sul a norte do pais, ganhando maior notoriedade por volta dos anos
1970 devido ao aumente do preco do grdo no cenario internacional (EMBRAPA,
2023).

Atualmente, o Brasil € o maior produtor e exportador de soja do mundo, com
uma producdo recorde de 154,6 milhdes de toneladas na safra 2022/23, sendo
responséavel por 33,8% da produgcdo mundial de soja (CONAB, 2023; FAO, 2023). A
area de soja plantada no Brasil na safra 2022/2023 foi de 44,1 milhdes de hectares e
a produtividade média foi de 3,5 toneladas por hectare, com um aumento de 15,9%
em relacdo a safra anterior. As exportacfes de soja em graos foram estimadas em 97
milhdes de toneladas na safra 2022/23 (CONAB, 2023).

Apesar do progresso em termos de producdo e rendimento, muito sao os
fatores limitantes que afetam toda a cadeira produtiva da soja. Dentre eles, destacam-
se as perdas por ineficiéncia logistica (Friend e Lima, 2011), por condicdes
relacionadas as instabilidades climéticas (Fernandes et al., 2022), pelo manejo
nutricional inadequado (Bossolani et al., 2022) e perdas por problemas fitossanitarios,
como, doengas, pragas, plantas daninhas e nematoides (Barros et al., 2019; Bradley
et al., 2021; Dias-Arieira et al., 2023; Reis e Rafael, 2011).



2.2. Nematoides na cultura da soja

2.2.1. Nematoide de cisto da soja, Heterodera glycines

Os nematoides de cisto sdo parasitas altamente especializados que tém
interacBes exclusivas com as plantas. As espécies desse grupo sao endoparasitos
obrigatérios que se alimentam nas raizes das plantas hospedeiras, por meio do
estabelecimento de sitios de alimentacdo, conhecidos como sincicios (Rodiuc et al.,
2014). Apos a fertilizacéo e a postura de ovos, o corpo da fémea se endurece e seca,
formando um cisto enrijecido que contém uma grande quantidade de ovos
embrionados. Esses ovos podem permanecer viaveis por longos periodos até que um
hospedeiro adequado esteja disponivel (Moens et al., 2018). Essa capacidade de
persisténcia € uma das caracteristicas que explicam a importancia econémica desse

grupo, especialmente em condi¢cdes de baixa densidade de nematoides.

O ciclo de vida de H. glycines comeca com a ecloséo dos juvenis pré-infectivos
chamados J2. Esses J2 migram em direcdo as raizes da soja atraidos pelos
exsudados radiculares e penetram na coifa da raiz. Uma vez no interior da raiz, se
fixam a uma célula proxima ao tecido vascular e iniciam o estabelecimento de um local
de alimentacdo (Moens et al., 2018). O local de alimentacdo é estabelecido pela
injecdo de substancias nas células da planta hospedeira, levando a alteracdes
fisiolégicas e anatdmicas, resultando na formagdo de um sincicio, uma estrutura
complexa de células altamente especializadas que serve como fonte de nutrientes
para o nematoide (Rodiuc et al., 2014). Os J2 passam por mais 2 estadios sedentarios

até se tornarem adultos (Moens et al., 2018).

Os machos de H. glycines, ao atingir a fase adulta, deixam de ser sedentéarios
e se tornam vermiformes de vida livre, passando a buscar fémeas para a copula. As
fémeas ao atingirem a maturidade, permanecem obesas e sedentarias, expondo a
regido posterior para fora da raiz para a copula e oviposi¢cao. Cada fémea deposita de
200 a 600 ovos. Apds a morte, a fémea se transforma em cisto, estrutura rigida que

envolve e protege os ovos (Dias et al., 2004; Moens et al., 2018).

O cisto, de coloracdo marrom-escuro, repleto de ovos é altamente resistente a

decomposicado e a dessecacao. Na auséncia de uma planta hospedeira, o cisto de H.



glycines pode sobreviver no solo por mais de oito anos (Dias et al., 2010; Lordello et
al., 1992). O ciclo de vida de H. glycines em temperaturas do solo variando de 23°C a
36°C dura aproximadamente de 15 a 30 dias (Araujo et al., 2019; Cunha et al., 2008).
Assim, é possivel obter de trés a sete geracbes de nematoides durante o ciclo da

cultura da soja.

A infestacdo de H. glycines em soja causa sintomas como nanismo,
amarelecimento das plantas, perda de folhas, reducdo na nodulacdo e queda na
produtividade, agravados por condi¢coes deficientes de solo e manejo inadequado
(Dias et al., 2004). Os sintomas da infestacdo de nematoides aparecem em plantas
agrupadas, normalmente em reboleiras e, em muitos casos, com plantas mortas. O
sistema radicular é reduzido e fica infestado por pequenas fémeas de H. glycines, que

podem ser vistas a olho nu.

Quando a fémea morre, seu corpo se transforma em cépsulas de grande
resisténcia, que se desprende da raiz e permanece no solo (Dias et al., 2010; Lordello
et al., 1992). Essa estrutura, que resulta na protecdo dos ovos e juvenis recém
eclodidos de predadores e de intempéries, recebe o nome de cisto e caracteriza o
grupo (Bohimann, 2015).

Os nematoides de cisto séo relacionados a grandes perdas econdmicas em
todo o mundo, jA que varias espécies afetam culturas consideradas de grande
importancia econémica (Jones et al.,, 2013). Esses nematoides pertencem a oito
géneros diferentes na subfamilia Heteroderinae, incluindo Heterodera, Globodera,
Cactodera, Dolichodera, Paradolichodera, Betulodera, Punctodera e Vittatidera (Perry
et al.,, 2018). No entanto, é importante salientar que nem todos os géneros da
Heteroderinae produzem cistos, como é o caso de Atalodera, Bellodera, Meloidodera
e Verutus (Evans e Rowe, 1998). As espécies economicamente mais relevantes estao

nos géneros Heterodera e Globodera (Jones et al., 2013).

O nematoide de cisto da soja (SCN), Heterodera glycines, € conhecido como o
nematoide de maior importancia mundial para a soja (Jones et al., 2013). Foi relatado
pela primeira vez no Japao em 1915 por Hori (1915), mas a espécie ja era conhecida
antes disso e acreditava-se ser H. schachtii Schmidt (Ishikawa, 1916). Ishikawa se

referiu a doenga da soja como “Tsukiyobo”, que se traduz em “doencga da noite da lua”

6



em referéncia as manchas ovais amarelas palidas de plantas de soja doentes.
Posteriormente foi chamado como “Daizu-iwo-byo” ou “doenga da soja amarela and”
(Ito, 1921), o nome mais proximo do utilizado atualmente, “nanismo amarelado da
soja’.

Nos Estados Unidos, segundo maior produtor mundial de soja, o nematoide de
cisto da soja € considerado o patégeno de maior importancia para a cultura, sendo
sozinho responsavel por cerca de 26,2% do total das perdas ocasionadas por doencas
e nematoides a cultura (Bradley et al., 2021). No Brasil, a primeira detec¢cdo do
nematoide de cisto da soja ocorreu na safra de 1991/1992 (Lima et al., 1992; Lordello
et al., 1992; Monteiro e Morais, 1992). Em 2003, o nematoide foi detectado em 107
municipios nos 9 principais estados produtores de soja do pais (Dias et al., 2004).

Atualmente, o nematoide de cisto da soja esta disseminado em todas as
regides produtoras de soja do Brasil. Projecbes apontam que essa espécie se
encontra presente em 9% das areas de soja cultivadas no pais, podendo chegar a
29% ate 2030 (BLINK, 2021). Ademais, caracteristicas como o tamanho microscopico,
0 habito de vida no solo, e a maior tolerdncia das cultivares aos sintomas dos
nematoides, dificultam a deteccdo do nematoide/sintoma, o que sugere que os danos
e ocorréncia sejam ainda maiores. Em areas com elevada populacdo do nematoide,
especialmente quando associadas ao excesso de calagem, raca, suscetibilidade da
cultivar e fertilidade do solo, as perdas de rendimento de graos podem chegar a 100%
(Dias et al., 2009).

As diferencas de viruléncia entre as populacdes de H. glycines sdo conhecidas
como racas. Essas diferencas foram observadas pela primeira vez durante programas
de melhoramento nos EUA para variedades de soja resistentes (Golden et al., 1970).
O termo 'racas' foi usado para definir populacdes de campo com diferentes habilidades
de reproducao em linhagens de plantas portadoras de diferentes fontes de resisténcia
e em cultivares resistentes. Quatro linhagens diferenciadoras de soja (‘Pickett’,
'Peking’, 'P1 88788’ e 'PI 90763") foram usados nesse teste de raca, com a linhagem
‘Lee’ como padrdo suscetivel. As racas resultantes desse método podem ser
visualizadas na Tabela 1. Uma resposta resistente (aviruléncia) foi definida como um

indice de Fémeas <10% do que o obtido em 'Lee’ (Moens et al., 2018).



TABELA 1. Racas do nematoide de cisto da soja, Heterodera glycines, de acordo com
os esquemas de determinacéo de raca de Golden et al. (1970) e Riggs e Schmitt
(1988).

Raca Pickett Peking P1 88788 P190763
1 - - + -
2 + + + -
3 - - - -
4 + + + +
5 + - + -
6 + - - -
7 - - + +
8 - - - +
9 + + - -
10 + - - +
11 - + + -
12 - + - +
13 - + - -
14 + + - +
15 + - + +
16 - + + +

A determinagéo da raca € feita com base no padrdo de classificacbes "+" e "-" para cada raca. A
classificacédo "+" é dada se o nimero de fémeas produzidas por uma populacdo de H. glycines em cada
diferenciadora de soja for igual ou superior a 10% do ndmero produzido na cultivar suscetivel padrao
Lee. Se o nimero de fémeas for inferior a 10%, é atribuida uma classificacéo "-".

Quando o numero de diferenciadoras foi aumentado para 12 linhagens de soja
resistentes, foram identificadas 25 racas diferentes (Riggs et al., 1981), evidenciando
a limitacdo do método de classificagcdo. Como as populacdes de H. glycines variam
em diversidade genética, e essa variagdo tem implicacdes para estratégias de manejo,
era necessario um mecanismo para documentar e discutir as diferencas
populacionais. Em 2002 foi proposto outro método de classificacéo, Teste do Tipo HG,
para descrever melhor a variacdo populacional e expandir a flexibilidade do sistema

de classificacao por raca (Niblack et al., 2002).

O sistema do Tipo HG é mais focado em identificar caracteristicas genéticas
especificas das populacdes de H. glycines e ndo em agrupa-las em racas. Para isso
utiliza trés dos quatro gendtipos de soja resistentes usadas como hospedeiras
indicadoras (‘Peking’ (= 'P1 548402"), 'Pl 88788' e 'Pl 90763"). A reproducao de 10%



ou mais em uma cultivar resistente, em comparacéo com a suscetivel 'Lee 74', resulta
em uma designacdo de compatibilidade. A viruléncia é medida com o indice de
Fémeas usando o niumero de fémeas em 'Lee 74' e na cultivar de teste (Niblack et al.,
2002).

No Brasil, a classificacdo de racas ainda é prevalente, devido a sua maior
simplicidade, facilitando a classificacéo e as recomendacdes de manejo a campo. S&o
conhecidas 11 racas de nematoides de cisto no Brasil: 1, 2, 3, 4, 4+, 5, 6,9, 10, 14 e
14+ (Dias et al., 2010). As ragas 4+ e 14+, variantes das racas 4 e 14, sao encontradas
apenas no Brasil e foram caracterizadas pela capacidade dessas populacbes de
superarem a resisténcia da cultivar “Hartwig”, mas nao de Pl 437654 (Dias et al.,
1998).

2.2.2. Nematoides de galha, Meloidogyne javanica e Meloidogyne incognita

Embora relato de pequenos vermes ocorrendo dentro de raizes de pepino com
galhas tenha sido reportado ainda em 1855 pelo micologista Berkeley (1855). O
género Meloidogyne foi proposto somente em 1887 por Goeldi, em que realizou a
descricdo de Meloidogyne exigua, um nematoide que causava galhas nas raizes de
café no estado do Rio de Janeiro, no Brasil (Subbotin et al., 2021). Os nematoides de
galha sdo parasitas que invadem as raizes das plantas e estabelecem locais fixos de
alimentagao dentro do cilindro vascular central, os tecidos modificados, tornam-se

galhas permanentes (Goto et al., 2013).

Mais de 100 espécies ja foram descritas para o género Meloidogyne, das quais
muitas sdo de importancia econémica (Sikandar et al., 2020). A grande diversidade
de espécies, somada a severidade dos danos classificam os nematoides de galha
como 0s mais importantes para a agricultura mundial (Jones et al., 2013). A
diversidade de hospedeiros de Meloidogyne também é um dos principais entraves

para 0 manejo assertivo desse grupo (Sikora et al., 2021).

Meloidogyne incognita e M. javanica destacam-se entre 0s nematoides de
galhas na cultura da soja devido a sua severidade e frequéncia de ocorréncia, o que

0s torna um dos maiores problemas da cultura (Soares e Nascimento, 2021). Estudos



em condicdes controladas, avaliando o efeito de diferentes niveis populacionais de M.
javanica em soja, demonstraram perdas de até 71% na quantidade de vagens e de
até 18% no peso de mil graos, além reducao no teor de proteina das plantas infestadas
(Castanheira et al., 2021). No campo, M. javanica pode provocar reducdes de 10 a
40% na produtividade da soja (Almeida et al., 2005; Miranda et al., 2011). Os danos
podem ser ainda maiores quando associados a altos niveis populacionais, estresses
abiodticos, desequilibrio nutricional e cultivares sensiveis (Castanheira et al., 2021;
Dias-Arieira et al., 2023).

Tal como ocorre com outros fitonematoides, os nematoides de galha tém seis
fases de vida, comecando com o ovo, quatro estadios juvenis e terminando na fase
adulta. O habito de parasitismo dos nematoides de galha € caracterizado como
endoparasita sedentério (Goto et al., 2013; Meidani et al., 2019). Os nematoides de
galha geralmente se reproduzem por partenogénese mitdtica, mas algumas espécies
podem usar a partenogénese meidtica facultativa quando ocorrem condicbes de
estresse ou superpopulacdo (Jones e Goto, 2011). Os nematoides de galha invadem
as raizes das plantas hospedeiras em seu unico estédio infectivo, o juvenil de segundo
estadio (J2). Uma vez que os J2 eclodem, se deslocam pelo solo em busca de raizes
de plantas hospedeiras, sendo atraidas por gradientes quimicos na regido proxima as
raizes. Essas substancias sao detectadas pelos J2, permitindo o encontro da planta

hospedeira (Jones e Goto, 2011).

Os J2 apo6s eclodirem do ovo e encontrar a raiz hospedeira, penetram na raiz
na regido de alongamento radicular, usando uma combinacao de perfuragcdo mecanica
com seu estilete e secrecdes enzimaticas, que podem degradar as paredes celulares
das plantas. Apesar da degradacdo enzimatica das paredes celulares, as plantas
hospedeiras geralmente ndo ativam uma resposta de defesa tipica em interacdo com
nematoides desse género (Goto et al., 2013; Jones e Goto, 2011). A migracao dos J2
€ principalmente intercelular, e se movem em direcao aos feixes vasculares do cilindro
central, onde as células gigantes de alimentacdo serdo induzidas (Jones e Goto,
2011).

O nematoide ao se alojar na raiz passa a interagir fisiologicamente, por meio

da liberacdo de compostos proteicos injetados através do estilete, alterando a
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fisiologia e a morfologia das células vegetais. As células alteradas apresentam o
desenvolvimento de varios nucleos (multinucleadas), resultando no crescimento
anormal das células (cendcitos) (Meidani et al., 2019). Galhas radiculares séo
produzidas quando o tecido vegetal aumenta anormalmente como resultado do
surgimento das células girantes e da divisdo celular descontrolada das células
adjacentes (Jones e Goto, 2011; Meidani et al., 2019).

Uma vez estabelecido a infec¢cdo, 0 J2 passa pelos estadios J3 e J4 até chegar
a fase adulta. O processo de diferenciacéo sexual depende do estresse e da resposta
do hospedeiro. O macho, vermiforme, migra em direcao ao solo, fora da raiz sem se
alimentar, enquanto a fémea imoOvel permanece no tecido da planta.
Aproximadamente trés semanas ap6s a penetracdo na raiz, a fémea inchada, com
forma de pera, comecar a depositar os ovos. A producdo de ovos ocorre sem
cruzamento sexual. Mesmo que machos sejam presentes, eles sdo dispensaveis para

a reproducao (Bleve-Zacheo et al., 2007).

A fémea deposita os ovos em uma matriz gelatinosa (massa de ovos), sendo
gue cada matriz de ovos pode conter de 500 a 2.000 ovos. As massas de ovos séo
depositadas externamente na superficie das raizes (Bleve-Zacheo et al., 2007). A
fémea morre apos finalizar a postura, completando o ciclo de vida que dura entre 25
e 30 dias, a depender da espécie e condicdes ambientais (Bleve-Zacheo et al., 2007;

Ferraz e Brown, 2016).

Os ovos em matrizes frequentemente permanecem ligados a fragmentos de
raiz no solo apos a morte da fémea. Os juvenis podem eclodir imediatamente de ovos
e reinfectar a raiz, ja os juvenis ndo eclodidos podem se manter viaveis até o proximo
ciclo de cultivo, sobrevivendo até 12 meses dentro do ovo (Bleve-Zacheo et al., 2007).
Os primeiros sinais podem ser observados no sistema radicular da planta, onde as
galhas usualmente aparecem nas raizes mais finas. Em infestacfes severas, a raiz
pode apresentar galhas volumosas e continuas que se assemelham a uma raiz
tuberosa, além de uma reducdo no numero de raizes secundarias. Algumas reacdes
da planta a infestacdo podem ser reconhecidas pela presenca de plantas
subdesenvolvidas, de cor amarelada e murchas durante as horas mais quentes do dia

(Bleve-Zacheo et al., 2007; Soares e Nascimento, 2021).
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Os sintomas da infestacédo de Meloidogyne nas lavouras normalmente ocorrem
em manchas/reboleiras, resultando em dosséis irregulares e baixa produtividade.
Niveis altos de infestacdo, associado a outras condi¢cdes de estresse bidtico ou
abidtico, podem causar a morte das plantas. Além disso, a presenca desse nematoide
favorece ou agrava a incidéncia de outras doencas, como € o caso de fungos e outros

fitoparasitas (Bleve-Zacheo et al., 2007; Soares e Nascimento, 2021).

2.2.3. Nematoides das lesdes radiculares, Pratylenchus brachyurus

Em 1865, um nematoide do grupo dos nematoides das lesdes radiculares havia
sido estudado e nomeado Tylenchus obtusus Bastian. Entretanto, devido a descricao
e as figuras apresentadas, ndo foi possivel realizar uma identificacdo especifica
naquela época. Em 1880, um segundo registro com a apresentacao das informacdes
necessarias foi encontrado em um prado na Inglaterra. Essa espécie foi inicialmente
denominada Tylenchus pratensis De Man, sendo posteriormente renomeada como

Pratylenchus pratensis De Man (Lordello, 1988).

As espécies de Pratylenchus sdo classificadas como o terceiro grupo de
nematoides mais importante nas plantas cultivadas em todo o mundo (Jones et al.,
2013). Todavia, podem ser os de maior importancia em culturas especificas, como é
0 caso de alguns cereais cultivados na Australia, com danos estimados de até 70%
(Jones e Fosu-Nyarko, 2014; Thompson et al., 2008). O levantamento mais recente,
aponta que o género Pratylenchus compreende 89 espécies (Jones e Fosu-Nyarko,
2014). Os nematoides das lesdes tém uma distribuicdo global ampla em todos os

continentes, incluindo Antartica (Castillo e Vovlas, 2007; Ryss et al., 2005).

Diferentemente das espécies de nematoides de galha e de cisto, esse grupo
de nematoides néo realiza interagdes complexas com o hospedeiro, ndo formando
sitios de fixacdo e a alimentacdo é restrita quase inteiramente ao coOrtex radicular
(Ferraz e Brown, 2016). Sdo nematoides endoparasitas migratérios, portanto,
permanecem vermiformes durante todo o ciclo de vida (Thompson et al., 2008). Séao

encontrados em uma ampla variedade de hospedeiros vegetais, incluindo banana,
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cereais, café, milho, leguminosas, amendoim e varias frutiferas (Castillo e Vovlas,
2007).

Pratylenchus brachyurus foi descrito parasitando o abacaxi no Havai (Godfrey,
1929). Estd amplamente distribuido pelos trépicos e, no Brasil, € considerado a
espécie de Pratylenchus de maior importancia (Dias-Arieira et al., 2023; Gonzaga,
2006). Também é relatado causando danos em diversas culturas em todo o mundo
(Castillo e Vovlas, 2007). Levantamento recente aponta que a espécie esta presente
em 48% das areas de soja no Brasil, podendo chegar a 61% no cerrado (BLINK,
2021). O mesmo levantamento prevé que até 2035 esse nematoide pode estar

presente em 81% das areas de soja nessa regiao.

Espécies de Pratylenchus penetram na raiz do hospedeiro para se alimentar e
reproduzir, movendo-se livremente dentro do tecido durante todo o seu ciclo o que os
caracterizam como endoparasitas migratérios. Consequentemente, passam grande
parte do seu ciclo de vida nas raizes e sdo encontrados no solo quando as plantas
hospedeiras estdo proximas a senescéncia, estressadas, doentes ou apods a

destruicao dos restos culturais (Ferraz e Brown, 2016; Soares e Nascimento, 2021).

Pratylenchus tem seis estadios de desenvolvimento, ovo, quatro estagios
juvenis e o adulto. A duracéo do ciclo de vida varia de trés a seis semanas, mas iSso
pode ser influenciado em funcdo das condicbes ambientais (Ferraz e Brown, 2016).
Do desenvolvimento embrionario até o primeiro estadio juvenil (J1) o nematoide
permanece ainda dentro do ovo, ao passar para o segundo estadio juvenil (J2), eclode
do ovo e se torna infectivo. Todos os estadios juvenis e os adultos de Pratylenchus
sao vermiformes e méveis, e todos os estadios de vida (exceto o ovo e J1) podem
infectar as raizes das plantas hospedeiras (Castillo e Vovlas, 2007; Ferraz e Brown,
2016).

7

O juvenil recém eclodido do segundo estadio é atraido pelos exsudatos
liberados pelas raizes da planta hospedeira. Este J2 migra através do solo em direcao
ao sistema radicular da planta, tendo a capacidade de penetrar em qualquer regiao
da raiz, com preferéncia pelas regides de alongamento devido a menor lignificacao
nessas areas. Apesar de Pratylenchus spp. podem ocasionalmente parasitar outras

estruturas das plantas, como tubérculos, rizomas e vagens, eles sédo principalmente
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parasitos de raizes. Embora machos adultos sejam comuns em algumas espécies,
em outras, como o caso de P. brachyurus, estes sao raramente encontrados, levando
as fémeas a se reproduzirem por partenogénese. A oviposicdo da fémea ocorre
predominantemente no interior da raiz, facilitando o estabelecimento da préxima

geracado no hospedeiro (Castillo e Vovlas, 2007; Ferraz e Brown, 2016).

Pratylenchus brachyurus possui uma ampla gama de hospedeiros, causando
danos significativos em culturas como soja, milho, cana-de-acucar, algodéo, feijao,
sorgo, café, entre outras (Ferraz e Brown, 2016). Quanto maior a variedade de
hospedeiros de um nematoide, mais desafiador € o seu manejo, devido a dificuldade
em encontrar culturas que ndo sejam hospedeiras para serem usadas em rotacao e

ou sucesséo (Soares e Nascimento, 2021).

Ao entrar na raiz, o nematoide se desloca através das células vegetais,
alimentando-se e formando pequenas galerias internas. Esse comportamento
migratorio resulta na morte de células radiculares, além de abrir portas para a entrada
de fungos oportunistas, como Fusarium spp., Rhizoctonia spp. e Verticillium spp.
(Castillo e Vovlas, 2007; Ferraz e Brown, 2016). A destruicdo das células vegetais,
combinada com a infec¢cdo por outros patégenos, resulta na formagdo de lesbes
enegrecidas nas raizes, um sintoma caracteristico de Pratylenchus. Essas lesdes
acumuladas causam uma reducao no volume radicular da planta, comprometendo sua
capacidade de absorver agua e nutrientes (Dias-Arieira et al., 2023; Jones e Fosu-
Nyarko, 2014).

Os sintomas de infestacédo de Pratylenchus nem sempre sao visiveis no dossel
das plantas. Plantas de soja infestadas por altas densidades populacionais de P.
brachyurus sofrem atrasos no desenvolvimento devido aos danos as raizes, além de
nanismo, que se manifesta em reboleiras pouco definidas. A soma desses fatores
frequentemente resulta em diagndsticos tardios e, consequentemente, reducdes na

produtividade (Soares e Nascimento, 2021).
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2.3. Manejo de nematoides

O manejo de nematoides envolve uma série de medidas que precisam ser
adotadas para reduzir as populacbes das espécies presentes no talhdo em niveis
abaixo do dano econémico (Sikora et al., 2021). Diversos estudos tém sido realizados
visando o manejo e reducdo de perdas por nematoide, sendo consenso que 0S
melhores resultados séo obtidos quanto ha integracdo entre diferentes ferramentas
(Dias-Arieira et al., 2023; Sikora et al., 2021; Soares e Nascimento, 2021).

No Brasil, dentre as principais ferramentas utilizadas no manejo de nematoides,
podem destacar o uso de nematicidas biol6gicos e quimicos no tratamento das
sementes, praticas culturais como rotacao e ou sucessao de culturas e revolvimento
do solo, manejo genético com uso de cultivares resistentes ou de baixo fator de
reproducéo (Chen et al., 2020; Dias-Arieira et al., 2022; Dias-Arieira et al., 2023;
Inomoto, 2016). Além disso, o monitoramento frequente das areas com amostragem
€ de fundamental importancia para o acompanhamento da flutuacéo populacional das

espécies ocorrentes (Soares e Nascimento, 2021).

O controle cultural com plantas antagonistas ou resistentes tem demonstrado
grande eficiéncia no manejo de nematoides da soja no Brasil (Inomoto, 2016), embora
ainda exista resisténcia em sua adocdo por parte dos produtores. A dificuldade de
utilizacao desse método é principalmente devida a necessidade de interromper o ciclo
da cultura principal para incluir uma cultura menos rentével, a curto prazo, no que se
refere a colheita (Soares e Nascimento, 2021). Comparativamente, 0 uso de cultivares
resistentes, quando disponivel, tem sido bem aceito pelos produtores, especialmente
para 0 manejo de nematoides de cisto. Nesse caso, 0 principal entrave € a
disponibilidade de fontes de resisténcia para todas as racas e espécies de nematoides
presentes na area, ja que no Brasil € comum &reas de soja com a presenca de mais

de uma espécie de nematoide (Dias et al., 2009; Yan et al., 2018).

Com relacédo aos nematicidas, o uso de quimicos, age de forma a proteger o
sistema radicular, especialmente nas primeiras fases de desenvolvimento da planta,
melhorando o estabelecimento da cultura em suas fases iniciais de crescimento.
Apesar da eficiéncia de controle protetivo e de choque, 0os quimicos ainda sdo muito

guestionados com relacdo aos danos a organismos nao-alvos (Chen et al., 2020). O
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controle bioldgico, por outro lado, € mais sustentavel, além de ter se mostrado eficiente
na reducao populacional das espécies de nematoides ao longo do ciclo e no ganho
de produtividade. Essas caracteristicas tém favorecido a aceitabilidade pelo produtor
e, conseguentemente, impulsionado ainda mais o0 crescimento desse mercado no
Brasil (Soares et al., 2017).

2.3.1. Bacillus thuringiensis

Bacillus thuringiensis (Bt) € uma bactéria com um ciclo de vida complexo, que
tem sido comumente encontrada no solo, 4gua, plantas, cereais armazenados e
insetos mortos (Argodlo-Filho e Loguercio, 2013). E classificada como anaerdbia
facultativa gram-positivo e tem como principal caracteristica a producdo de inclusdes
proteicas cristalinas durante as fases estacionaria de crescimento e de esporulagéo
(Aronson et al., 1986; Bravo et al., 1998; Schnepf et al., 1998). Bacillus thuringiensis
forma endosporos estaveis e, portanto, pode persistir no ambiente, inclusive em
regides extremas como desertos, sedimentos marinhos, e até mesmo na Antartida
onde o0s insetos sdo escassos ou ausentes (Baig e Mehnaz, 2010; Prabhakar e
Bishop, 2011).

A bactéria B. thuringiensis foi descoberta em lagartas de Bombyx mori Linnaeus
no Japao em 1901 por S. Ishiwatta (Ishiwata, 1901; Berliner, 1915) e oficialmente
descrita por Ernst Berliner em 1911 na Thuringia, sendo isolada de lagartas de
Ephestia kuehniella Zeller (Berliner, 1915). O efeito como bioinseticida foi inicialmente
investigado no controle de Ostrinia nubilalis. Todavia, em 1927 B. thuringiensis foi
considerada um risco para a industria da seda japonesa (Mattes, 1927). A primeira
formulacdo comercial de B. thuringiensis ocorreu em 1938, com o langcamento do

Sporine® (Polanczyk et al., 2022).

Bacillus thuringiensis pode ser classificado de acordo com propriedades
bioguimicas e na composi¢cao do antigeno flagelar 'H', que contém 69 sorotipos, 82
sorovares antigénicos e 13 subgrupos antigénicos, demonstrando assim o alto grau
de variabilidade genética apresentado por esta espécie (Lecadet et al., 1999; Xu e

Coté, 2008). Esta classificagdo, no entanto, ndo leva em consideragao o perfil de
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toxicidade apresentado pelo diversificado conjunto de cepas isoladas em todo o

mundo (Argdlo-Filho e Loguercio, 2013).

A atividade toxica de B. thuringiensis é principalmente devida a presenca de
inclusdes proteicas que podem ser distinguidas como cristais de formato distinto sob
microscopia de contraste de fase (Bravo et al., 1998). Essas inclusfes sdo compostas
por proteinas conhecidas como proteinas cristalinas (proteinas Cry) ou & endotoxinas
e as proteinas secretadas durante a fase vegetativa, chamadas Vip e Sip (Hofte e
Whiteley, 1989; Maagd et al., 2001). Muitos genes de proteina Cry foram clonados,
sequenciados e denominados genes cry e cyt. Até o momento, mais de 818
sequéncias de genes cry foram determinadas e classificadas em 78 grupos/familias

de proteinas Cry, 41 genes cyt e 109 genes vip (Crickmore et al., 2021).

Mais de 100 espécies ja foram descritas de B. thuringiensis, suas
caracteristicas de serotipagem e filogenética jA foram amplamente estudadas,
principalmente no que se refere as suas propriedades toxicas a sete diferentes ordens
de insetos, além de acaros, bactérias, fungos, protozoarios e nematoides (Erban et
al.,, 2009; Kahn et al., 2021; Li et al., 2021; Monnerat et al., 2007; Polanczyk et al.,
2022; Shrestha et al., 2015; Zubairu et al., 2022). Com isso, B. thuringiensis se
consolidou como o microrganismo de biocontrole mais utilizado mundialmente,
compreendendo mais da metade dos biopesticidas do mercado global (Glare et al.,
2012; Lacey et al., 2015).

No Brasil, 0 nUmero de produtos registrados com esse organismo representa
16,8% de todo o mercado de bioinseticidas (Polanczyk et al., 2022). O registro de B.
thuringiensis voltado para o controle de insetos aumentou 175% nos ultimos cinco
anos (Agrofit, 2023). No entanto, apenas 5 produtos com B. thuringiensis séo
registrados como bionematicidas, todos levam em sua composi¢cdo a combinacéo de
ao menos trés espécies de Bacillus, sdo elas: B. thuringiensis, B. amyloliquefaciens e
B. subtilis (Agrofit, 2023), ndo sendo claro o papel de cada uma das espécies na

atuacao contra os nematoides.

Apesar de B. thuringiensis ser conhecido por sua capacidade de controlar
insetos, suas caracteristicas possibilitam ainda uma série de outras utilidades (Ibrahim

et al.,, 2010). Ele é encontrado amplamente no solo, mesmo sendo eficaz contra
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insetos que ndo habitam esse meio. Uma teoria sugere que o B. thuringiensis pode
chegar ao solo por varios meios, mas permanece inativo até encontrar um hospedeiro

suscetivel (Raymond et al., 2010).

Outras teorias argumentam que o B. thuringiensis € um patégeno ambiental
adaptado a diversos nichos, incluindo solo, plantas e até possivelmente aos seres
humanos (Argdlo-Filho e Loguercio, 2013). Estudos também apontam que a ecologia
complexa de B. thuringiensis pode ser explicada por sua relagdo com nematoides. Os
nematoides podem desempenhar até trés papéis possiveis: como meio de disperséo,
fonte de nutrientes apds a morte e hospedeiro para infeccédo (Argolo-Filho e Loguercio,
2013).

Embora B. thuringiensis seja mais conhecido por sua atividade inseticida, sua
toxicidade para nematoides também esta bem estabelecida. Varias familias de toxinas
Cry ja foram reportadas como tendo atividade toxicas em nematoides, sdo elas: Cry5,
Cry6, Cryl13, Cry14, Cry21 e Cry55 (Guo et al., 2008; Hu et al., 2010; Latsenko et al.,
2014; latsenko et al., 2014; Kahn et al., 2021; Lenane et al., 2008; Liu et al., 2014a,
2014b; Luo et al., 2013a; Jouzani et al., 2008).

Além dessas proteinas Cry, turingiensina, quitinase (Zhang et al., 2014), e uma
metaloproteinase de B. thuringiensis também séo toxicas para nematoides (Devidas
e Rehberger, 1992; Luo et al., 2013b; Zhang et al., 2014). Genes que codificam fatores
nematicidas, incluindo antibiéticos (Garsin et al., 2001), enterotoxinas (Zhou et al.,
2014), hemolisinas (Cinar et al., 2010) e proteases (Yang et al., 2013), também estao
comumente presentes no genoma de B. thuringiensis e sao principalmente
controlados pelo ativador transcricional PICR (Begley et al., 2009; Murphy et al., 2011).
Ha também fortes evidéncias de que B. thuringiensis infecta, germina e se replica
dentro de nematoides, a exemplo, Caenorhabditis elegans (Borgonie et al., 1995; Kho
et al., 2011).

Cepas de B. thuringiensis, assim como em outras rizobactérias do género,
também possuem propriedades relacionadas a promocéo de crescimento vegetal
(Azizoglu, 2019). Dentre as habilidades encontradas em determinadas cepas, tem-se
a disponibilidade de nutrientes, por meio da solubilizagdo de fésforo, producéo de

sideréforos e fixagcdo de nitrogénio. Além disso, podem produzir metabdlitos como
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acido indol-3-acético (IAA), l-aminociclopropano-1-carboxilato-desaminase (ACC-
desaminase) que estimulam o crescimento vegetal e reduzem o estresse oxidativo
(Azizoglu, 2019; Raddadi et al., 2007). Antibiéticos também podem ser produzidos por
essas bactérias, favorecendo a supressao de microrganismos patogénicos as plantas
(Jouzani et al., 2017; Raddadi et al., 2007). Um diagrama resumindo as propriedades

de B. thuringiensis pode ser visualizado na Figura 1.
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Figura 1. Propriedades conhecidas de biocontrole e promogé&o do crescimento vegetal
de Bacillus thuringiensis (Azizoglu, 2019).
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CAPITULO 2 - SELECAO DE Bacillus thuringiensis COMO AGENTE DE
CONTROLE BIOLOGICO DE Meloidogyne javanica E
PROMOTOR DE CRESCIMENTO DE SOJA

RESUMO - A soja é a cultura mais plantada no Brasil e a principal fonte de
proteina vegetal no mundo. Embora o crescimento tecnoldgico tenha possibilitado
maior produtividade a cultura, muito ainda se perde devido a problemas fitossanitarios,
como os nematoides. Os nematoides de galha sao o grupo de maior importancia para
a agricultura, também, causando sérios danos a soja. A demanda por métodos de
controle mais eficientes e sustentaveis, tem levado a busca por novos organismos de
biocontrole. Bacillus thuringiensis é conhecido por seu sucesso no controle de pragas,
porém, ainda € pouco explorado no controle de nematoides. O objetivo desse trabalho
foi selecionar isolados de B. thuringiensis com potencial para serem utilizados como
bionematicidas no controle de Meloidogyne javanica e na promocédo de crescimento
de soja. Oitenta e quatro isolados de B. thuringiensis foram avaliados quanto a
capacidade de causar a mortalidade de M. javanica in vitro, supressdo da referida
espécie e promocao de crescimento na soja. Ndo houve correlagédo entre os dados de
mortalidade obtidos in vitro e a supressdo de nematoide na cultura. Entretanto, os
resultados da avaliagao in vitro dos oitenta e quatro isolados indicaram que ao menos
13 isolados demonstraram uma capacidade significativamente superior aos demais
de causar a mortalidade de M. javanica. Quatro deles também se destacaram na
supressdo de M. javanica e promocao do crescimento de soja: B. thuringiensis
dendrolimus T04 AO001, B. thuringiensis indiana, B. thuringiensis monterrey e B.
thuringiensis Br 52 — solo, diferindo-se da testemunha e padrdes comerciais. Os
tratamentos com os isolados B. thuringiensis dendrolimus T04 A001, B. thuringiensis
monterrey e B. thuringiensis Br 52 — solo suprimiram em média 53,2% e 62,5% a
populacdo de M. javanica nas raizes e a populacao M. javanica/g de raizes, além de
promoverem o crescimento de soja.

Palavras-chave: Bacillus thuringiensis, nematoides de galha, controle biolégico,
promocao de crescimento de planta, selecéo.
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SELECTION OF Bacillus thuringiensis ISOLATES AS A BIOLOGICAL CONTROL
AGENT FOR Meloidogyne javanica AND SOYBEAN-GROWTH PROMOTER

ABSTRACT - Soybean is the most widely planted crop in Brazil and the primary
source of plant-based protein worldwide. While technological advancements have led
to increased crop productivity, substantial losses still occur due to phytosanitary
issues, such as nematodes. Root-knot nematodes are particularly detrimental to
soybean agriculture. The demand for more efficient and sustainable control methods
has spurred the exploration of new biocontrol organisms. Bacillus thuringiensis is
renowned for its success in pest control, yet its potential for nematode control remains
relatively unexplored. This study aimed to select B. thuringiensis isolates with the
potential to be used as bionematicides for the control of Meloidogyne javanica and the
promotion of soybean growth. Eighty-four B. thuringiensis isolates were evaluated for
their ability to cause mortality in M. javanica in vitro, suppression of this species, and
soybean-growth promotion. There was no correlation between the in vitro mortality
data and nematode suppression in the field. However, the in vitro assessment of the
eighty-four isolates indicated that at least 13 isolates demonstrated significantly
superior capabilities in causing M. javanica mortality. Four of these isolates also
excelled in both M. javanica suppression and soybean growth promotion: B.
thuringiensis dendrolimus T04 AO001, B. thuringiensis indiana, B. thuringiensis
monterrey, and B. thuringiensis Br 52 — soil, distinguishing themselves from the control
and commercial standards. Treatments with isolates B. thuringiensis dendrolimus T04
A001, B. thuringiensis monterrey, and B. thuringiensis Br 52 — soil suppressed, on
average, 53.2% and 62.5% of the M. javanica population in the roots and the M.
javanical/g of roots population, while also promoting soybean growth.

Keywords: Bacillus thuringiensis, root-knot nematodes, biological control, plant
growth promotion, screening.
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1. INTRODUCAO

O Brasil possui uma area semeada de soja estimada em 41,4 milhdes de
hectares, correspondendo a cerca de 35,8% da area total de graos cultivados no pais.
Essa area confere ao Brasil a posi¢cdo de maior produtor e maior exportador de soja
do mundo (CONAB, 2022). Apesar dos recordes de producédo, tem-se notado pouco
incremento na produtividade média brasileira, mesmo com 0 progresso no
desenvolvimento tecnolégico. Varios fatores limitam a produtividade da soja, incluindo
as doencas e, principalmente, as ocasionadas por nematoides, que tem se agravado

devido ao monocultivo.

Os nematoides de galha, Meloidogyne spp., sdo considerados 0s nematoides
de maior importancia para agricultura mundial (Jones et al., 2013). Dentre as espécies
de maior relevancia para a soja e outras culturas no Brasil, pode-se destacar
Meloidogyne javanica e Meloidogyne incognita, sendo consideradas as espécies de
maior impacto no sistema de cultivo de soja, devido a ampla gama de hospedeiros e

severidade dos danos causados as plantas (Soares e Nascimento, 2021).

Dentre os métodos utilizados no manejo de nematoides, o controle biolégico
por meio do uso de microrganismos antagonicos e de predadores, vem ganhando
espaco em meio as ferramentas disponiveis (Abd-Elgawad e Askary, 2018;
Nascimento et al., 2022; Soares et al.,, 2017). Por serem habitantes do solo, os
fitonematoides estéo sujeitos ao antagonismo por bactérias e fungos nativos, 0 que
sugere a possibilidade de utilizacdo desses microrganismos no controle de

fitonematoides (Soares et al., 2017).

Nas ultimas décadas, muitos microrganismos foram amplamente estudados e
mostraram grande potencial para o controle biolégico de nematoides. Mais de 700
espécies de fungos nematéfagos e uma grande variedade de bactérias antagbnicas,
especialmente as do género Bacillus ja foram relatadas como potenciais agentes
bionematicidas (Askary e Martinelli, 2015).

Diferentes trabalhos tém mostrado a eficiéncia de espécies de Bacillus no
controle de nematoides, bem como na promocao de crescimento de plantas de
diversas espécies, incluindo a soja (Nascimento et al., 2022; Xiang et al., 2018).

Caracteristicas como, formagéo de enddsporos, antagonismo, producéo de enzimas
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liticas, producdo de siderofaros, solubilizacdo de fosforo e fixagdo de nutrientes,
tornam essas bactérias excelentes candidatas para a formulacdo de bioprodutos
(Castillo et al., 2013; Xiang et al., 2018; Yu et al., 2015).

Dentre esse grupo de bactérias, Bacillus thuringiensis (Bt) tem sido
amplamente estudado devido ao sucesso no controle de pragas, especialmente de
insetos das ordens Lepidoptera, Diptera e Coleoptera (Glick, 2020; Polanczyk et al.,
2022). A eficacia no biocontrole dos insetos se da pela producdo de uma gama de
proteinas, especialmente Cry e Vip, que sdo téxicas a esses grupos (Adang et al.,
2014). Trabalhos também demonstraram a eficiéncia de proteinas Cry de Bt na
mortalidade de nematoides como no de vida livre Caenorhabditis elegans (Shi et al.,
2020) e em nematoides parasitos de plantas como Meloidogyne spp. (Ali et al., 2017,
Yu et al., 2015; Zhang et al., 2012). Além disso, diversas propriedades relacionadas a
capacidade de promocao de crescimento ja foram relacionadas a B. thuringiensis
(Azizoglu, 2019).

A grande diversidade genética de B. thuringiensis faz com que cepas distintas
apresentem diferentes caracteristicas, Interferindo em sua interacdo com as plantas e
nematoides (Wellman-Desbiens et al., 2011). Portanto, a busca por cepas com
caracteristicas desejaveis para 0 manejo de nematoides se torna constante.
Meloidogyne javanica é um dos principais nematoides da soja, € sdo escassos 0S
estudos sobre o uso de B. thuringiensis para o seu controle. Nesse contexto,
selecionar cepas de B. thuringiensis que apresentem atividade nematicidas, bem
como, promovam crescimento da soja € fundamental para o desenvolvimento de

novas alternativas de manejo.

Esses estudos possibilitam a compreensdo do modo de acdo em
fitonematoides, em relacéo ao desenvolvimento de tecnologias de controle, tais como
descobrimento de novas moléculas nematicidas, criagdo de bionematicidas e

desenvolvimento de plantas geneticamente modificadas resistentes aos nematoides.
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2. OBJETIVOS

O objetivo desse trabalho foi selecionar isolados de B. thuringiensis com
potencial para serem utilizados como bionematicidas no controle de M. javanica e na

promocao de crescimento da soja.

3. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no periodo de setembro de 2020 a maio de
2021, no Laboratério de Nematologia (LabNema), no Departamento de Ciéncias da
Producéo Agricola (Fitossanidade), da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias
(FCAV - Unesp), Campus de Jaboticabal, S&do Paulo, Brasil (21°14'27.8"S
48°17'20.1"W). Para os experimentos conduzidos em condicdes de casa de
vegetacao, a temperatura média no periodo foi: maxima de 30,0 °C; minima de 19,6
°C; meédia de 24,5 °C.

3.1. Origem e identificacdo da populacdo de Meloidogyne javanica

A populagédo de M. javanica foi obtida de raizes de quiabeiro, naturalmente
infectadas, no municipio de Piacatu — SP. A espécie de M. javanica foi confirmada
com base nos caracteres morfolégicos da regido perineal de fémeas (Netscher e
Taylor, 1974), da regido labial de machos (Eisenback e Hirschmann, 1981) e no

fendtipo isoenzimatico de esterase (Esbenshade e Triantaphyllou, 1985).

A andlise bioquimica retornou um perfil enzimatico de esterase de trés bandas,
sendo menor a distancia entre a banda intermediéria e a banda com maior migracao
do que a distancia em relagdo a banda com menor migracéo (Figura 1 A). Quanto as
analises morfolégicas, foram estudadas as caracteristicas morfolégicas da regido
perineal das fémeas e da regiao labial dos machos. A regido perineal das fémeas foi
caracterizada por estriacdes finas que davam origem a um arco dorsal baixo e
trapezoidal. As linhas do campo lateral apresentavam caracteristicas marcantes e
distintas, interrompendo as estrias (Figura 1 B). A regido labial dos machos, por sua
vez, era livre de estriacbes e compostas por uma placa labial convexa. Além disso, os

nédulos basais do estilete mais largos do que altos e a distancia entre a glandula
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dorsal esofagiana e a base dos nédulos basais < % do comprimento do estilete (Figura
1C).

Figura 1. Caracteristicas taxonémicas da populacdo de Meloidogyne javanica
utilizada nos ensaios. A, perfil isoenzimatico de esterase com padréo fenotipico J3. B,

regiao perineal de fémea e C, regiao labial de macho de M. javanica.

Os caracteres morfoldgicos da regido perineal das fémeas e da regido labial
dos machos, foram compativeis aos originalmente descritos para M. javanica
(Chitwood, 1949). O perfil isoenzimatico de esterase apresentou o fenotipo J3, tipico

de M. javanica (Esbenshade e Triantaphyllou, 1985).

A populacéo foi inoculada e mantida em plantas de tomateiro ‘Santa Cruz Kada’
e quiabeiro ‘Santa Cruz 47’ cultivados em casa de vegetacdo do LabNema, de onde
foram obtidas as subpopulac¢des para utilizacdo nos experimentos. Os nematoides
foram extraidos das raizes conforme a metodologia proposta por Hussey e Baker
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(1973), modificada por Boneti e Ferraz (1981). A populagcdo de M. javanica foi

estimada com o auxilio de camara de Peters sob microscopio optico.

3.2. Origem e cultivo dos isolados de Bacillus thuringiensis

Foram avaliados 84 isolados de B. thuringiensis. Todos os isolados bacterianos
utilizados no trabalho foram obtidos da colecdo de microrganismos do Laboratério de
Genética de Bactérias e Biotecnologia Aplicada (LGBBA), da Faculdade de Ciéncias

Agrarias e Veterinarias (FCAV - Unesp), Campus de Jaboticabal, S&o Paulo, Brasil.

Os isolados foram recuperados da cultura estoque e cultivados em placa de
Petri com meio de cultura Luria Bertani — LB acrescido de sais (s6lido), apresentando
a seguinte composicéao: glicose (1 g), caldo nutritivo (8 g), extrato de levedura (5 g),
triptona (10 g), NaCl (5 g), MgSO4 (0,3 g), FeS0O4 (0,02 g), ZnS0O4 (0,02 g), MnSO4
(0,02 g) e agar bacteriologico (15 g). O volume foi completado para 1 L com agua
destilada e deionizada e o pH do meio foi ajustado a 7,5 utilizando uma base (NaOH
3 M). Todos os isolados tiveram sua identidade confirmada como B. thuringiensis por
caracterizacdo morfolégica por meio da observacao das células vegetativas, esporos

e cristais sob microscopia Optica com contraste de fases (1.000 x).

3.3. Eficiénciadeisolados de Bacillus thuringiensis na mortalidade de juvenis

de segundo de estadio de Meloidogyne javanica in vitro

Camaras de eclosédo, que consiste na deposicdo de suspensao contendo
nematoides em diferentes estadios de desenvolvimento sob papel filtro e tela em
placas de Petri, foram preparadas e incubadas em estufa microbiolégica a 25°C, no
escuro, por 7 dias para a obtencéo de juvenis de segundo estadio (J2) de M. javanica.
Para eliminar J2 inativos, a suspenséo foi submetida a técnica do Funil de Baermann
(1917), que consiste na deposicdo da suspenséo de nematoides em funil coberto com
tela e papel filtro, e base vedada, mantidos em temperatura ambiente. Os J2 moveis
migraram através da tela e papel filtro sendo recolhidos apos 48 h na parte inferior do

funil, que em seguida foram utilizados nos ensaios.
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Visando a obten¢édo de uma concentracdo padréo a ser utilizada nos testes com
todos os isolados de Bt na selecéo in vitro, e na indisponibilidade de uma cepa com
atividade nematicida conhecida para utilizacdo como cepa padréo de controle, tomou-

se como base a CL50 obtida do isolado B. thuringiensis darmstadiensis TO3 C0O01.

A atividade nematicida de B. thuringiensis darmstadiensis ja havia sido
demonstrada em outros estudos (Jouzani et al., 2008; Wellman-Desbiens et al., 2011),
0 que levou a escolha dessa cepa como padrao de controle positivo. Para isso, o
isolado foi cultivado em placas de Petri com meio LB enriquecido de sais e, ap0s 72
horas, o conteudo bacteriano da placa de Petri foi transferido, com auxilio de al¢a de
platina, para tubos Falcon com 20,0 mL de capacidade contendo 10 mL de agua

deionizada autoclavada.

O conteldo do tubo foi homogeneizado com o auxilio de agitador para tubo tipo
vortex até a completa dissolugéo do pélete. A partir dessa suspensao foram derivados
11 tratamentos, os quais foram ajustados as seguintes concentracdes: 6,00E+06;
1,20E+07; 2,40E+07; 4,80E+07; 9,60E+07; 1,92E+08; 3,84E+08; 7,68E+08;
1,54E+09; 3,07E+09; 6,14E+09 unidades formadoras de colbénias (UFC). Uma
aliquota de cada concentracdo foi analisada em espectrofotbmetro a 625 nm de

absorbéancia, a fim de obter uma correlagédo de UFC e absorbancia.

Em placas de células de 24 pocos, foram adicionados ~200 J2 em 1 mL de
agua destilada autoclavada por poco. Posteriormente, 1 mL da suspensao de cada
concentracdo do isolado B. thuringiensis darmstadiensis TO3 C001 foi adicionado.
Cada poco foi considerado uma unidade experimental, repetida 4 vezes. Visando
aumentar a frequéncia de pulsacéo do estilete e 0 aumento da succéo do conteudo
da solucao pelo nematoide, foi adicionado em cada poc¢o 1 pg/mL de resorcinol (Zhang

et al., 2012). Agua destilada autoclavada + resorcinol foi utilizada como controle.

As placas contendo os tratamentos foram identificadas e incubadas na
auséncia de luz a 25 °C. Apods 48 h, 10 pL da solugcdo NaOH 1 mol L foi adicionada
em cada cavidade, segundo a metodologia de Chen e Dickson (2000). Em seguida, 1
mL da suspenséo do poco foi recuperada e analisada em camara de Peters acoplada
ao microscopio. Foram considerados mortos 0os J2 que permaneceram com O COrpo

completamente distendido durante 15 segundos, 1 min apés a adicdo da solucdo. A
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partir da mortalidade observada nas diferentes concentragdes foi estimada a CL50, a

qual foi utilizada na avaliacdo de mortalidade dos 84 isolados.

Os isolados foram cultivados em meio de cultura e incubados conforme
metodologia supracitada, em seguida, todo contetdo bacteriano da placa de Petri foi
individualmente transferido, com auxilio de al¢a de platina, para tubo Falcon com 20,0
mL de capacidade contendo 5 mL de agua deionizada autoclavada. A suspensao
obtida foi homogeneizada em vortex e a partir desta, a concentracao foi padronizada
em espectrofotbmetro a 625 nm em 0,84 de densidade Optica (D.O.). Em placas de
células de 24 pocos, foram adicionados ~200 J2 em 2 mL de agua destilada

autoclavada por poco.

Posteriormente, 1 mL da suspensdo de cada isolado Bt (0,84 D.O) foi
adicionado, sendo cada po¢o uma unidade experimental, repetida 4 vezes. Em cada
poco foi adicionado 1 pg/mL de resorcinol. Agua destilada autoclavada + resorcinol
foi utilizado como controle. As placas foram identificadas, vedadas e incubadas no
escuro a 28 °C. Apds 48 h, 10 pL da solugdo NaOH 1 mol L-1 foi adicionada em cada
cavidade. Em seguida, 1 mL da suspensao do poco foi recuperada e analisada em
camara de Peters acoplada ao microscépio, conforme supracitado.

3.4. Eficiéncia de isolados de Bacillus thuringiensis na reducédo populacional
de Meloidogyne javanica e na promocdao de crescimento de soja em casa

de vegetacéo

Visando avaliar o efeito dos diferentes isolados Bt na supresséo de M. javanica
in vivo e na promocao de crescimento de soja, um segundo ensaio foi instalado em
casa de vegetacdo. Foram avaliados 84 isolados de Bt, sendo cada um considerado
um tratamento. Além disso, também foram avaliados testemunha n&o tratada
inoculada com M. javanica, testemunha n&o tratada sem inoculagéo de M. javanica,
padrdo comercial quimico Avicta® (abamectina) e padrdo comercial bioldégico Votivo®
(Bacillus firmus), totalizando 88 tratamentos. Cada tratamento foi composto por 5

repeticdes, dispostos em delineamento inteiramente casualizado (DIC).

Os isolados foram cultivados em meio LB acrescido de sais conforme

metodologia supracitada, de onde foram obtidas as suspensdes, utilizadas na forma
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de tratamento de sementes. As suspensdes foram ajustadas a uma concentracéo de
3,0E+8 UFC e armazenadas em geladeira (+ 8°C) por 18h. As sementes de soja foram
tratadas 2 horas antes da semeadura, na dosagem de 300 mL/100kg de sementes. A
dosagem utilizada no padrdo comercial quimico (Avicta®) e biolégico (Votivo®) foi de
150 mL/100 kg.

A cultivar de soja utilizada foi BMX Desafio RR, suscetivel ao M. javanica.
Foram semeadas 4 sementes de soja em vasos plasticos preenchidos com 2 litros de
substrato autoclavado na proporcédo de 3:1:1 de terra, areia e esterco bovino. Dez dias
apo0s a semeadura, duas plantas menos vigorosas de cada vaso foram desbastadas,

restando duas plantas por vaso, sendo esse considerado uma unidade experimental.

A inoculacéo de M. javanica foi realizada nas plantas restantes no vaso apés o
desbaste. Uma suspenséo de 5 mL, contento 4 mil ovos e juvenis de M. javanica, foi
inoculada em cada planta, exceto na testemunha sem nematoide, a qual recebeu
apenas agua. As plantas de soja foram cultivadas conforme as demandas fitotécnicas
necessarias a cultura até atingirem o estadio R5.4, aos 80 dias apdés semeadura

(DAS), época em que o experimento foi retirado para avaliagao.

Foram avaliados os seguintes parametros de desenvolvimento da planta: vigor
(por meio de uma escala de notas de 1 a 3) e emergéncia (%) ao 10° DAS, altura da
planta (cm), massa fresca das partes aéreas (MFPA), massa fresca de raizes (MFR)
e numero de vagens por planta aos 80 DAS. Na mesma época, também foram
avaliados a populacéo total de ovos e juvenis de M. javanica nas raizes, extraidos e
quantificados conforme metodologia descrita no item 2.1. dessa sessdo. Por meio da
populacéo total foi calculado o fator de reproducédo (FR), obtido pela razdo entre a
populacdo final e a populacdo inicial. Também, foi calculado a populacdo de

nematoides/g de raizes.

3.5. Anélise dos dados

Para a andlise estatistica, os dados foram submetidos ao teste de normalidade
dos residuos e homoscedasticidade de variancias (Gastwirth et al., 2009; Royston,
1995) e transformados por Box-Cox como proposto por Hawkins e Weisberg (2017),

guando necessario. Com os pressupostos atendidos, os dados foram submetidos a
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analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott (0,05), quando
0 numero de tratamentos foi superior a 10 e Tukey (0,05) quando o numero de
tratamentos foi inferior 10. Para a estimativa da CLso foi realizado a analise de

regressao Probit (Finney, 1971).

Para estudar a interacdo entre as variaveis, uma analise de componentes
principais (ACP) foi realizada. Onde as informacdes relevantes do conjunto de dados
original foram condensadas em algumas dimensdes (componentes principais, PCs),
combinacdes lineares das variaveis originais (Hair et al., 2005). Autovalores maiores
gue 1 foram considerados significativos, segundo o critério de Kaiser (1958). As
cargas fatoriais fornecem informacdes sobre a relagédo entre as variaveis e a variancia
explicada pelos fatores na ACP. As cargas fatoriais com valores absolutos superiores
a 0,6 foram consideradas significativas. Todas as analises foram realizadas no
software R Core Team (2020).

RESULTADOS

4.1. Mortalidade in vitro de Meloidogyne javanica sob efeito de diferentes
isolados de Bacillus thuringiensis

No ensaio realizado para a estimativa da CL50 do isolado Bacillus thuringiensis
darmstadiensis TO3 C001, adotado como cepa padréo, foi estimado uma CL50 de 0,84
D.O. em espectrofotdmetro a 625 nm (Figura 2). A concentracdo de 0,84 D.O. para
absorbéancia correspondeu a uma concentracdo de 2,4E+6 UFC/mL. A sequéncia da

selecao para os 84 isolados estudados foi realizada com base nessa concentragéo.
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Figura 2. Andlise de regressdo Probit para a mortalidade in vitro de juvenis de
segundo estadio de Meloidogyne javanica sob efeito da aplicagcdo Bacillus
thuringiensis darmstadiensis T03 C001.

Na selecdo conduzida in vitro, os 84 isolados de B. thuringiensis foram
avaliados quanto a capacidade de causar a mortalidade de J2 de M. javanica na
concentracdo de 0,84 D.O.. As maiores mortalidades foram obtidas em 13 isolados (P
< 0,0001), que foram: B. t. indiana, B. t. thuringiensis TO1 001, B. t. tochigiensis, B. t.
aizawai HD133 (HDB-20), B. t. fukuokaensis T0O3 C001, B. t. Br 52 — solo, B. t.
sumiyoshiensis TO3 B001, B. t. darmstadiensis T10 001, B. t. comeri T21 001, B. t. silo
T26 001, B. t. yunnanensis T20 001, B. t. cameroun, B. t. londrina (Br 33) (Figura 3).
Dentre esses, os isolados B. t. indiana, B. t. thuringiensis TO1 001, B. t. tochigiensis

se destacaram, com mortalidade superior a 62% (P < 0,0001).
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B. t. indiana -
B. t. thuringiensis TO1 001 -
B. t. tochigiensis -
B. t. aizawai HD133 (HDB-20) -
B. t. fukuokaensis T03 C001 -
Br 52 - solo -
B. t. sumiyoshiensis T0O3 BO01
B. t. darmstadiensis T10 001
B. t. colmeri T21 001
B. t. sifo T26 001 -
B. t. yunnanensis T20 001
B. t. cameroun
B. t. Jondrina (Br 33)
B. t. san diego
B. t. kenyae T04 AOO1
B. t. monterrey
B. t. tohokuensis
B. t. toyamensis
B. t. morrisoni HD12
J2 Jaboticabal SP
B. t. japonensis T23 001
B. t. novosibirsk
B. t. canadensis
B. t. darmstadiensis HD146 (=103)
B. t. kurstaki cry (-) B
B. t. galleriae HD29
B. t. 90 pig+
B. t. kenyae PIL-139
B. t. alesti HD16 (=CCEB463)
B. t. entomocidus HD9
B. t. yosoo HL94 -
B. t. mexicanensis T27 001 -
B. t. thuringiensis HD2 -
B. t. dendrolimus T04 AOD1
B. t. dakota -
B. t. mexicanensis GM54 -
B. t. konkukian -
B. t. brasiliensis -
B. t. toumanoffi T11 001 -
B. t. amagiensis -
B. t. kyushuensi T11 A001 -
B. t. nigeriensis T08 BO01 -
Br 56 - Valcoop -
B. t. alesti HD72 -
B. t. finitimus T02 001 -
B. t. jinghongiensis -
B. t. subtoxicus T06 001 -
B. t. oswaldocruzi -
B. t. kurstaki (HD73) -
B.t. LM79-
B. t. sotto T04 001 -
B. t. kumamotoensis -
B. t. andalonsiensis -
B. t. seoulensis -
Br 42 - Soja (MG) -
B. t. thompsoni HD542 -
B. t. wuhanensis HD525 -
B. t. kurstaki (HD1)
B. t. galleriae TO5 001
B. t. ostridial T08 A 001
B. t. tolworthi TO9 001
B. t. aizawai TO7 001
B. t. alesti TO3 001
B. t. shandogiensis T22 001
B. . coreanensis T25 001
B. t. tolworthi HDB-8
B. t. leesis
B. t. neoleonensis T24 001
B. t. thuringiensis TO1 328
B. t. pondicheriensis T20 A001
B. t. morrisoni TO8 001
B. t. pakistani T13 001
B. t. HD125
B. t. aizawai HD137 (HDB-24)
B. t. israelensis T14 001
B. subtilis ATCC 6633
B. t. kurstaki 2
B. t. tenebrionis
B. t. israelensis SPS1
B. t. tonguchini
B. t. higo -
B. t. thompsoni T12 001 -
B. t. malayensis
B. t. berliner-
B. t. entomocidus T06 A 001 -
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Figura 3. Efeito de isolados de Bacillus thuringiensis (2,4E+6 UFC/mL) na mortalidade
in vitro de juvenis de segundo estadio de Meloidogyne javanica. Letras diferentes nas
barras indicam diferenca entre os tratamentos de acordo com Scott-knot (0,05).
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4.2. Promocao de crescimento de soja e supressao de Meloidogyne javanica
por meio de diferentes isolados de Bacillus thuringiensis no tratamento

de sementes de soja cv. BMX Desafio RR

Os 84 isolados de B. thuringiensis também foram avaliados quando a sua
capacidade de suprimir a populagéo de M. javanica em plantas de soja. Os dados para
cada variavel foram analisados individualmente, o que resultou, conforme o teste de
agrupamento de Scott-knot em dois grupos de tratamentos para cada variavel, tanto
para os parametros de desenvolvimento de planta (Tabela 1), quando para os
parametros nematolégicos (Tabela 2.).

Para simplificar a visualizacdo dos tratamentos com resultados mais
interessantes, foi feito uma mesclagem dos isolados que apresentaram as maiores
médias (P < 0,05) para os parametros de desenvolvimento de plantas (Tabela 1) e
para as menores meédias (P < 0,05) para os parametros de multiplicacdo dos
nematoides (Tabela 2). Com isso, 8 isolados foram classificados como melhores em
promocao de crescimento de soja e supressao de M. javanica em todos os parametros
avaliados. S&o eles: B. t. dendrolimus T0O4 A001, B. t. indiana, B. t. kenyae T04 A001,
B. t. leesis, B. t. monterrey, B. t. morrisoni TO8 001, B. t. thuringiensis TO1 328, B. t.
toumanoffi T11 001, B. t. Br 52 — solo. Ainda, buscando selecionar apenas os 4
isolados mais promissores, optou-se pelos isolados, B. t. dendrolimus T04 A001, B. t.
indiana, B. t. monterrey, B. t. Br 52 — solo, sendo esses, 0s que apresentaram maior

mortalidade in vitro.

Tabela 1. Efeito dos isolados de Bacillus thuringiensis (3E+8 UFC/mL — 300 mL/100kg
de sementes) na promoc¢ao de crescimento de plantas de soja cv. BMX Desafio RR,

inoculadas com nematoide de galha, Meloidogyne javanica.

Tratamentos N° Vagens MFR (g) pIA;:]L:;a(g:]) MFPA (9) Eme(rogA)(;encia Vigor
B.t. 90 pig+ 104 a 66 b 31,8 a 206 a 75 b 2,6
B. t. aizawai HD133 (HDB-20) 10,1 a 65 b 31,7 a 18,7 b 80 a 2,4
B. t. aizawai HD137 (HDB-24) 10,2 a 8,7 a 350 a 222 a 70 b 2,3
B. t. aizawai TO7 001 75 b 53 b 299 b 171 b 60 b 2,6
B. t. alesti HD16 (=CCEB463) 84 b 53 b 299 b 172 b 85 a 2,3
B. t. alesti HD72 88 b 90 a 30,0 b 174 b 85 a 2,3
B. t. alesti TO3 001 10,2 a 63 b 313 a 20,2 a 65 b 2,7
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Continuagao tabela 1...

Tratamentos N° Vagens MFR (g) pﬂ;tiga(gr%) MFPA (g) Eme(rog/o?ncia Vigor
B.t. amagiensis 84 b 51 b 305 b 173 b 85 a 2,2
B. t. andalonsiensis 94 a 80 a 305 b 20,2 a 85 a 2,6
B. t. berliner 97 a 91 a 303 b 215 a 80 a 2,6
B. t. brasiliensis 106 a 85 a 331 a 21,7 a 65 b 2,6
B. t. cameroun 94 a 88 a 314 a 189 b 70 b 2,5
B. t. canadensis 105 a 93 a 331 a 205 a 80 a 2,7
B. t. colmeri T21 001 80 b 90 a 295 b 190 b 0 a 2,8
B. t. coreanensis T25 001 89 b 62 b 30,7 b 179 b 100 a 2,5
B.t. dakota 88 b 77 a 295 b 176 b 9% a 2,5
B.t. darmstadiensis HD146 (=103) 94 a 58 b 30,7 b 20,1 a 85 a 25
B. t. darmstadiensis T10 001 87 b 76 a 3,1 a 213 a 7 b 2,3
B.t. dendrolimus T04 A001 138 a 78 a 339 a 243 a 85 a 2,8
B. t. entomocidus HD9 96 a 95 a 321 a 222 a 7 b 2,4
B. t. entomocidus T06 A 001 105 a 84 a 330 a 213 a 55 b 2,6
B. t. finitimus T02 001 100 a 118 a 329 a 21,7 a 85 a 2,6
B. t. fukuokaensis T03 C001 110 a 75 a 30,1 b 197 b 85 a 2,5
B. t. galleriae HD29 77 b 56 b 289 b 16,3 b 85 a 2,8
B. t. galleriae T05 001 91 b 90 a 299 b 200 b 50 b 2,6
B.t. HD125 10,1 a 66 b 323 a 204 a 80 a 2,6
B.t. higo 103 a 98 a 304 b 210 a 80 a 2,6
B.t.indiana 122 a 123 a 326 a 262 a 9%5 a 29
B. t. israelensis SPS1 80 b 94 a 3,1 a 187 b 90 a 2,5
B. t. israelensis T14 001 113 a 6,0 b 349 a 193 b 100 a 2,8
B. t. japonensis T23 001 11,3 a 66 b 325 a 222 a 85 a 2,7
B. t. jinghongiensis 84 b 10,8 a 309 b 193 b 95 a 2,9
B.t. kenyae PIL-139 99 a 88 a 305 b 192 b 0 a 2,2
B. t. kenyae T04 A001 10,7 a 83 a 358 a 20,8 a 65 b 2,7
B. t. konkukian 76 b 66 b 308 b 163 b 85 a 2,9
B. t. kumamotoensis 105 a 61 b 304 b 189 b 85 a 2,5
B. t. kurstaki (HD1) 92 a 90 a 282 b 212 a 95 a 2,5
B. t. kurstaki (HD73) 11,1 a 98 a 311 a 210 a 65 b 2,2
B. t. kurstaki 2 83 b 53 b 26,7 b 156 b 80 a 2,5
B. t. kurstaki cry (-) B 10,1 a 84 a 309 b 20,7 a 70 b 2,8
B. t. kyushuensi T11 A001 80 b 9,7 a 290 b 192 b 80 a 2,3
B. t. leesis 10,3 a 84 a 325 a 20,7 a 80 a 2,5
B.t.LM79 106 a 61 b 300 b 202 a 95 a 2,5
B.t. londrina (Br 33) 85 b 72 b 307 b 166 b 80 a 2,8
B.t. malayensis 10,2 a 80 a 331 a 210 a 90 a 2,8
B. t. mexicanensis GM54 99 a 68 b 292 b 184 b 80 a 2,2
B. t. mexicanensis T27 001 10,2 a 78 a 303 b 214 a 80 a 2,7
B.t. monterrey 10,0 a 94 a 31,8 a 216 a 95 a 2,7
B. t. morrisoni HD12 84 b 69 b 319 a 194 b 80 a 2,5
B. t. morrisoni TO8 001 97 a 93 a 316 a 228 a 85 a 25
B. t. neoleonensis T24 001 106 a 130 a 328 a 241 a 75 b 2,5
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Continuagao tabela 1...

Altura da

Tratamentos N° Vagens MFR (g) planta (cm) MFPA (g) Emergéncia (%) Vigor
B. t. nigeriensis TO8 B0OO1 85 b 75 b 281 b 183 b 80 a 2,4
B. t. novosibirsk 97 a 84 a 329 a 181 b 85 a 2,7
B. t. ostridial TO8 A 001 109 a 74 b 303 b 222 a 85 a 24
B. t. oswaldocruzi 84 b 79 a 288 b 184 b 75 b 2,5
B. t. pakistani T13 001 96 a 65 b 320 a 191 b 0 a 2,5
B. t. pondicheriensis T20 A001 85 b 53 b 302 b 181 b 75 b 2,5
B.t. san diego 97 a 72 b 312 a 196 b 75 b 2,7
B. t. seoulensis 77 b 63 b 31,3 a 150 b 85 a 2,8
B. t. shandogiensis T22 001 92 b 88 a 319 a 192 b 95 a 2,7
B.t. silo T26 001 109 a 94 a 320 a 208 a 85 a 2,6
B.t. sotto T04 001 100 a 105 a 28,7 b 20,8 a 70 b 2,5
B. t. subtoxicus T06 001 73 b 81 a 290 b 171 b 65 b 2,7
B. t. sumiyoshiensis T03 B0O01 84 b 11,2 a 300 b 174 b 95 a 2,8
B. t. tenebrionis 100 a 10,7 a 336 a 222 a 90 a 2,8
B. t. thompsoni HD542 90 b 80 a 319 a 193 b 70 b 2,4
B.t. thompsoni T12 001 83 b 61 b 303 b 184 b 85 a 2,9
B. t. thuringiensis HD2 77 b 63 b 26,8 b 16,3 b 80 a 25
B. t. thuringiensis T01 001 74 b 6,7 b 308 b 18,1 b 90 a 2,6
B. t. thuringiensis TO1 328 10,8 a 116 a 331 a 225 a 85 a 2,8
B. t. tochigiensis 10,0 a 93 a 321 a 205 a 80 a 2,6
B. t. tohokuensis 103 a 122 a 30,3 b 230 a 65 b 2,7
B. t. tolworthi HDB-8 96 a 55 b 323 a 208 a 65 b 2,7
B. t. tolworthi T09 001 81 b 61 b 27,7 b 164 b 80 a 2,7
B. t. tonguchini 75 b 81 a 321 a 16,7 b 90 a 2,5
B. t. toumanoffi T11 001 109 a 87 a 31,3 a 212 a 90 a 24
B. t. toyamensis 98 a 105 a 29,1 b 195 b 90 a 2,2
B. t. wuhanensis HD525 77 b 75 b 284 b 16,1 b 70 b 2,2
B. t. yosoo HL94 91 b 33 b 30,7 b 175 b 80 a 2,5
B. t. yunnanensis T20 001 96 a 80 a 326 a 185 b 85 a 2,8
Br 42 - Soja (MG) 11,4 a 91 a 30,7 b 21,1 a 65 b 2,5
Br 52 - solo 94 a 75 a 3,1 a 20,0 a 100 a 2,2
Br 56 - Valcoop 10,0 a 93 a 311 a 199 a 100 a 2,6
J2 Jaboticabal SP 8,1 b 6,0 b 29,7 b 18,1 b 90 a 2,5

T_Avicta® (abamectina) 8,4 b 8,1 a 30,9 b 18,9 b 65 b 2,4

T_Na&o tratada (com nematoide) 8,0 b 6,2 b 25,5 b 19,3 b 80 a 2,4

T_Nao tratada (sem nematoide) 7,7 b 7,8 a 26,6 b 17,8 b 75 b 2,0

T_Votivo® (Bacillus firmus) 11,8 a 6,3 b 30,9 b 18,9 b 85 a 2,7

P valor 0,007 0,001 0,001 0,049 0,046 0,635
CV% 11,26 16,51 5,24 10,37 10,61 6,42

*Dados transformados em V(x + 0,5). As médias apresentadas correspondem aos valores originais,

sem transformagdo. Letras diferentes na coluna indicam diferenca entre os tratamentos de acordo com

Scott-knot (0,05). MFR, massa fresca de raizes; MFPA, massa fresca da parte aérea.
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Tabela 2. Efeito dos isolados de Bacillus thuringiensis (3E+8 UFC/mL — 300 mL/100kg
de sementes) no controle de Meloidogyne javanica em plantas de soja cv. BMX
Desafio RR.

Tratamentos Total _de Fator ~de Nematqides
nematoides* Reproducéo (FR) g de raizes™

B. t. 90 pig+ 4419 b 1,1 b 847,2 b
B. t. aizawai HD133 (HDB-20) 5275 b 1,3 b 1133,3 b
B. t. aizawai HD137 (HDB-24) 4668 b 1,2 b 781,0 b
B. t. aizawai TO7 001 6465 b 1,6 b 2114,0 a
B. t. alesti HD16 (=CCEB463) 10729 a 2,7 a 2358,5 a
B. t. alesti HD72 19139 a 4,8 a 2870,7 a
B. t. alesti TO3 001 3890 b 1,0 b 982,2 b
B. t. amagiensis 7702 a 1,9 b 2794,3 a
B. t. andalonsiensis 8939 a 2,2 a 1166,1 b
B. t. berliner 7858 a 2,0 b 865,6 b
B. t. brasiliensis 8830 a 2,2 a 1304,9 b
B. t. cameroun 9126 a 2,3 a 1320,5 a
B. t. canadensis 9301 a 2,3 a 1368,5 a
B. t. colmeri T21 001 10674 a 2,7 a 1699,7 a
B. t. coreanensis T25 001 10044 a 2,5 a 1840,5 a
B. t. dakota 9741 a 2,4 a 1607,3 a
B. t. darmstadiensis HD146 (=103) 9009 a 2.3 a 1880,5 a
B. t. darmstadiensis T10 001 10993 a 2,7 a 1608,1 a
B. t. dendrolimus T04 A001 5516 b 1,4 b 1110,0 b
B. t. entomocidus HD9 8823 a 2,2 a 1331,4 b
B. t. entomocidus T06 A 001 10620 a 2,7 a 1393,7 a
B. t. finitimus T02 001 14634 a 3,7 a 1946,7 a
B. t. fukuokaensis T0O3 C001 15078 a 3,8 a 2015,3 a
B. t. galleriae HD29 7430 a 1,9 b 1933,0 a
B. t. galleriae TO5 001 4746 b 1,2 b 532,6 b
B.t. HD125 11678 a 2,9 a 2976,7 a
B.t. higo 3937 b 1,0 b 468,1 b
B.t.indiana 7344 b 1,8 b 1023,3 b
B. t. israelensis SPS1 13638 a 3,4 a 1853,8 a
B. t. israelensis T14 001 10464 a 2,6 a 2523,4 a
B. t. japonensis T23 001 12689 a 3,2 a 1913,7 a
B. t. jinghongiensis 5679 b 1,4 b 690,0 b
B. t. kenyae PIL-139 9390 a 2,3 a 1285,0 b
B. t. kenyae T04 A001 5213 b 1,3 b 769,9 b
B. t. konkukian 6574 b 1,6 b 1529,3 b
B. t. kumamotoensis 8416 b 2,1 b 1621,5 a
B. t. kurstaki (HD1) 10467 a 2,6 a 1375,8 b
B. t. kurstaki (HD73) 8753 a 2,2 a 892,2 b
B. t. kurstaki 2 3594 b 0,9 b 687,2 b
B. t. kurstaki cry (-) B 17163 a 4,3 a 3226,6 a
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Continuacao tabela 2...

Tratamentos neLo;tacLi(cjiZs* Repr':)adtgcr;gc? (FR) gj 32?;?;;251

B. t. kyushuensi T11 A001 9990 a 25 a 1051,2 b
B. t. leesis 5516 b 14 b 889,3 b
B.t.LM79 7609 b 1,9 b 1504,3 a
B. t. londrina (Br 33) 4684 b 1,2 b 831,8 b
B. t. malayensis 8558 a 2,1 a 1233,1 b
B.t. mexicanensis GM54 14307 a 3,6 a 27313 a
B. t. mexicanensis T27 001 12884 a 3,2 a 2122.8 a
B. t. monterrey 5516 b 1,4 b 769,4 b
B.t. morrisoni HD12 5345 b 1,3 b 1055,8 b
B.t. morrisoni T0O8 001 3330 b 0,8 b 547,2 b
B. t. neoleonensis T24 001 11600 a 2,9 a 1155,1 b
B. t. nigeriensis T08 BOO1 8293 a 2,1 b 1474,6 a
B. t. novosibirsk 5874 b 1,5 b 718,6 b
B. t. ostridial TO8 A 001 3633 b 0,9 b 623,9 b
B. t. oswaldocruzi 9250 a 2,3 a 1456,5 a
B. t. pakistani T13 001 3742 b 0,9 b 736,9 b
B. t. pondicheriensis T20 A001 6154 b 1,5 b 1406,1 a
B.t. san diego 14393 a 3,6 a 2789,2 a
B. t. seoulensis 2482 b 0,6 b 4455 b
B. t. shandogiensis T22 001 3260 b 0,8 b 526,6 b
B. t. silo T26 001 11133 a 2,8 a 2090,4 a
B. t. sotto T04 001 9173 a 2.3 a 949,0 b
B. t. subtoxicus T06 001 5399 b 1,3 b 857,0 b
B. t. sumiyoshiensis T03 BO01 3836 b 1,0 b 418,5 b
B. t. tenebrionis 9149 a 2,3 a 912,9 b
B.t. thompsoni HD542 6854 b 1,7 b 1058,5 b
B. t. thompsoni T12 001 7173 a 1,8 b 1378,6 a
B. t. thuringiensis HD2 5874 b 1,5 b 971,7 b
B. t. thuringiensis TO1 001 10402 a 2,6 a 21335 a
B. t. thuringiensis T01 328 5625 b 1,4 b 656,4 b
B. t. tochigiensis 12627 a 3,2 a 2170,3 a
B. t. tohokuensis 7609 b 1,9 b 809,5 b
B. t. tolworthi HDB-8 7578 a 1,9 b 1785,4 a
B. t. tolworthi TO9 001 5928 b 1,5 b 1132,7 b
B. t. tonguchini 20088 a 5,0 a 2611,2 a
B. t. toumanoffi T11 001 6870 b 1,7 b 862,7 b
B. t. toyamensis 4792 b 1,2 b 461,0 b
B. t. wuhanensis HD525 4645 b 1,2 b 1045,7 b
B.t.yosoo HL94 4147 b 1,0 b 1532,8 a
B. t. yunnanensis T20 001 13491 a 3,4 a 1683,9 a
Br 42 - Soja (MG) 6489 b 1,6 b 962,2 b
Br 52 - solo 3594 b 0,9 b 699,7 b
Br 56 - Valcoop 24717 a 6,2 a 4413,9 a
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Continuacao tabela 2...

Tratamentos Total _de Fator de Nemat(?ides
nematoides* Reproducéo (FR) g de raizes™

J2 Jaboticabal SP 9741 a 2,4 a 1956,6 a

T_Avicta® (abamectina) 661 b 0,2 b 95,1 b

T_Nao tratada (com nematoide) 10417 a 2,6 a 2290,1 a

T_Nao tratada (sem nematoide) 0 b 0,0 b 0,0 b

T_Votivo® (Bacillus firmus) 10959 a 2,7 a 1677,7 a

P valor 0,0001 0,0001 0,0001

CV% 38,60 12,79 44,24

*Dados transformados em V(x + 0,5). As médias apresentadas correspondem aos valores originais,
sem transformacéo. Letras diferentes na coluna indicam diferenca entre os tratamentos de acordo com
Scott-knot (0,05). CV% = Coeficiente de variacéo. FR obtido do padrdo de in6culo Tomate Santa Cruz
Kada = 9,6.

O isolado B. t. dendrolimus T04 A001 também resultou no maior n.° de vagens
(P< 0,0001), mas néo se diferiu de B. t. indiana do padrdo comercial biolégico. Para
altura de plantas de soja, B. t. dendrolimus T04 A001 também se destacou com maior
média, embora nado tenha diferido dos demais isolados Bt e dos padr6es comerciais
(P<0,01). Com relacdo a MFPA, B. t. indiana foi o que resultou em maior média,
guando comparado aos padrdes comerciais e a testemunha s/ nematoide (P < 0,01),

no entanto, ndo se diferiu dos demais tratamentos.

A estrutura multivariada dos dados e o efeito dos tratamentos na correlacao
entre as variaveis, tanto do experimento in vitro, quanto do experimento in vivo, foi
estudado pela analise de componentes principais (ACP) (Figura 5). A ACP evidenciou
uma correlacdo entre as variaveis, total de M. javanica e total de M. javanica/g de
raizes. Entretanto, as duas variaveis nematolégicas nao se correlacionaram com as

demais.

Também, foi verificado correlacdo entre as varidveis de crescimento das
plantas de soja, Altura, Vagens, MFPA e MFR. O teste de mortalidade in vitro, ndo
correlacionou com qualquer variavel analisada. Pela ACP, também € possivel
visualizar que os 4 isolados selecionados apresentaram maiores indices de
crescimento de planta, assim como, menores indices de multiplicacdo de nematoides,

0 que néo foi tdo evidenciado para as testemunhas e padrbes comerciais avaliados.
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Figura 4. Efeito dos isolados de Bacillus thuringiensis (3E+8 UFC/mL — 300 mL/100kg
de sementes) com melhores respostas a supressao de Meloidogyne javanica em soja
(cv. BMX Desafio RR) cultivada em vaso, na casa de vegetacdo. Médias dos

tratamentos comparadas por Tukey (0,05).

Tabela 3. Efeito dos isolados de Bacillus thuringiensis (3,0E+8 UFC/mL — 300
mL/100kg de sementes) com melhores respostas ao vigor e emergéncia de plantulas

de soja inoculadas com Meloidogyne javanica.

Tratamentos Vigor da plantula? Emergéncia (%)
B. t. indiana 2,6 a 95 a
B. t. dendrolimus T04 A001 2,8 a 85 ab
B. t. monterrey 2,7 a 95 a
Br 52 - solo 2,2 a 100 a
T_Votivo® (Bacillus firmus) 2,7 a 85 ab
T_N3&o tratada (com nematoide) 24 a 80 ab
T_Avicta® (Abamectina) 2,4 a 65 b
T_N&o tratada (sem nematoide) 19 a 75 ab
CV% 6,55 6,48

P valor 0,0531 0,0062

*Dados transformados em V(x + 0,5). As médias apresentadas correspondem aos valores originais,
sem transformacéo. Letras diferentes na coluna indicam diferenca entre os tratamentos de acordo com
Tukey (0,05). CV% = Coeficiente de variag8o. * Dados de vigor baseado em escala de notas de 1 a 3,

em gque 1 sao plantulas menos vigorosas, 2 plantas intermediarias e 3 plantas mais vigorosas.
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Tabela 4. Efeito dos isolados de Bacillus thuringiensis (3,0E+8 UFC/mL — 300
mL/100kg de sementes) com melhores respostas no desenvolvimento de plantas de

soja inoculadas com Meloidogyne javanica.

Tratamentos N° vagens MFR (9) Altura da planta (cm) MFPA (g)

B. t. indiana 12,2 ab 12,3 a 32,6 ab 26,17 a
B. t. dendrolimus T04 A001 13,8 a 78 a 33,9 a 24,25 ab
B. t. monterrey 10,0 bc 94 a 31,8 abc 21,57 ab
Br 52 - solo 9,4 bc 76 a 31,0 abc 20,55 ab
T_Votivo® (Bacillus firmus) 11,8 ab 6,3 a 30,9 abc 18,92 b
T_Na&o tratada (com nematoide) 8,0 c 6,2 a 255 c 19,25 ab
T_Avicta® (abamectina) 84 c 8,1 a 30,9 abc 18,92 b
T_Na&o tratada (sem nematoide) 7,67 ¢ 78 a 26,6 bc 17,75 b
CV% 7,11 16,75 5,59 7,58

P valor <0,0001 0,1669 0,006 0,0045

* Dados transformados em (x + 0,5). As médias apresentadas correspondem aos valores originais,
sem transformacdo. Letras diferentes na coluna indicam diferenca entre os tratamentos de acordo com
Tukey (0,05). CV% = Coeficiente de variagdo. MFR, massa fresca de raizes; MFPA, massa fresca da

parte aérea.

4
3 Total Mj/g raiz Total Mj
2
T_fi tratada ¢/ Mj T_Votivo®
2 1 Mortalidade in vitro
3 Altura (cm)
Qo ___—— Vagens
- MFPA (9) B. t.
5 MFR (g) indiana
-1 B. t. dendrolimus
B. t. monterrey
Br 52 - solo
2 T_Avicta®
T_fi tratada s/ Mj
-3
-4
-6 -4 -2 0 2 4 6

CP1:36,88%

Figura 5. Andlise de componentes principais para o efeito dos isolados de Bacillus
thuringiensis (3,0E+8 UFC/mL — 300 mL/100kg de sementes) e padrdes comerciais
Avicta® e Votivo® (150 mL/100kg) na mortalidade in vitro e in vivo de Meloidogyne
javanica e no desenvolvimento da soja (cv. BMX Desafio RR). MFR, massa fresca de

raizes; MFPA, massa fresca da parte aérea.
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5. DISCUSSAO

A avaliacao dos isolados quanto a capacidade de causar a mortalidade de M.
javanica resultou em ao menos 13 isolados que apresentaram mortalidade
significativamente superior aos demais. Dentre os isolados avaliados, efeitos
nematicidas ja haviam sido observados em algumas das linhagens. As linhagens B. t.
darmstadiensis, B. t. indiana, B. t. thuringiensis, B. t. londrina e B. t. cameroun,
apresentaram de 20 a 66% de mortalidade de Caenorhabditis elegans Maupas, sendo
também verificado efeito subletal na geragcédo subsequente (Wellman-Desbiens et al.,
2011).

Muitos sdo os fatores que podem resultar na morte dos nematoides pela acéo
das bactérias desse grupo. A hipotese principal € pela atividade das toxinas Cry,
amplamente conhecidas por sua acdo para insetos, que também tem sido estudada
para o controle de &caros e nematoides (Erban et al., 2009; Kahn et al., 2021;
Polanczyk et al., 2022; Ravari e Moghaddam, 2015). As toxinas encontradas nessas
bactérias sdo classificadas em duas familias, conhecidas como Cyt e Cry (Adang;
Crickmore; Jurat-Fuentes, 2014), sendo a ultima a mais estudada no controle de
nematoides. Embora esses trabalhos apontem a existéncia de toxinas nematoide-
especificas como, Cry5, Cry6, Cryl2, Cry13, Cryl4, Cry21 e Cry55 (Glick, 2020), a
maioria delas foi testada em nematoides de vida livre, como o nematoide modelo para

estudos cientificos, C. elegans.

Caenorhabditis elegans, diferentemente dos nematoides parasitos de plantas,
ndo possuem estilete, 6rgdo em formato de tubo, semelhante a agulha de uma
seringa, responsavel pela perfuracdo e succdo de material sitoplasmatico do tecido
vegetal pelos nematoides fitopatogénicos. O estilete funciona como um filtro, podendo
selecionar ou excluir determinadas moléculas de estruturas e tamanhos distintos (Ali
et al., 2017). Essa caracteristica pode impedir que certos cristais de proteinas Cry
sejam ingeridos pelo fitonematoide, tornando-as incapazes de efetivar o controle em
condicBes naturais (Ali et al., 2017; Zhang et al., 2012). Além disso, ha variacdo no
formato e tamanho dos estiletes entre as espécies de fitonematoides, ou seja, uma
proteina efetiva no controle de uma espécie de Meloidogyne, pode néo ser para uma
espécie de Heterodera (Ali et al., 2017).
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Apesar de alguns isolados apresentarem mortalidade in vitro, a confirmacéo de
sua eficiéncia em ensaio in vivo foi necessaria para verificar se o efeito de controle
seria estavel nos mesmos isolados. No ensaio in vivo, observou-se que nao houve
correlagcdo entre a mortalidade observada in vitro e a supressao de nematoides
observada in vivo para os mesmos isolados. Isso pode ser devido a interacao bactéria-
planta-nematoide, uma vez que o produto foi aplicado ainda no tratamento de
sementes, sendo necessario que o isolado colonizasse o sistema radicular para

efetuar a supresséo dos nematoides (Nascimento et al., 2022).

Se a interagcdo da bactéria com a planta nao for positiva, a atuagdo do isolado
como agente de biocontrole pode ser inviabilizada. Isso pode explicar o porqué de
alguns isolados terem apresentado alta eficiéncia de controle in vitro, mas ndo terem

sido eficientes na supressao in vivo.

Além da capacidade de supresséo da populacédo de M. javanica, obtida por B.
thuringiensis, também foi verificada a capacidade de alguns isolados em promover o
crescimento de plantas de soja. A promocdo de crescimento de plantas € uma
caracteristica frequentemente associada as espécies de Bacillus (Huang et al., 2021,
Mhatre et al., 2019; Nascimento et al., 2022). Muitos fatores podem ser relacionados
a capacidade de promocéo de crescimento, que podem ser de forma direta, como, a
solubilizacdo de nutrientes, como fésforo e potassio, fixacdo de nitrogénio, producéo
de sideroforos e de fitormonios, ou indireta, pelo controle de pragas e/ou aumento da
tolerancia aos estresses abidticos, como déficit hidrico (Elkoca et al., 2007; Liu et al.,
2016; Mhatre et al., 2019; Miljakovi¢ et., 2020; Park et al., 2017).

Dentre os 84 isolados de B. thuringiensis avaliados, foi possivel concluir que os
isolados B. t. dendrolimus TO4 A001, B. t. indiana, B. t. monterrey, B. t. Br 52 — solo
foram os que apresentaram os melhores resultados para a supresséo de M. javanica
e promocado de crescimento de soja. O controle biolégico tem se tornado a principal
ferramenta de controle de nematoides, entretanto, a busca por agentes de controle
mais eficientes e para novos alvos é constante e necessaria, visto a demanda mundial
por alimentos sustentaveis. O processo de selecéo de novas cepas € a base para o
inicio de um programa de controle biologico. Se o método de sele¢céo adotado néo for

representativo ao que se espera do produto final, todo o processo poderé ser perdido.
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No presente trabalho, foram avaliadas duas formas diferentes de sele¢cao, em
gue néo foi verificado correlacdo entre os diferentes métodos adotados. Quando o
objetivo é a busca por agentes de controle de nematoides, foi observado que é de
fundamental importancia que a selegcdo também considere a interacdo com a planta.
Mesmo apresentando mortalidade alta in vitro, isso poderd ndo se repetir in vivo por
incompatibilidade com a planta hospedeira, assim como, uma cepa ineficiente in vitro,
apos colonizar o sistema radicular, pode apresentar outros mecanismos de acéo, ou
até mesmo expressar genes distintos que resultem em maior supressao do

nematoide.

Apesar de a selecéo in vivo ser o método mais representativo, ainda € o mais
trabalhoso e longevo. Portanto, estudos que busquem formas de otimizar a selecéo in
vitro sdo recomendados, a fim de viabilizar o método e propiciar maior celeridade no

processo de selegao.

6. CONCLUSAO

Foi possivel concluir que os isolados: B. t. indiana, B. t. thuringiensis TO1 001,
B. t. tochigiensis, B. t. aizawai HD133 (HDB-20), B. t. fukuokaensis T0O3 C001, B. t. Br
52 — solo, B. t. sumiyoshiensis TO3 B001, B. t. darmstadiensis T10 001, B. t. comeri
T21 001, B. t. silo T26 001, B. t. yunnanensis T20 001, B. t. cameroun, B. t. londrina

(Br 33) sao eficientes na mortalidade de M. javanica in vitro.

Os isolados B. t. dendrolimus T0O4 A001, B. t indiana, B. t. monterrey, B. t. Br
52 — solo foram os que apresentaram os melhores resultados para a supressao de M.
javanica e promocao de crescimento de soja in vivo, comparados a testemunha e aos

padrdoes comerciais, Avicta® (abamectina) e Votivo® (B. firmus).
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CAPITULO 3 - ISOLADOS DE Bacillus thuringiensis REDUZEM NEMATOIDES E
AUMENTAM A PRODUTIVIDADE DA SOJA

RESUMO - A soja é a oleaginosa de maior importancia mundial e o Brasil € o
maior produtor e exportador desse grdo. Muitos fatores limitam a produtividade da
cultura, dentre eles os fitonematoides. A demanda mundial por sustentabilidade
somada a eficiéncia de controle, tem impulsionado o desenvolvimento de bioinsumos
para 0 manejo desses vermes. Bacillus thuringiensis € um bioinseticida conhecido
principalmente devido a sintese de uma grande diversidade de proteinas toxicas.
Algumas dessas toxinas ja foram reportadas como téxicas a nematoides, entretanto,
0 uso de B. thuringiensis para o controle nematoides ainda € incipiente. Portanto, esse
trabalho teve como objetivo avaliar a eficiéncia dos isolados de B. thuringiensis, Bt 04
(Bacillus thuringiensis indiana); Bt 34 (B. thuringiensis dendrolimus T04 A001); Bt48
(B. thuringiensis monterrey) e Bt 102 (Br 52 — solo)) na reducdo de nematoides, no
desenvolvimento e produtividade da cultura da soja cv. NA 5909 RG. Além dos
isolados, também foram incluidos como tratamentos, dois produtos comerciais
registrados Avicta® (abamectina) e Presence® (B. subtilis e B. licheniformis) e controles.
Para isso, foram conduzidos experimentos em casa de vegetacao, com as espécies
de Meloidogyne javanica e Heterodera glycines, e em campo naturalmente infestado
com M. javanica, M. incognita, H. glycines e Pratylenchus brachyurus. Os quatro
isolados avaliados (Bt 04, Bt 34, Bt 48 e Bt 102) mostraram potencial na supressao de
nematoides. Bt 34 e Bt 102 mantiveram resultados consistentes na supressédo das
espécies de Meloidogyne e Heterodera ao longo dos experimentos, sendo H. glycines
mais suscetivel aos efeitos de B. thuringiensis. Em casa de vegetacéo, Br 34 e Bt 102,
reduziram até 49,2% da populacdo de ovos e J2 de H. glycines. Em campo, o Bt 102
reduziu em média 55,4% a quantidade de cistos viaveis, além disso, os isolados Bt
102, Bt 34, Bt 48, resultaram em incremento de até 11,2 sacas/ha (672kg/ha)
comparado ao controle em condi¢cbes de campo.

Palavras-chave: Bacillus thuringiensis, Fitonematoides, Glycine max, Soja, Controle
biol6gico
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Bacillus thuringiensis ISOLATES REDUCE NEMATODES AND INCREASE
SOYBEAN PRODUCTIVITY

ABSTRACT - Soybean is the most globally significant oilseed, and Brazil is the
largest producer and exporter of this crop. Despite the growth in production, various
factors limit crop productivity, including nematodes. Global demand for sustainability,
combined with control efficiency, has driven the development of bioinputs for managing
these worms. Bacillus thuringiensis is one of the main agents for biological control of
lepidopteran larvae, primarily due to its synthesis of a wide range of toxic proteins.
Some of these toxins have been reported to be toxic to nematodes, however, the use
of B. thuringiensis for nematode control is still in the beginning. Therefore, this study
aimed to evaluate the efficiency of B. thuringiensis isolates, Bt 04 (B. thuringiensis
indiana), Bt 34 (B. thuringiensis dendrolimus T04 A001), Bt 48 (B. thuringiensis
monterrey), and Bt 102 (Br 52 — soil), in suppressing nematodes and influencing the
development and yield of soybean cv. NA 5909 RG. In addition to the isolates, two
registered commercial products Avicta® (abamectina) and Presence® (B. subtilis and B.
licheniformis) and controls were included as treatments. To achieve this, experiments
were conducted in a greenhouse with the species Meloidogyne javanica and
Heterodera glycines and in naturally infested field conditions with M. javanica, M.
incognita, H. glycines, and Pratylenchus brachyurus. The four evaluated isolates (Bt
04, Bt 34, Bt 48, and Bt 102) showed potential in nematode suppression. Bt 34 and Bt
102 consistently maintained results in suppressing Meloidogyne and Heterodera
species throughout the experiments, with H. glycines being more susceptible to the
effects of B. thuringiensis. In greenhouse conditions, Bt 34 and Bt 102 reduced up to
49.2% of H. glycines eggs and J2 population. In the field, Bt 102 averaged a 55.4%
reduction in viable cysts, and, moreover, isolates Bt 102, Bt 34, and Bt 48 resulted in
an increase of up to 11.2 bags/ha compared to the control under field conditions.

Keywords: Bacillus thuringiensis, Phytonematodes, Glycine max, Soybean, Biological
control
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1. INTRODUCAO

O Brasil € o maior produtor e exportador de soja do mundo e a medida que ha
expansado de areas cultivadas de soja, ha também o surgimento e disseminacgao de
problemas fitossanitarios que acometem a cultura. Dentre eles destacam-se 0s
nematoides. Nematoides sdo vermes microscopicos que habitam o solo e se
alimentam das raizes e de outras partes das plantas (Sikora et al., 2021). Dentre as
espécies de nematoides que parasitam a cultura da soja, destacam-se os nematoides

de cisto e de galha, como os mais agressivos a cultura.

Nematoides parasitos de plantas causam perdas severas em uma ampla gama
de hospedeiras e culturas agricolas em todo o mundo. O levantamento mais recente
aponta 4,1 mil espécies de nematoides ja descritas como parasitos de plantas
(Decraemer e Hunt, 2006). Os danos causados por fitonematoides foram estimados
em aproximadamente US$ 215,77 bilhdes ao ano, com mais da metade causada por

espécies de nematoides de galha e de cisto (Abd-Elgawad e Askary, 2015).

A maioria dos fitonematoides sao patégenos radiculares do solo que impedem
a absorcao normal de nutrientes e agua pela planta, aléem de favorecerem a acéo de
outros patdégenos radiculares (Soares e Nascimento, 2021). Em escala mundial, mais
de 100 espécies de nematoides de 50 diferentes géneros ja foram relatados na cultura
de soja (Brida et al., 2016).

No Brasil, os nematoides mais prejudiciais a cultura sdo os formadores de
galhas (Meloidogyne javanica e Meloidogyne incognita), o de cisto da soja (Heterodera
glycines), o das lesdes radiculares (Pratylenchus brachyurus), o reniforme
(Rotylenchulus reniformis) e o nematoide das partes aéreas (Aphelenchoides besseyi)
(Dias et al., 2010; Meyer et al., 2017; Sikora et al., 2021).

Heterodera glycines se caracteriza pela diversidade de racas e capacidade de
formacao de cisto, estrutura de resisténcia que pode manter os ovos viaveis por até 8
anos no solo (Ferraz; Brown, 2016), enquanto Meloidogyne spp. € altamente polifago,
dificultando a rotacao de culturas (Ferraz; Brown, 2016). Dentre as medidas de manejo
mais adotadas para esses nematoides estdo, o uso de cultivares resistentes, rotacéo
de culturas e o tratamento de sementes com nematicidas, podendo ser quimicos ou

biolégicos (Soares e Nascimento, 2021).
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O controle bioldgico tem estimativa de crescimento de 35% até 2025 e de 25%
até 2030 no Brasil (Borsari e Vieira, 2022). Ainda, cerca de 61% dos produtos
biolégicos utilizados na cultura da soja no pais, sdo direcionados ao controle de
nematoides (AGROFIT, 2023). O numero de bionematicidas registrados j& supera a
guantidade de produtos quimicos para a cultura da soja (AGROFIT, 2023). O
crescimento desse mercado demonstra a eficiéncia desse método no manejo de

nematoides somada a aceitabilidade do produtor no uso da tecnologia.

Apesar do tamanho do mercado de bionematicidas, os produtos registrados
ainda se baseiam em poucos agentes, espécies e com modos de acdo semelhantes,
tais como Bacillus subtilis, B. amyloliquefaciens, B. firmus, B. licheniformis, além de
fungos como Trichoderma spp., Pochonia chlamydosporia e Purpureocillium lilacinus
(Dias-Arieira et al., 2022). Bacillus thuringiensis é reconhecido como um dos principais
agentes de controle biologico de insetos, apresentando uma grande gama de toxinas
(Polanczyk et al., 2022), incluindo toxinas nematoide-especificas (Wei et al., 2003), no

entanto ainda pouco explorado como bionematicida.

Dentre as propriedades nematicidas ja reladas para B. thuringiensis é possivel
citar: Producdo das toxinas Cry5, Cry6, Cryl3, Cryl4, Cry21 e Cry55, além de
antibioticos, enterotoxinas, hemolisinas e proteases (Ravari e Moghaddam, 2015;
Garsin et al., 2001; Hoss et al., 2008; Latsenko et al., 2014; Jouzani et al., 2008; Wei
et al., 2003; Yang et al., 2013; Zhang et al., 2012; Zhou et al., 2014).

A utilizacé@o de praticas sustentaveis que mitigam os danos ao meio ambiente
tem sido cada vez mais exigida pela comunidade internacional. O controle biolégico é
uma ferramenta de grande importancia, nesse ambito, visto que ndo impactam o
ambiente tal como produtos quimicos e resultam na reducéo de perdas na producao
das culturas (Soares et al., 2017). Desenvolver ferramentas de biocontrole de pragas,
doencas e nematoides pode contribuir significativamente para a redugcéo do impacto
ambiental, e estd alinhado em ao menos nove dos dezessete objetivos de

desenvolvimento sustentavel segundo a ONU (United Nations, 2023).

Além disso, assim como as mudancas climaticas podem alterar a dinamica de
pragas, doencas e nematoides, elas também podem afetar a interacdo entre

microrganismos benéficos e plantas, bem como sua eficiéncia de controle (Bastias et
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al., 2023; Compant et al., 2010), o que ressalta a necessidade constante de selecdo

de microrganismos adaptados a cada condicéo.

2. OBJETIVO

O objetivo desse trabalho foi avaliar a eficiéncia de 4 isolados de B.
thuringiensis (Bt 04 (B. thuringiensis indiana); Bt 34 (B. thuringiensis dendrolimus T04
A001); Bt48 (B. thuringiensis monterrey) e Bt 102 (Br 52 — solo)) na supressao de
nematoides e seus efeitos no desenvolvimento e produtividade da cultura da soja cv.
NA 5909 RG.

3. MATERIAL E METODOS

Para avaliar a eficiéncia dos isolados Bt, os experimentos foram conduzidos em
dois ambientes distintos, casa de vegetacédo e campo. A cultivar de soja adotada em
ambos os experimentos foi a cv. NA 5909 RG. Nas duas condi¢des foram avaliados
0S mesmos tratamentos, exceto para o tratamento controle ndo inoculado com

nematoide, conforme apresentado na Tabela 1.

3.1. Origem e cultivo dos isolados de Bacillus thuringiensis

Os quatro isolados avaliados neste estudo foram selecionados com base em
ensaios nematolégicos prévios, a partir de um grupo de 84 isolados, disponivel para
consulta no capitulo 2 desse trabalho.

Para a realizacao dos experimentos, os isolados foram recuperados a partir da
cultura estoque e cultivados em placas de Petri contendo meio de cultura Luria Bertani
— LB, com a inclusdo de sais sélidos. Este meio de cultura apresentou a seguinte
composicao: glicose (1 g), caldo nutritivo (8 g), extrato de levedura (5 g), triptona (10
g), NaCl (5 g), MgS0O4 (0,3 g), FeS0O4 (0,02 g), ZnS0O4 (0,02 g), MnSO4 (0,02 g) e
agar bacteriologico (15 g). O volume total foi ajustado para 1 litro utilizando agua
destilada e deionizada, e o pH do meio foi padronizado para 7,5 através da adicdo de
NaOH (3 M). Para a confirmagéo da identidade dos isolados como B. thuringiensis,
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procedeu-se a caracterizacdo morfoldgica, envolvendo a observagdo de células

vegetativas, esporos e cristais sob microscopia optica com contraste de fase (1.000x).

Para a formulac&o da suspenséo bacteriana utilizada nos ensaios, cada isolado
foi cultivado em placas de Petri com meio LB enriquecido de sais e, apds 72 horas, 0
conteudo bacteriano da placa de Petri foi transferido, com auxilio de alca de platina,
para tubos Falcon com 20,0 mL de capacidade contendo 10 mL de agua deionizada
autoclavada. O conteudo do tubo foi homogeneizado com o auxilio de agitador para
tubo tipo vortex até a completa dissolucdo do pélete. A suspensédo resultante foi
observada em cémara de Neubauer e ajustada para a concentracdo de 3E+10
esporos/mL. Apds ajustada, as suspensdes foram mantidas sob refrigeracdo a ~8 °C
no escuro, por 24 horas, momento em que foi realizado o tratamento de sementes da

soja.

Tabela 1. Tratamentos utilizados nos experimentos conduzidos com soja cv. NA 5909

RG em casa de vegetacado e campo, safra 2021/22. Jaboticabal e Guaira, SP.

Dose (100kg de

Tratamento Descricéao Concentracéao sementes)
Controle Controle com nematoides
Bt 04 Bacillus thuringiensis 3E+10 150 mL
indiana esporos/mL
Bt 34 B. thuringiensis dendrolimus 3E+10 150 mL
T04 A0O1 esporos/mL
Bt 48 B. thuringiensis monterrey 3E+10 150 mL
esporos/mL
Bt 102 B. thuringiensis Br 52 — solo 3E+10 150 mL
esporos/mL
Presence® B. subtilis e B. licheniformis  1£411 UFC/g 150 g
Avicta 500 FS® abamectina 500,0 g/L 125 mL

Controle n/ inoculado* Controle ndo tratado e nao
inoculado com nematoides

*Controle ndo inoculado utilizado apenas nos experimentos em casa de vegetacao.

3.2. Experimento em casa de vegetacao

Os experimentos foram conduzidos no periodo de dezembro de 2021 a abril de

2022, em condicbes de casa de vegetacdo, do LabNema (Laboratério de
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Nematologia), no Departamento de Ciéncias da Produgéo Agricola (Fitossanidade),
da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV), Universidade Estadual
Paulista, Julio de Mesquita Filho, Campus de Jaboticabal, Sdo Paulo, Brasil
(21°14°27.8"S 48°17°20.1"W). A temperatura no periodo foi: méxima de 30,4 °C;
minima de 19,2 °C; média de 23,86 °C.

Em experimentos distintos, os efeitos dos tratamentos foram avaliados para
duas espécies de nematoides, M. javanica e H. glycines. Além disso, os ensaios foram
conduzidos em duplicata, com intervalo de 30 dias entre as datas de implantag&o. A
aplicacado dos produtos foi realizada via tratamento de sementes da soja, que foi

conduzida até a fase de senescéncia da cultura.

3.2.1. Origem e manipulacdo das populacdes de Meloidogyne javanica e
Heterodera glycines

A populacgéo original de M. javanica foi obtida a partir de raizes naturalmente
infectadas de quiabeiro, no municipio de Piacatu, SP. A identificacdo da espécie de
M. javanica foi realizada com base em caracteristicas morfolégicas da regiao perineal
das fémeas (Taylor e Netscher, 1974), da regido labial dos machos (Eisenback e
Hirschmann, 1981), e por meio de fenotipagem isoenzimatica para esterase
(Esbenshade e Triantaphyllou, 1985).

A populacéo de M. javanica foi mantida em plantas de tomateiro do tipo ‘Santa
Cruz Kada’ e quiabeiro ‘Santa Cruz 47, cultivadas em casa de vegetagdo no
Laboratorio de Nematologia (LabNema) até a véspera da instalacdo do experimento.
A extracdo dos nematoides das raizes foi realizada no LabNema, sob trituracdo das
raizes com hipoclorito de sédio (NaOCI) a 0,5% (Boneti e Ferraz, 1981), seguido de

flutuacdo em centrifuga em solucédo de sacarose (Coolen e D’herde, 1972).

A populacgéo original de H. glycines foi coletada em raizes de soja naturalmente
infestadas na regido de Guaira, SP. A identificacdo da espécie H. glycines foi realizada
com base na analise de caracteres morfologicos de fémeas adultas, comparando-as
com as descricoes detalhadas por Burrows e Stone (1985). A populacdo de NCS
obtida foi posteriormente mantida em plantas de soja cultivadas em casa de vegetacao

no LabNema até a véspera da instalagéo do experimento.
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Ovos e J2 de H. glycines foram extraidos das raizes conforme Coolen e
D’Herde (1972). Os cistos de NCS foram extraidos seguindo a metodologia proposta
por Shepherd (1986). Todas as populacdes de nematoides foram estimadas com o

auxilio de camara de Peters em microscopio Optico.

3.2.2. Desenho e instalacdo do experimento em casa de vegetacao

Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado
(DIC) em vasos, preenchidos com substrato autoclavado, composto por areia, terra e
esterco bovino na proporcéo de 4:1:1. O substrato foi preparado e autoclavado por
duas horas a ~127 °C e pressdo de + 1,5 kgf.cm2. Foram utilizados vasos de
polietiieno, com capacidade para 10 litros, para o experimento com M. javanica,
enquanto para H. glycines, utilizou-se vasos de ceramica, com capacidade para 8
litros.

A suspenséao bacteriana de cada isolado com 24 horas a partir do preparo, foi
inoculada em 50 g de sementes de soja, nas concentracdes e doses conforme
apresentado na Tabela 1. Abamectina (Avicta 500 FS®) e Bacillus subtilis
FMCHO002(DSM32155) + Bacillus licheniformis FMCH001(DSM32154) (Presence®)
foram utilizados com comparativos comerciais. Além disso, foram incluidos dois

tratamentos controle, com e sem a inoculagcdo de nematoides.

Apoés o tratamento, as sementes foram semeadas nos vasos em até duas
horas. Em cada vaso, foram semeadas 6 sementes de soja e, apds 12 dias, as duas
plantas menos vigorosas de cada vaso foram descartadas. As plantas remanescentes
foram inoculadas individualmente com 5 mL de suspenséao, contendo 5 mil ovos e J2

de cada espécie de nematoide.

Quatro plantas de tomateiro ‘Santa Cruz Kada’ foram inoculadas para verificar
a viabilidade do in6culo de M. javanica. ApGs a inoculacdo, palha de gramado foi
depositada, recobrindo o solo dos vasos, visando a conservagao da umidade e
temperatura. Cada tratamento contou inicialmente com 10 vasos, com 4 plantas cada.
Cada planta foi considerada uma unidade experimental. A soja foi mantida sob
irrigagdo manual, de acordo com a demanda hidrica. Os tratos culturais, como o

controle de pragas e doencas, foram realizados conforme a demanda da cultura.
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3.2.3. Avaliagdes do experimento em casa de vegetagéao

Aos 12 dias apos a semeadura (DAS) foi realizada a avaliacdo de emergéncia
(%), sendo considerada as plantulas de soja completamente emergidas por
tratamento. Aos 42 e 82 dias apds a semeadura da soja, 3 vasos de cada tratamento
foram retirados para avaliagoes destrutivas. Em cada planta do vaso foram medidas
a altura até a ultima gema apical (altura; cm), massa fresca das partes aéreas (MFPA,
g), diametro do caule, na altura da base (diametro, mm) e massa fresca das raizes
(MFR).

As raizes foram separadas das partes aéreas e armazenadas em camara fria
(8-10 °C) por até 15 dias, até o momento da extracdo dos nematoides. Anteriormente
a extracao, as raizes foram cuidadosamente lavadas em agua parada, retirando-se o
excesso de solo, para entdo ser avaliada a massa fresca das raizes (MFR). As
extracbes dos nematoides das raizes foram realizadas conforme a metodologia
supracitada para cada espécie, e a populacdo final dos nematoides estimada em
camara de Peters com auxilio de um microscopio Optico. Foram estimados a
guantidade de ovos e J2 e, com isso, obteve-se também a quantidade de ovos + J2 e
ovos + J2 / g de raizes. No experimento com H. glycines, também foram coletadas
amostras de solo de cada vaso para a estimativa do niumero de cistos viaveis e

inviaveis, conforme metodologia supracitada.

A produtividade da soja foi avaliada aos 110 DAS, época em que atingiu a
maturidade fisioldgica da cultura. Para isso, as plantas contidas nos 4 vasos restantes
de cada tratamento foram individualmente debulhadas e os grdos obtidos foram
pesados. Com isso, foi estimada a produtividade em sacas/ha (saca = 60 kg),
considerando um estande de 300 mil plantas por hectare, conforme recomendado

para a cultivar.

3.3. Experimento em campo

O experimento foi conduzido no periodo de novembro de 2021 a fevereiro de
2022, em condi¢cdes de campo, na Fazenda Barcelona, Municipio de Guaira, Séao
Paulo, Brasil (20°27'17.1"S 48°19'05.4"W). A temperatura no periodo foi: maxima de
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30,65 °C; minima de 19,66 °C; média de 25,16 °C. A precipitacdo mensal média do

periodo foi de 85,5 mm.

O local de realizacdo do experimento foi escolhido com base no historico de
alta infestacdo de nematoides, com predominancia de H. glycines, M. javanica, M.
incognita e P. brachyurus. A espécie do nematoide das lesdes radiculares (P.
brachyurus) foi identificada por meio dos caracteres morfolégicos de fémeas adultas,
com base em chave taxondmica proposta por Castillo e Vovlas (2007). As demais
espécies tiveram a identidade confirmada conforme descrito na sessédo 3.2.1. desde

capitulo.

3.3.1. Desenho e instalacdo do experimento em campo

O experimento foi conduzido em Delineamento em Blocos Casualizados (DBC),
com 7 tratamentos e 6 blocos (repeticbes). A soja foi tratada 12 horas antes da
semeadura, conforme Tabela 1, e mantida sob condi¢des refrigeradas a ~8°C no
escuro até a utilizacdo. O plantio foi realizado sobre area previamente semeada de
soja. A soja em estadio V2, semeada pelo produtor, foi desbastada e um novo sulco
de semeadura foi aberto, seguindo a linha de plantio, de modo a reutilizar a adubacao
e o alinhamento conforme realizado previamente pelo produtor. Cada parcela foi
composta por 4 linhas, com 6 m de comprimento e espacamento de 0,5 m entre linhas,
compreendendo 12 m2 por parcela. A semeadura foi realizada manualmente, de forma

a depositar 16 sementes por metro linear.

3.3.2. Avaliagcdes do experimento em campo

Foram realizadas avaliacdes de emergéncia (12 dias apos a semeadura (DAS),
de desenvolvimento vegetal (aos 42 DAS e 82 DAS) e de produtividade (aos 110
DAS). Para a avaliacao de emergéncia, foram quantificadas as plantas emergidas por
linha e, entédo, calculado o percentual de plantas emergidas/m linear para cada
parcela. Para as avaliacdes de desenvolvimento vegetal, em cada planta foi medido a
MFPA (N=12; g), MFR (N=12; g), Altura da planta (N=30; cm) e Diametro do caule
(N=30; mm).
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As avaliagbes nematoldgicas foram realizadas coletando-se das duas linhas
laterais de cada parcela, 3 subamostras. Em cada ponto, foram coletadas de duas a
trés plantas, além do solo e raizes na profundidade de 0-20cm, com o auxilio de uma
pa de corte. As 3 subamostras formaram uma amostra composta, da qual, foram
avaliados a populagdo de nematoides em 10 g de raizes e em 100 cm? de solo. O
material coletado no campo foi armazenado em sacos plasticos, devidamente
identificados e encaminhados para o LabNema. Todo o material foi armazenado sob

resfriamento a ~8°C por até 15 dias para a avaliagao.

Os nematoides foram extraidos do solo e raizes, e observados em camara de
Peters para identificacdo e quantificacdo. As extracbes e quantificacbes dos
nematoides foram realizadas conforme descrito na sessao 3.2.1. Foram estimados o
ndamero de ovos, J2 (juvenis de segundo estadio) e a soma ovos + J2 para cada
espécie de nematoide, além disso, foi calculado o somatdrio total de ovos e J2 das
diferentes espécies para cada época em solo e raizes. Para H. glycines, também foi

guantificado o numero de cistos viaveis e inviaveis em 100 cm?3 solo.

3.4. Andlise de dados dos experimentos

Para a andlise estatistica, os dados foram submetidos ao teste de normalidade
dos residuos (Shapiro-Wilk a 5% de significancia) e homogeneidade de variancias
(ONeill e Mathews a 5% de significancia). Uma analise exploratéria também foi
realizada visando a identificagdo e remocgéao de possiveis “outliers”. Também, quando
necesséario, os dados foram transformados em +(x + 0,5), no caso de variaveis
nematologicas e Log(x + 0,5), em caso de variaveis de desenvolvimento vegetal e
produtividade. Em casos de transformacao dos dados, foram apresentadas as médias
originais. Com os pressupostos atendidos, os dados foram submetidos a anélise de
variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey, a 10% de probabilidade.
Todas as analises foram realizadas no software R Core Team (2020).
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4. RESULTADOS

4.1. Experimento em casa de vegetacéao

No experimento em casa de vegetacao foi avaliado os efeitos dos tratamentos
com B. thuringiensis aos 42 e 82 DAS para as espécies de M. javanica e H. glycines.
Aos 42 DAS, observou-se que os tratamentos ndo apresentaram efeito significativo
na supressao de M. javanica, seja para ovos, J2, ovos + J2 e ovos + J2/g de raizes
(Tabela 2). No entanto, para H. glycines, observou-se que os tratamentos Bt 34,
reduziu a populacdo comparado ao Bt 48, mas ndo se diferenciou dos demais,
incluindo o Presence® (P=0,0469) (Tabela 3). Para J2, o isolado Bt 04 e Controle c/
Hg foram os que apresentaram os maiores valores, diferindo do tratamento Presence®
(P=0,024). Para as variaveis ovos + J2, ovos + J2 / g de raizes e cistos, ndo foram

detectadas diferencas.

Tabela 2. Parametros populacionais de Meloidogyne javanica em soja cv. NA 5909
RG aos 42 dias apés semeadura (DAS) sob diferentes tratamentos de sementes em

condicOes de casa de vegetacao. Jaboticabal SP, safra 2021/22.

Meloidogyne javanica - 42 DAS

Tratamento Ovos J2 Ovos +J2 Ovos +J2/g de raizes
Avicta® 367 72 430 4

Bt04 349 81 426 4

Bt34 335 75 425 4

Bt48 394 72 455 3

Bt102 337 79 406 3

Controle ¢/ M; 411 95 510 4

Presen Ce® 333 64 392 3

P valor 0,987 0,414 0,985 0,978

CV % 52,3 43,7 47,2 449

* Dados transformados em (x + 0,5). As médias apresentadas correspondem aos valores originais,
sem transformacéo. Letras diferentes na coluna indicam diferenca entre os tratamentos de acordo com
Tukey (0,1). CV% = Coeficiente de variacdo. FR obtido no padréo de inéculo tomateiro ‘Santa Cruz
Kada’ =1,1.
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Tabela 3. Parametros populacionais de Heterodera glycines em soja cv. NA 5909 RG
aos 42 dias apd6s semeadura (DAS) sob diferentes tratamentos de sementes em

condicOes de casa de vegetacao. Jaboticabal SP, safra 2021/22.

Heterodera glycines — 42 DAS

Tratamento Ovos J2 Ovos +J2 Ovos + J2/g de raizes Cistos
Avicta® 392 ab 123 ab 600 33 118
Bt04 246 ab 207 a 453 25 91
Bt34 193 b 162 ab 412 23 120
Bt48 527 a 162 ab 709 46 93
Bt102 372 ab 172 ab 543 32 162
Controle c/ Hg 328 ab 208 a 649 50 126
Presence® 169 b 98 b 399 22 82

P valor 0,0469 0,024 0,428 0,104 0,162
CV % 46,9 34,0 39,2 40,2 46,1

* Dados transformados em \(x + 0,5). As médias apresentadas correspondem aos valores originais,
sem transformacéo. Letras diferentes na coluna indicam diferenca entre os tratamentos de acordo com
Tukey (0,1). CV% = Coeficiente de variacéo.

Nos tratamentos avaliados aos 82 DAS, foi observado diferenga nas variaveis
ovos e ovos + J2/g de raizes entres os tratamentos testados para a supressao de M.
javanica (Tabela 4). Tanto para ovos (P=0,051) quanto para ovos + J2/g de raizes
(P=0,094), observou-se que o tratamento Bt 34 foi o0 que apresentou maiores reducdes
populacionais, comparado a testemunha. Os demais tratamentos ndo apresentaram

diferenca para J2 e ovos + J2 de M. javanica.

Para H. glycines, observou-se que os tratamentos Bt 04, Bt 34, Bt 48 e Bt 102,
apresentaram menor numero de ovos comparados a testemunha (P=0,002),
reduzindo em até 49,1% a média de ovos (Tabela 5). O tratamento Bt 102, com a
menor média, também se diferenciou do tratamento Avicta® para essa variavel.
Também foi verificado diferengca na soma ovos + J2 e ovos + J2/ g de raizes, em que
os tratamentos Bt 34 e Bt 102 apresentaram menores meédias comparados a
testemunha, com reducdo de até 36,8 e 49,2% da populacdo, respectivamente

(P=0,027). Nao foram verificadas diferencas entre as médias de J2 e de cistos.
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Tabela 4. Parametros populacionais de Meloidogyne javanica em soja cv. NA 5909

RG aos 82 dias apds semeadura (DAS) sob diferentes tratamentos de sementes em

condicOes de casa de vegetacao. Jaboticabal SP, safra 2021/22.

Meloidogyne javanica — 82 DAS

Tratamento Ovos J2 Ovos +J2 Ovos + J2/g de raizes
Avicta® 685 ab 140 824 66 ab
Bt04 513 ab 123 636 60 ab
Bt34 360 b 179 539 45 b
Bt48 810 ab 154 964 78 ab
Bt102 444 ab 121 564 52 ab
Controle c/ Mj 849 a 141 990 94 a
Presence® 667 ab 125 774 63 ab
P valor 0,051 0,944 0,156 0,094

CV% 35,5 47,7 33,2 33,7

* Dados transformados em (x + 0,5). As médias apresentadas correspondem aos valores originais,

sem transformacdo. Letras diferentes na coluna indicam diferenca entre os tratamentos de acordo com

Tukey (0,1). CV% = Coeficiente de variagdo. FR obtido no padrdo de indculo tomateiro ‘Santa Cruz

Kada’ = 12,6.

Tabela 5. Parametros populacionais de Heterodera glycines em soja cv. NA 5909 RG

aos 82 dias apd6s semeadura (DAS) sob diferentes tratamentos de sementes em

condicOes de casa de vegetacao. Jaboticabal SP, safra 2021/22.

Heterodera glycines — 82 DAS

Tratamento Ovos J2 Ovos +J2 Ovos + J2/g de raizes Cistos
Avicta® 1322 ab 440 1761 ab 200 ab 507
Bt04 879 bc 527 1406 ab 164 ab 347
Bt34 883 bc 382 1265 b 128 b 340
Bt48 1122 abc 565 1687 ab 21 ab 513
Bt102 735 c 472 1207 b 134 b 328
Controle c/ Hg 1445 a 464 1909 252 476
Presence® 1272 ab 300 1571 ab 175 ab 506
P valor 0,002 0,407 0,027 0,003 0,852
CV % 25,2 34,8 20,8 24,0 72,6

* Dados transformados em (x + 0,5). As médias apresentadas correspondem aos valores originais,

sem transformacéo. Letras diferentes na coluna indicam diferenca entre os tratamentos de acordo com

Tukey (0,1). CV% = Coeficiente de variacao.
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Os efeitos dos tratamentos de sementes também foram avaliados nas
caracteristicas de desenvolvimento da soja nas diferentes épocas. No experimento
com M. javanica aos 42 DAS (Tabela 6), observou-se que o tratamento Bt 102,
proporcionou a maior emergéncia das plantulas de soja, comparado ao tratamento
com Avicta®, mas ndo se diferenciou dos demais tratamentos (P=0,059). Com relacéo
a Altura das plantas, observou-se que as maiores médias foram observada nos
tratamentos Bt 04 e Bt 34, diferindo-se dos tratamentos Presence® e Avicta®, esses
com as menores médias para essa variavel. Ndo foram verificadas diferencas entre

0s tratamentos para as variaveis MFPA, MFR e Diametro.

Tabela 6. Parametros de emergéncia de plantulas aos 12 dias apés semeadura (DAS)
e de desenvolvimento vegetativo da soja cv. NA 5909 RG aos 42 dias apos semeadura
(DAS) sob diferentes tratamentos de sementes. A soja foi cultivada em vasos em casa
de vegetacédo e inoculada com nematoide de galha. Jaboticabal SP, safra 2021/22.

Médias seguidas de letras diferentes na coluna diferem entre si (Tukey, 10%).

Meloidogyne javanica

12 DAS 42 DAS
Tratamento Emergéncia Altura MFPA MFR Diametro

(%) (cm) (@) (9) (mm)
Controle s/ Mj 90,8 ab 68,2 abc 36,7 15,6 6,2
Controle c/ Mj 87,5 ab 65,9 abc 38,9 15,0 5,8
Bt04 93,3 ab 74,5 a 33,3 12,4 5,9
Bt34 90,8 ab 72,2 a 314 17,3 5,9
Bt48 92,5 ab 71,3 ab 30,8 15,8 5,8
Bt102 95,0 a 65,0 abc 31,1 13,0 5,8
Presence® 86,7 ab 61,7 bc 31,8 16,6 6,0
Avicta® 81,7 b 59,8 c 34,5 16,1 58
P valor 0,059 <0,001 0,078 0,371 0,887
CV % 15,2 17,7 5,9 10,8 4,7

* Dados transformados em V(x + 0,5). As médias apresentadas correspondem aos valores originais,
sem transformacdo. Letras diferentes na coluna indicam diferenca entre os tratamentos de acordo com
Tukey (0,1). CV% = Coeficiente de variagdo. MFPA = massa fresca de partes aéreas. MFR — massa
fresca de raiz.

Aos 82 DAS, a soja inoculada com M. javanica (Tabela 7) ndo apresentou

diferenca entre os tratamentos para MFPA. No entanto, verificou-se que o tratamento

78



com Avicta®, apresentou a menor média de Altura das plantas, comparado aos demais
tratamentos (P<0,001). Para a varidvel MFR, observou-se menor média nos
tratamentos Bt 48, enquanto as maiores médias foram verificadas nos tratamentos Bt
34 e Presence® (P=0,038). O Presence® também resultou na maior média para
Diametro, diferindo-se do tratamento Bt 04 e Avicta® e controle ¢/ Mj (P=0,008). Com
relacdo a Produtividade, houve destaque para o tratamento Bt 48, que apresentou a
maior média, mas que nado se diferenciou dos tratamentos Bt 04, Bt 34, Bt 102 e
Avicta® (P=0,009). Em comparacdo a testemunha inoculada com M. javanica, Bt 48
produziu 12,8 sacas (768kg) a mais, o que corresponde a um aumento de 36,8%.

Tabela 7. Parametros de desenvolvimento vegetativo da soja cv. NA 5909 RG aos 82
dias apds semeadura (DAS) sob diferentes tratamentos de sementes. A soja foi
cultivada em vasos em casa de vegetagcdo e inoculada com nematoide de galha.
Jaboticabal SP, safra 2021/22.

Meloidogyne javanica

82 DAS 112 DAS

Tratamento  Altura MFPA  MFR Diametro Produtividade
(cm) ©) (©) (mm) sacas/ha
(kg/ha)

Controle s/ Mj 72,3 a 375 175 ab 5,9 ab 31,5(1890) b
Controle c/ Mj 69,3 a 336 170 ab 5,8 b 34,8 (2088) b
Bt04 69,3 a 37,7 175 ab 5,8 b 37,1(2226) ab
Bt34 75,8 a 39,2 20,6 a 6,2 ab 35,8(2148) ab
Bt48 71,0 a 36,1 14,6 b 6,2 ab 47,6 (2856) a
Bt102 69,5 a 34,7 18,7 ab 6,0 ab 36,0(2160) b
Presence® 70,7 a 404 195 a 6,5 a 34,5 (2070) b
Avicta® 59,1 b 34,8 15,9 ab 57 b 36,7 (2202) ab
P valor <0,001 0,294 0,038 0,008 0,009
CV % 15,5 28,4 16,1 13,2 8,7

* Dados transformados em Log(x + 0,5). As médias apresentadas correspondem aos valores originais,
sem transformacéo. Letras diferentes na coluna indicam diferenca entre os tratamentos de acordo com
Tukey (0,1). CV% = Coeficiente de variagcdo. MFPA = massa fresca de partes aéreas. MFR — massa

fresca de raiz.

A emergéncia das plantulas néao foi afetada pelos tratamentos realizados em
soja inoculada com H. glycines. No entanto, aos 42 DAS (Tabela 8), verificou-se que
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os tratamentos Bt 34, Bt 04, Bt 102 e Presence®, apresentaram as maiores médias,
diferindo-se do Avicta® (P<0,001). Com relacdo a MFPA, observou-se que Bt 34, Bt
102 e Presence® obtiveram as maiores médias, diferindo-se do tratamento Bt 48
(P=0,002). Com relagdo a MFR, o tratamento controle com Mj apresentou a menor
média entre os tratamentos, exceto quando comparado com Bt 48 (P<0,001). Para a
variavel diametro, o tratamento Presence® apresentou a maior média, diferindo-se

apenas da testemunha inoculada (P=0,091).

Tabela 8. Parametros de desenvolvimento vegetativo da soja cv. NA 5909 RG aos 82
dias apds semeadura (DAS) sob diferentes tratamentos de sementes. A soja foi
cultivada em vasos em casa de vegetacdo e inoculada com nematoide de cisto da
soja. Jaboticabal SP, safra 2021/22.

Heterodera glycines

10 DAS 42 DAS
Tratamento  gpergancia Altura MFPA MFR Diametro

(%) (cm) @) @) (mm)
Controle s/ Hg 92,0 37,0 ab 36,7 ab 14,7 a 4,8 ab
Controle c/ Hg 90,8 37,0 ab 389 ab 12,2 b 4,5 b
Bt04 91,7 38,4 a 333 ab 142 a 4,7 ab
Bt34 93,7 38,3 a 31,4 a 14,4 a 51 ab
Bt48 91,8 37,3 ab 30,8 b 13,7 ab 4,8 ab
Bt102 95,8 37,9 a 31,1 a 14,5 a 51 ab
Presence® 94,2 38,3 a 31,8 a 14,3 a 5,6 a
Avicta® 89,2 36,2 b 345 ab 14,7 a 5,0 ab
P valor 0,605 <0,001 0,002 <0,001 0,091
CV % 114 52 9,3 14,2 254

* Dados transformados em Log(x + 0,5). As médias apresentadas correspondem aos valores originais,
sem transformacdo. Letras diferentes na coluna indicam diferenca entre os tratamentos de acordo com
Tukey (0,1). CV% = Coeficiente de variagdo. MFPA = massa fresca de partes aéreas. MFR — massa

fresca de raiz.

Aos 82 DAS (Tabela 9), na soja inoculada com H. glycines, verificou-se que na
variavel Altura, os tratamentos Bt 04, Bt 34, Bt 48 e Presence®, apresentaram as
maiores médias, diferindo-se do controle néo inoculado e do Avicta® (P<0,001). O
tratamento Bt 34, também se destacou com a maior média na variavel MFR e Diametro
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(P=0,033; P =0,027), diferindo-se do controle inoculado com H. glycines. Com relacdo
a Produtividade, a maior média foi observada no tratamento Bt 48, mas que ndo se
diferenciou dos demais tratamentos, exceto quando comparado ao controle inoculado
com H. glycines, apresentando um incremento de 34,7%, equivalente a 7,6 sacas/ha
(456 kg/ha).

Tabela 9. Parametros de desenvolvimento vegetativo da soja cv. NA 5909 RG aos 82
dias apdés semeadura (DAS) sob diferentes tratamentos de sementes. A soja foi
cultivada em vasos em casa de vegetacdo e inoculada com nematoide de cisto da
soja. Jaboticabal SP, safra 2021/22.

Heterodera glycines

82 DAS 112 DAS
. Produtividade
Tratamento A('érli]r)a MFPA  MFR D'?nTme;ro sacas/ha
9) (9) (kg/ha)
Controle s/ Hg 47,5 bc 35,2 13,8 ab 51 ab 23,5(1410) ab
Controle ¢/ Hg 51,7 abc 37,1 133 b 5,2 b 21,9(1314) b
Bt04 61,0 a 37,1 146 ab 51 ab 24,2 (1452) ab
Bt34 57,6 a 39,5 18,1 a 55 a 27,6 (1656) ab
Bt48 58,9 a 38,9 14,7 ab 54 ab 29,5(1770) a
Bt102 55,0 ab 36,5 17,4 ab 54 ab 25,5(1530) ab
Presence® 59,3 a 38,1 15,2 ab 5,3 ab 26,6 (1596) ab
Avicta® 46,4 c 40,7 15,2 ab 52 ab 28,4 (1704) ab
P valor <0,001 0,711 0,033 0,026 0,044
CV % 5,2 8,9 16,1 13,3 27,4

* Dados transformados em Log(x + 0,5). As médias apresentadas correspondem aos valores originais,
sem transformacéo. Letras diferentes na coluna indicam diferenca entre os tratamentos de acordo com
Tukey (0,1). CV% = Coeficiente de variacdo. MFPA = massa fresca de partes aéreas. MFR — massa

fresca de raiz.

4.2. Experimento em campo

No experimento em campo foi avaliado os efeitos dos tratamentos de sementes
com B. thuringiensis aos 42 e 82 DAS na cultura da soja em area naturalmente
infestadas com diferentes nematoides. Para o nematoide de cisto (Tabela 10), aos 42

DAS observou-se diferenca estatistica apenas no numero de cistos viaveis, em que
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as menores médias foram obtidas nos tratamentos Bt 102 e Presence®, diferindo

apenas do controle (P=0,001).

Tabela 10. Populacédo de nematoide de cisto da soja, Heterodera glycines, em solo e
raizes de soja cv. NA 5909 RG sob diferentes tratamentos de sementes aos 42 e 82
dias apos semeadura (DAS). A soja foi cultivada em area naturalmente infestada com

nematoides no municipio de Guaira SP, safra 2021/22.

Heterodera glycines aos 42 DAS

10 g de raizes 100 cm2 de solo
Tratamento Ovos + Ovos Cistos Cistos
Ovos J2 J2 Ovos J2 +J2 viaveis inviaveis
Controle 27153 992 28145 17 59 76 68 a 61
Bt04 33473 920 34394 36 54 90 45  abc 73
Bt34 18138 569 18708 6 45 51 45  abc 66
Bt48 28518 956 29474 19 88 107 53 abc 98
Bt102 13460 460 13920 9 734 82 29 c 79
Presence® 23706 1091 24797 14 76 90 50 bc 89
Avicta® 20605 705 21310 19 54 73 53 ab 68
P valor 0,38 0,66 0,71 0,53 0,33 0,38 0,001 0,21
CV% 32,33 46,65 42,43 48,70 81,71 66,89 16,73 17,19
Heterodera glycines aos 82 DAS
10 g de raizes 100 cm2 de solo
Tratamento Ovos Ovos Cistos Cistos
Ovos J2 +J2 Ovos J2 +J2 viaveis inviaveis
Controle 24192 ab 8214 a 32406 213 363 575 184 a 58
Bt04 14688 b 3333 ab 18021 345 314 658 105 ab 71
Bt34 13817 b 8075 a 21892 198 450 648 119 ab 57
Bt48 16683 ab 6254 ab 22938 172 195 367 127 ab 129
Bt102 12604 b 2604 b 15208 395 429 824 82 b 69
Presence® 26192 ab 5463 ab 31654 150 425 575 123 ab 93
Avicta® 32739 a 3390 ab 36129 510 245 755 126 ab 67
P valor 0,010 0,022 0,18 0,80 0,82 0,79 0,09 0,13
CV% 24,1 35,0 17,5 62,1 49,1 5272 22,1 28,3

* Dados transformados em (x + 0,5). As médias apresentadas correspondem aos valores originais,
sem transformacdo. Letras diferentes na coluna indicam diferenca entre os tratamentos de acordo com

Tukey (0,1). CV% = Coeficiente de variacéo.

Aos 82 DAS, observou-se que os tratamentos Bt 04 e, Bt 34 e Bt 102,
resultaram nas menores médias de ovos de H. glycines nas raizes, diferindo-se do
tratamento Avicta® (P=0,010). Para a média de J2, Bt 102 manteve-se entre 0s que

resultam em menores médias também nas raizes, diferindo-se da testemunha (P=

82



0,022). Além disso, Bt 102 também resultou na menor média de cistos viaveis aos 82
DAS. Nesta variavel, observou-se que o isolado reduziu em média 55,4% da
populacao de cistos viaveis comparado a testemunha (P=0,09). Nao foram detectadas

diferencas entre as demais variaveis.

Ao avaliar o efeito dos tratamentos na populacdo de nematoides de galha
(Tabela 11), observou-se que, aos 42 DAS, Bt 04 apresentou a maior média de J2 nas
raizes, comparado ao tratamento Avicta® (p=0,03). Também foi detectado diferenca
no somatorio ovos + J2 nas raizes, em que o tratamento Bt 102 apresentou a menor
média, comparado ao tratamento Bt 04 e Controle. Ja aos 82 DAS, também foi
verificado diferencas no niumero de J2 nas raizes, sendo o Bt 102 o que apresentou
menor média, comparado ao Bt 48. No solo, Bt 48, Bt 04 e Controle, apresentaram as
menores médias de ovos, diferindo-se apenas de Avicta®. Ndo foram detectadas
diferencas nos demais variaveis nematoldgicas estudadas para essa espécie.

Tabela 11. Populacdo de nematoides de galha, Meloidogyne incognita e Meloidogyne
javanica em solo e raizes de soja cv. NA 5909 RG sob diferentes tratamentos de
sementes aos 42 e 82 dias apés semeadura (DAS). A soja foi cultivada em éarea

naturalmente infestada com nematoides no municipio de Guaira SP, safra 2021/22.

Meloidogyne javanica e M. incognita os 42 DAS

10 g de raizes 100 cm?3 de solo

Tratamento Ovos J2 Ovos +J2 J2 Ovos Ovos +J2
Controle 41431 1959 ab 43389 a 108 6 113
Bt04 54633 2083 a 56715 a 30 20 49
Bt34 27636 828 ab 28464 ab 23 3 26
Bt48 44741 1017 ab 45757 ab 54 6 60
Bt102 20818 843 ab 21661 b 86 8 94
Presence® 34263 1904 ab 36167 ab 79 2 82
Avicta® 32316 744 b 33060 ab 115 10 124
P valor 0,23 0,03 0,034 0,22 0,70 0,138
CV % 30,26 28,04 435 69,33 116,56 60,23
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Continuacéo tabela 11...
Meloidogyne javanica e M. incognita aos 82 DAS

10 g de raizes 100 cm3 de solo
Tratamento
Ovos J2 Ovos +J2 J2 Ovos Ovos +J2

Controle 43651 3500 ab 47151 1088 125 b 1213
Bt04 41667 2604 ab 44271 331 105 b 436
Bt34 54433 2217 ab 56650 725 219 ab 944
Bt48 49175 4096 a 53271 619 103 b 723
Bt102 40521 1354 b 41875 1035 344 ab 1379
Presence® 42192 3650 ab 45842 863 213 ab 1075
Avicta® 45417 3834 ab 49251 485 545 a 1030
P valor 0,910 0,070 0,154 0,37 0,01 0,354
CV % 24,07 27,29 24,67 48,81 53,10 41,83

* Dados transformados em (x + 0,5). As médias apresentadas correspondem aos valores originais,
sem transformacéo. Letras diferentes na coluna indicam diferenca entre os tratamentos de acordo com

Tukey (0,1). CV% = Coeficiente de variacao.

Tabela 12. Populacdo de nematoides das lesdes radiculares, Pratylenchus
brachyurus, em solo e raizes de soja cv. NA 5909 RG sob diferentes tratamentos de
sementes aos 42 e 82 dias apés semeadura (DAS). A soja foi cultivada em é&rea
naturalmente infestada com nematoides no municipio de Guaira SP, safra 2021/22.

Médias seguidas de letras diferentes na coluna diferem entre si (Tukey, 10%).

Pratylenchus brachyurus aos 42 DAS

10 g de raizes 100 cm3 de solo
Tratamento . Ovos + A Ovos +

Fémeas + Fémeas + Fémeas + Fémeas +

Ovos juvenis juvenis Ovos juvenis juvenis

Controle 42 425 467 4 4 9
Bt04 42 602 644 3 3 6
Bt34 41 249 291 10 5 15
Bt48 35 425 460 7 1 8
Bt102 25 248 273 5 1 6
Presence® 33 427 460 9 6 15
Avicta® 26 308 333 5 1 6
P valor 0,980 0,480 0,218 0,700 0,460 0,636
CV % 83,1 59,0 59,0 72,7 85,7 306,7
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Continuacéo tabela 12...

Pratylenchus brachyurus aos 82 DAS

10 g de raizes 100 cm® de solo
Tratamento Ovos + Ovos +

Fémeas + Fémeas + Fémeas + Fémeas +

Ovos juvenis juvenis Ovos juvenis juvenis

Controle 147 491 638 53 73 125
Bt04 210 732 941 55 93 148
Bt34 134 548 682 62 54 116
Bt48 203 724 927 30 57 88
Bt102 250 184 434 41 97 138
Presence® 178 512 690 68 90 158
Avicta® 128 449 578 50 60 109
P valor 0,840 0,830 0,932 0,770 0,890 0,634
CV % 64,6 97,6 56,6 1,0 54,8 49,4

* Dados transformados em (x + 0,5). As médias apresentadas correspondem aos valores originais,
sem transformacéo. Letras diferentes na coluna indicam diferenca entre os tratamentos de acordo com

Tukey (0,1). CV% = Coeficiente de variacao.

Os parametros de desenvolvimento da soja foram avaliados nas mesmas
épocas das avaliacdes nematoldgicas, exceto para a emergéncia das plantas, que foi
avaliado aos 15 DAS (Tabela 14). Todos os tratamentos tiveram efeito positivo para a
emergéncia das plantulas de soja, com destaque para o tratamento Bt 04 que diferiu

da testemunha, com 13,7% a mais de plantas emergidas (P=0,029).

Para o desenvolvimento das plantas aos 42 DAS (Tabela 14), observou-se que
os tratamentos, Bt 04, Bt 48, Bt 102 e Presence®, apresentaram as maiores médias
de MFPA e MFR, diferindo-se do Controle e Avicta®, com as menores médias
(P<0,001; P<0,001). Os tratamentos Bt 48 e Bt 102, apresentaram as maiores médias
de Altura, diferindo dos tratamentos Avicta® e Bt 34 (P<0,001). Para Diametro,
observou-se maior média nos tratamentos, Bt 34 e Bt 48, que diferiram dos
tratamentos Bt 102, seguido de Presence® e Avicta® com as menores médias
(P<0,001).
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Tabela 13. Populacéo total de nematoides em solo e raizes de soja cv. NA 5909 RG
sob diferentes tratamentos de sementes aos 42 e 82 dias apds semeadura (DAS). A
soja foi cultivada em area naturalmente infestada com nematoides no municipio de
Guaira SP, safra 2021/22.

Tratamento Total de nematoides* aos 42 DAS Total de nematoides* aos 82 DAS
10 g de raizes 100cm3 de solo 10 g de raizes 100cm?3 de solo
Controle 94421 a 184 80216 3073
Bt04 112696 a 118 63443 2670
Bt34 58330 ab 85 79357 2500
Bt48 100158 a 186 77338 2044
Bt102 44979 b 217 57768 3874
Presence® 76047 ab 188 78363 3706
Avicta® 70215 ab 197 86086 2806
P valor 0,021 0,430 0,670 0,440
CV % 20,9 43,0 21,0 27,1

*Média do total de ovos e J2 de Pratylenchus brachyurus, Meloidogyne javanica, M. incognita e
Heterodera glycines. Dados transformados em V(x + 0,5). As médias apresentadas correspondem aos
valores originais, sem transformacdo. Letras diferentes na coluna indicam diferenca entre os
tratamentos de acordo com Tukey (0,1). CV% = Coeficiente de variacéo.

Tabela 14. Parametros de emergéncia de plantulas aos 15 dias apds semeadura
(DAS) e de desenvolvimento vegetativo da soja cv. NA 5909 RG aos 42 dias apés
semeadura (DAS) sob diferentes tratamentos de sementes. A soja foi cultivada em
area naturalmente infestada com nematoides no municipio de Guaira SP, safra
2021/22.

15 DAS 42 DAS
Tratamento —

Emergéncia (%) MFPA (g) MFR (g) Altura (cm) Diametro (mm)
Controle 75,6 b 22,8 c 3,3 c 26,1 abc 4,8 bcd
Bt04 89,3 a 253 abc 4,0 ab 26,3 ab 51 abc
Bt34 81,4 ab 24,3 bc 3,5 bc 25,7 bc 51 a
Bt48 80,0 ab 27,1 ab 4,0 a 26,6 a 5,3 ab
Bt102 80,2 ab 27,5 a 4,1 a 26,5 a 4,7 cd
Presence® 81,7 ab 26,2 ab 3,7 abc 263 ab 4,5 d
Avicta® 80,7 ab 22,3 C 3,3 C 254 C 4.4 d
P valor 0,029 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
CV % 12,25 25,34 18,2 10,55 21,08

*Dados transformados em Log(x + 0,5). As médias apresentadas correspondem aos valores originais,
sem transformagdo. Letras diferentes na coluna indicam diferenca entre os tratamentos de acordo com
Tukey (0,1). CV% = Coeficiente de variagdo. MFPA = massa fresca de partes aéreas. MFR — massa

fresca de raiz.
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Ao verificar o efeito dos tratamentos no desenvolvimento da soja aos 82 DAS,
observou-se que os tratamentos Bt 04, Bt 34 e Bt 102 apresentaram as maiores
médias para MFPA, diferindo-se do controle (P=0,008). N&o foi verificado diferenca
entre os tratamentos para as médias de MFR. O tratamento Bt 34 resultou na maior
média para Altura diferindo-se dos demais tratamentos, exceto quando comparado ao
Bt 102, que também se diferenciou do tratamento Avicta® de Bt 04 (P<0,001). Com
relacdo ao Diametro, observou-se que os tratamentos Bt 34, Bt 48, Bt 102 e Avicta®,
apresentaram as maiores médias, diferindo-se dos tratamentos Controle e Presence®
(P<0,001).

Para o efeito dos tratamentos na produtividade da soja/ha (Figura 1), observou-
se que todos os tratamentos resultaram no incremento da produtividade em relacéo a
testemunha. Ainda, houve destaque para os tratamentos Bt 102, Bt 34, Bt 48, que
apresentaram as maiores médias, com até 11,2 saca/ha (696 kg/ha) a mais que o

controle, um aumento equivalente a 28,3% de produtividade.

Tabela 15. Parametros de desenvolvimento vegetativo da soja cv. NA 5909 RG sob
diferentes tratamentos de sementes aos 82 dias apds semeadura (DAS). A soja foi
cultivada em area naturalmente infestada com nematoides no municipio de Guaira
SP, safra 2021/22.

82 DAS

Tratamento A

MFPA (g) MFR (g) Altura (cm) Diametro (mm)
Controle 9,9 b 11,4 69,8 bc 8,0 b
Bt0O4 10,5 ab 11,3 67,0 c 8,5 ab
Bt34 11,4 a 11,1 74,8 a 9,0 a
Bt48 11,6 a 11,4 69,7 bc 9,0 a
Bt102 11,5 a 10,4 71,3 ab 91 a
Presence® 10,0 ab 10,4 69,1 bc 8,0 b
Avicta® 11,2 ab 10,9 66,8 c 9,0 a
P valor 0,008 0,64 <0,001 <0,001
CV % 7,3 38,08 19,94 18,7

*Dados transformados em Log(x + 0,5). As médias apresentadas correspondem aos valores originais,
sem transformacéo. Letras diferentes na coluna indicam diferenca entre os tratamentos de acordo com
Tukey (0,1). CV% = Coeficiente de variagdo. MFPA = massa fresca de partes aéreas. MFR = massa

fresca de raiz.
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Figura 1. Efeito dos tratamentos realizados via tratamento de sementes na
produtividade de soja cv. NA 5909 RG em sacas/ha (1 saca = 60kg) em area
naturalmente infestada com nematoides. Guaira SP, safra 2021/22. Médias seguidas
de letras diferentes na barra diferem entre si (Tukey, 0,1). CV% = 12,12%; P valor =
0,022.

5. DISCUSSAO

Os resultados obtidos nesse trabalho, de modo geral, mostraram que isolados
de B. thuringiensis podem suprimir a populacédo de nematoides e, ainda, incrementar
a produtividade da soja. O que torna esses organismos excelentes candidatos a
principios ativos de novos biodefensivos visando o manejo de nematoides. Bacillus
thuringiensis sédo conhecidos por sua multifuncionalidade, sdo bactérias amplamente
utilizadas no controle de insetos, principalmente para o controle de lepiddpteros
(Monnerat et al., 2007). No entanto, diversos trabalhos tém apontado sua eficiéncia
no controle de outros grupos de artrépodes como dipteros (Zubairu et al., 2022),
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coledpteros (Li et al., 2021), hemipteros e acaros (Cuatlayotl-Cottier et al., 2022). Ha
também estudos que associam a utilizacdo de B. thuringiensis e seus subprodutos,
no controle de fungos (Shrestha et al., 2015), bactérias (Park et al.,, 2008) e
nematoides (Kahn et al., 2021; Ravari e Moghaddam, 2015).

De acordo com os dados apresentados também foi possivel observar que,
dentre os isolados avaliados, ndo houve um Unico que se destacasse em todas as
caracteristicas e condi¢cOes avaliadas. Condi¢cdes ambientais, interagcdo com a planta,
pH do solo, comunidade de microrganismos e disponibilidade nutricional (Bastiaset
al., 2023; Compant et al., 2010), sdo alguns dos fatores que podem interferir na
expressao genética de cada isolado, afetando sua estabilidade de acdo. Ou seja, a
variacdo dos resultados obtidos nesse trabalho pode ser devido a interacdo entre os
fatores bioticos a abidticos de cada situacdo com o isolado testado. Portanto, estudos
avaliando os mesmos isolados contra essas e outras espécies de nematoides e sob
condicbes ambientais distintas sdo incentivados para confirmar a eficiéncia e

estabilidade dos resultados.

Os resultados em campo demonstraram que os isolados de Bt ndo foram
eficientes na supressao de P. brachyurus. Esse efeito pode estar relacionado a
elevada populacdo das espécies de Meloidogyne e Heterodera. Em caso de
populacdes mistas, a espécie mais adaptada tende a sobressair naguele habitat,
dificultando o estabelecimento de outras espécies, como ja observado para P.
brachyurus e M. javanica em soja (Ferraz, 1995). Esse efeito pode ter influenciado o
crescimento populacional natural de P. brachyurus, dificultando que os efeitos dos
tratamentos fossem detectados. A baixa eficiéncia dos isolados para essa espécie
também pode estar relacionada ao habito migrador da espécie, embora ndo haja na

literatura estudos que sustentem essa hipotese.

Ao avaliar a eficiéncia dos isolados no controle de M. javanica, tanto em casa
de vegetagao quanto em campo, observou-se que os tratamentos apresentaram efeito
menos evidente tal como foi para Heterodera, apenas com alguns resultados para a
reducdo de ovos e J2 em Bt 102 e Bt 34. Testes com a linhagem B. thuringiensis
dendrolimus T0O4 A001 demonstraram a capacidade de producdo de inclusbes

paraesporais bipiramidais, com a producdo de protoxinas de peso molecular de
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aproximadamente 130kDa e polipeptidios téxicos ou delta-endotoxina de 70kDa (Pinto
e Fiuza, 1998). Além disso, isolados de B. thuringiensis produtores da toxina Cry14 ja
foram reportados como capazes de reduzir em até 51% o numero de galhas de M.

javanica em tomate cultivado em casa de vegetacao (Ravari e Moghaddam, 2015).

O isolado Bt 102 (Br 52 — solo) também se destacou no controle populacional
de M. javanica, M. incognita e H. glycines, no entanto, ndo foram encontradas
informacbes a respeito das propriedades desse isolado. Os isolados Bt 04 (B.
thuringiensis indiana) e Bt 48 (B. thuringiensis monterrey) também apresentaram
algum efeito na supresséao de ovos de H. glycines. Bacillus thuringiensis indiana ja foi
reportado como produtor de CrylAb (Abdel-Razek et al., 2002), proteina conhecida
por suas propriedades toxicas a larvas de lepidopteros (Van Den Berg et al., 2013).
Trabalhos demonstraram que o nematoide de vida livre, C. elegans, exposto a
diferentes concentracdes de CrylAb teve reducdo significativa de crescimento e
reproducdo a medida que houve aumento da concentracdo da proteina (Hoss et al.,
2008). Entretanto, € importante ressaltar que, apesar de C. elegans ser um organismo
modelo para esse tipo de estudo, os efeitos podem nao se refletir em determinadas
espécies de nematoides parasitos de plantas, devido a presenca do estilete, 6rgédo
que pode funcionar com um filtro seletor na hora da ingestdo do alimento (Zhang et
al., 2012).

Os dados obtidos nesse trabalho, evidenciaram que Bt 34 apresentou eficiéncia
ainda maior na supressao de H. glycines, comparado ao M. javanica. As toxinas
produzidas por B. thuringiensis, apés ingeridas, podem resultar em danos em seu
sistema digestivo, diminuicdo da fertilidade e morte (Marroquin et al., 2000). Toxinas
Cry de até 140 kDa foram capazes de ser ingeridas por J2 de segundo estadio de M.
hapla, entretanto, os autores também notaram que a capacidade de captacdo das
proteinas é reduzida com o aumento da massa molecular das proteinas (Zhang et al.,
2012). O estilete do J2 de M. javanica pode ter entre 14 e 18 um, enquanto o de H.
glycines em torno de 21 a 25 um (Eisenback e Triantaphyllou, 1991; Handoo e
Subbotin, 2018). Desta forma, € possivel dizer que a maior eficiéncia de supressao de
H. glycines pode estar relacionada ao estilete maior, sendo mais suscetiveis a
ingestdo de toxinas de maior massa. Assim como, o estilete menor de M. javanica

pode ter limitado a eficiéncia de certos isolados devido ao tamanho de suas toxinas.
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Além das toxinas, B. thuringiensis também podem atuar por outras vias de
forma a auxiliar na supresséo da populacdo de nematoides. Espécies de Bacillus sédo
comumente conhecidas por sua eficiencia na supressdo de nematoides pela
capacidade de colonizacao do sistema radicular das plantas, além da competi¢cdo por
nutrientes, inducdo de resisténcia, producdo de enzimas liticas, formacéo de biofilmes
e reducado da atratividade dos nematoides (Ghahremani et al., 2020; LI et al., 2019;
Nascimento et al., 2022; Moghaddam et al., 2014). Algumas dessas caracteristicas,
também j& foram verificadas em cepas de B. thuringiensis (Gomaa, 2012; Takahashi
et al., 2014; Vidal-Quist et al., 2013), embora ainda ndo tenham sido associadas

diretamente ao controle de nematoides.

Os isolados de B. thuringiensis avaliados também se mostraram promissores
guanto a capacidade de promover o desenvolvimento das plantas e aumentar o
rendimento da soja. Espécies de Bacillus sdo reconhecidas como importantes
rizobactérias promotoras de crescimento vegetal (Nascimento et al., 2022; Xiang et
al., 2018). Dentre os mecanismos de promocao de crescimento de plantas conhecidos
para B. thuringiensis, tem-se: producéo de sideroforos, moléculas quelantes de ferro
tornando-o mais disponivel; producédo de acido indolacético (AlA), hormdnio promotor
de crescimento de raizes; producdo de ACC deaminase, enzima que reduz os niveis
de etileno; solubilizacdo de fésforo, tornando-o mais disponivel, dentre outros
mecanismos (Azizoglu, 2019; Raddadi et al., 2008).

N&o foram encontrados estudos que relacionam as linhagens Bt 34 (B.
thuringiensis dendrolimus TO4 A001), Bt 04 (B. thuringiensis indiana), Bt 48 (B.
thuringiensis monterrey) e Bt 102 (Br 52 — solo) a qualquer fator relacionado a
promocao de crescimento vegetal. No entanto, os dados desse trabalho suportam que
esses isolados podem promover o crescimento vegetal resultando em aumento direto
na produtividade, embora os mecanismos de promocdo de crescimento ainda

precisam ser esclarecidos.

Com base nas informacdes apresentadas nesse trabalho, foi possivel observar
gue os quatro isolados avaliados (Bt 04, Bt 34, Bt 48 e Bt 102), apresentaram
caracteristicas promissoras quanto a supressao de nematoides. No entanto, os efeitos

de Bt 34 e Bt 102 se mostraram mais estaveis aos longos dos experimentos com
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relacdo a supressdo das espécies de Meloidogyne e Heterodera. Quanto a
produtividade, além de Bt 34 e Bt 102, o isolado Bt 48 também apresentou bons

resultados no incremento de rendimento da soja.

No Brasil, a grande maioria dos bionematicidas sdo compostos por diferentes
espécies de Bacillus, no entanto B. thuringiensis ainda é subutilizado frente ao seu
potencial, visto que possui propriedades toxicas a nematoides somado a capacidade
de promocéao de crescimento vegetal. Os resultados desse trabalho demonstram o
potencial de cepas de B. thuringiensis como base para a formulagcéo de bioprodutos
visando o manejo e incremento da produtividade da cultura da soja. Entretando,
pesquisas voltadas para a caracterizacdo dos isolados quanto aos mecanismos de
promocao de crescimento, bem como, o modo de acdo em nematoides, s&o
necessarias para compreender as suas caracteristicas e assim, posiciona-las de

forma mais adequada.

6. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos nos experimentos em casa de vegetacao é
possivel concluir que Bt 34 (B. thuringiensis dendrolimus T04 A001) reduz o nimero
de ovos de M. javanica, enquanto Bt 102 (Br 52 — solo) e Bt 34 reduzem ovos de H.

glycines.

Em campo, € possivel concluir que os isolados Bt 34 e Bt 102 podem suprimir
a populacéo de Heterodera glycines, Meloidogyne javanica e Meloidogyne incognita,
sendo os efeitos de supressdo maiores em H. glycines. Nenhum isolado apresenta
eficiéncia na reducdo de Pratylenchus brachyurus em campo. Os isolados Bt 34, Bt
102 e Bt 48 (B. thuringiensis monterrey) propiciam aumento no desenvolvimento das

plantas e maior produtividade da soja.
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