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RESUMO

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

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



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

foram identificados como Bacillus velezensis.

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



ABSTRACT

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

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



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

were identied as Bacillus velezensis.

Keywords: biological control; bacillus; root-knot nematode; fusarium wilt; cotton.
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1 INTRODUCAO

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

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

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

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

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

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

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

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

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

de Bacillus selecionados.
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6 CONCLUSAO

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

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

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

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

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

Todos os isolados selecionados foram identificados como Bacillus velezensis.

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

produtos quimicos.
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