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RESUMO

Os nematoides-das-galhas, género Meloidogyne, causam prejuizos a agricultura, com
perdas estimadas em mais de 100 bilhdes de ddolares em todo mundo. O manejo
desses nematoides é um complicador para muitas culturas agricolas. Assim, ao longo
do tempo, muitos mecanismos foram adotados, a fim de minimizar os danos desses
fitopatdgenos, entre eles o controle biologico, além de outros. O objetivo deste
trabalho foi selecionar bactérias, para possivel controle biolégico de Meloidogyne
incognita e promogao de crescimento vegetal. Plantas de tomateiro Santa Cruz ‘Kada
Gigante’ foram inoculadas com esse nematoide a partir de uma populagao pura. Apés
60 dias, raizes dessas plantas foram processadas para obtencdo de juvenis de
segundo estadio (Jz2s). Cento e um isolados bacterianos foram inoculados em meio NB
(Nutrient Broth), incubados a 180 rpm por 72 h, até chegarem, aproximadamente, 108
unidades formadoras de colénias (UFC). Os testes in vitro foram realizados em trés
etapas, a primeira para selegdo de isolados com mortalidade igual ou a 50%. Na
segunda etapa foi utilizado nove isolados com de 10% de concentracédo da suspenséao
bacteriana, com avaliagbes as 24, 48 e 72 h, apds a inoculagéo), inoculando 100 J2
mL-'. Cinco isolados foram selecionados para uma terceira etapa, com sete
concentragodes (0; 2; 4; 7; 10; 15; 20%), adicionando-as em tubos de ensaio e depois,
uma suspensédo de 500 J2 mL", apés homogeneizagio, foram inoculados em placas
de Petri de 6 mm de didmetro sobre 12 g de areia silica esterilizada, com avaliagéo
realizada as 92 h, apds a inoculagdo. Todas as triagens seguiram um delineamento
experimental inteiramente casualizado, com quatro repeticdes em duplicata, tendo
como testemunhas, agua destilada e meio NB. As etapas in vivo foram divididas em
duas, a primeira para avaliacdo do controle do nematoide, apds 60 dias da inoculagao
de 1.000 J2 mL-'. Os tratamentos foram compostos de 5 e 15% da concentragdo da
suspensao bacteriana dos seguintes isolados: 195b, MAO7, 287a, 321b e 311a, tendo
como testemunha agua e meio NB. O segundo experimento foi composto pelos
mesmos tratamentos, nas mesmas concentracoes, para avaliagao de promocao de
crescimento vegetal, sem nematoides. As avaliagbes ocorreram apés 60 dias da
inoculagao, sendo as variaveis: nematoides por grama de raiz, altura da parte aérea,
massa fresca e massa seca da parte aérea, crescimento, massa fresca e massa seca
da raiz, aferidas. Os experimentos foram repetidos duas vezes, com quatro repeticoes

cada tratamento. O “screening” de toda a diversidade de bactérias finalizou com 14%



do total com mortalidade igual ou a 50% (20 isolados). Na segunda etapa cinco
isolados foram eficientes, em uma concentragcdo de 10% da suspensao bacteriana.
Esses resultaram com mortalidade acima de 80%, ja na terceira etapa, os cincos
isolados nas diferentes concentragdes atingiram mortalidade proxima de 100%. O
isolado 287a foi 0 mais promissor no experimento de controle do nematoide, este
demostrou ser um agente bacteriano potencial, para o controle de juvenis, tendo uma
baixa concentracdo de ovos + J2, quando comparado com as testemunhas nao
tratadas com bactérias. Os isolados testados promoveram crescimento vegetal, pois
as plantas inoculadas com bactérias cresceram mais que aquelas nao tratadas. Esses
resultados sao promissores, pois indicam que foi possivel selecionar isolados
potenciais para o controle biolégico de Meloidogyne incognita sob triagens in vitro e in

vivo. Outros estudos em condigdes de campo necessitam ser realizados.

Palavras-Chave: Bacillus; controle biolégico; Meloidogyne; Pseudomonas.



ABSTRACT

Root-knot nematodes, Meloidogyne, cause damage to agriculture, with losses
estimated at more than 100 billion dollars worldwide. The management of this
nematode is a complicating factor for many agricultural crops. Thus, over time, many
mechanisms were adopted in order to minimize the damage of these phytopathogens,
including biological control, among others. The objective of this research is to select
bacteria for possible biological control of Meloidogyne incognita and plant growth
promoting. Tomato plants Santa Cruz 'Kada Gigante' were inoculated with this
nematode from a pure population and after 60 days, roots of these plants were
processed to obtain second-stage juveniles (J2s). Hundred one bacterial isolates were
inoculated in NB medium (Nutrient Broth), incubated at 180 rpm for 72 h, with
approximately 108 colony-forming units (CFU). In vitro tests were performed in three
stages, the first for selecting isolates with mortality equal to or 50%. In the second
stage, nine isolates with 10% concentration of bacterial suspension were used, with
evaluations at 24, 48 and 72 h after inoculation), inoculating 100 J2 mL-". Five isolates
were selected for a third stage, with seven concentrations (0; 2; 4; 7; 10; 15; 20%,
evaluated at 92 h after inoculation), inoculating 500 J2 mL-! in Petri dishes 6 mm in
diameter on 12 g of sterile silica sand. All “screenings” followed a completely
randomized experimental design, with four replicates in duplicate, with distilled water
and NB medium as controls. The in vivo steps were divided into two, the first for
evaluating the control of the nematode, 60 days after inoculation of 1,000 J2 mL-'. The
treatments were composed of 5 and 15% of the bacterial suspension concentration of
the following isolates: 195b, MAQO7, 287a, 321b and 311a, with water and NB medium
as a control. The second experiment consisted of the same treatments, at the same
concentrations, to evaluate plant growth promotion without nematodes. The
evaluations took place 60 days after inoculation, and the variables were: nematodes
per gram of root, height of shoot, fresh mass and dry mass of shoot, growth, fresh
mass and dry mass of the root, measured. The experiments were repeated twice, with
four repetitions each treatment. The “screening” of all bacterial diversity ended with
14% of the total with mortality equal to or 50% (20 isolates). In the second step, five
isolates were efficient, at a concentration of 10% of the bacterial suspension. These
resulted with mortality above 80%, in the third stage, the five isolates at different

concentrations reached mortality close to 100%. Isolate 287a was the most promising



in the nematode control experiment, it proved to be a potential bacterial agent for the
control of juveniles, having a low concentration of eggs + J2 when compared to controls
not treated with bacteria. The tested isolates promoted plant growth, as plants
inoculated with bacteria grew more than untreated controls. These results are
promising, as they indicate that it was possible to select potential isolates for the
biological control of Meloidogyne incognita under in vitro and in vivo “screenings”.
Biochemical tests, metabolite stability, molecular identification and experiments under
field conditions with other agricultural crops need to be carried out.

Keywords: Bacillus; biological control; Meloidogyne; Pseudomonas.
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1 INTRODUGAO

Os fitonematoides causam perdas na agricultara mundial, principalmente o
nematoide-das-galhas, Meloidogyne Goldi, 1887 (Rhabditida: Meloidogynidae). As
espécies de Meloidogyne, induzem a formacéo de galhas, nas raizes de hortaligas,
fruteiras, soja, café, algodao, feijdo e outras (CARNEIRO et al., 2016). As perdas
anuais causadas por nematoides na agricultura sdo mais de 78-125 bilhdes de
dolares (SASSER; FRECKMAN, 1987; McCARTER, 2009). E para contornar este
problema, programas sustentaveis de manejo integrado de nematoides tem sido
implementado, utilizando agentes de biocontrole (MAZZUCHELLI; MAZZUCHELLI;
DE ARAUJO et al., 2020). Esses agentes estao divididos entre fungos e bactérias,
com destaque para o género Bacillus, que contempla 99% de todos os bionematicidas
bacterianos ja registrados no Brasil (AGROFIT, 2022).

No género Meloidogyne existem mais de 90 espécies descritas no mundo
(SUBBOTIN; WAEYENBERGE; MOENS, 2013), das quais, M. arenaria (Neal)
Chitwood, M. incognita (Kofoid; White) Chitwood, M. javanica (Treub) Chitwood e M.
hapla Chitwood, representam até 95% dos nematoides-das-galhas em solos
cultivados, dependendo da cultura (CARNEIRO et al., 2016). A espécie M. incognita
€ retratada como a mais importante economicamente, podendo ser encontrada em
regides de clima quente e temperado (KARSSEN; MOENS, 2013).

O manejo desses nematoides € muito complexo, portanto, o mais importante
antes de tudo é a prevencdo da entrada destes nas areas cultivaveis. Contudo, é
possivel implementar medidas de manejo, principalmente o controle quimico e
bioldgico. Esses podem ser aplicados por meio do tratamento de sementes, via sulco
ou rega (MACHADO, 2016; MACHADO et al., 2016).

O controle biolégico de nematoides por meio de bionematicidas cresceu em
torno de 35% no Brasil na safra 2019/20 (CULTIVAR, 2020). E utilizado em grandes
culturas como a soja, algodao, cana-de-agucar, milho e na hortifruticultura. Porém,
ainda existe uma demanda por novos microrganismos.

Os primeiros passos para obtencdo de microrganismos eficientes no
biocontrole de fitopatégenos é o isolamento no local da doenga e, apds varias triagens

in vitro e in vivo, previamente estabelecidas, utilizando métodos validados, é possivel
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selecionar as cepas mais eficientes para o desenvolvimento de bioprodutos (COTES
et al., 2019; KOHL et al., 2011; KOHL et al., 2019).

As bactérias do género Bacillus, Pasteuria e Pseudomonas sao aquelas que
mais se destacam no controle biolégico de nematoides (PACIFICO; ECKSTEIN;
BETTIOL et al., 2021; BISHOP et al., 2007; WANG et al., 2021). Essas atuam como
antagonistas e/ou promotores de crescimento vegetal (ENGELBRECHT et al., 2018;
FORGHANI; HAJIHASSANI, 2021; STIRLING, 2014).

Cepas especificas de Bacillus podem atuar no controle bioldgico de
nematoides. A titulo de exemplo ja foi constatado que B. subtilis, B. amylolichefaciens,
B. metthylotrophicus e B. pumilus sao antagonistas a Rotylenchulus reniformis, M.
incognita, M. javanica, Ditylenchus destructor, Aphelenchoides besseyi, M. hapla e M.
arenaria (CASTILLO et al., 2013; GENG et al., 2016; XIA et al., 2011; MA et al., 2013;
MOGHADDAM et al., 2014; LEE; KIM, 2016).

Diante disso, o objetivo deste estudo é selecionar isolados de bactérias para o

controle biologico de Meloidogyne incognita e na promogao do crescimento vegetal.
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2 REVISAO DE LITERATURA

21 Género Meloidogyne Goldi, 1887

O género Meloidogyne (GAoldi, 1892) pertence ao reino Animalia, filo Nematoda,
classe Chromadorea, subclasse Cromadoria, ordem Rhabditida, subordem
Tylenchina, infra-ordem Tylenchomorpha, superfamilia Tylenchoidea e familia
Meloidogynidae (BEZERRA et al., 2021; DE LEY; BLAXTER, 2004). Espécies deste
género de nematoide causam perdas econOmicas na agricultura e aquelas de maior
importancia para agricultura sdo Meloidogyne incognita (Kofoid; White) Chitwood, M.
javanica (Treub) Chitwood, M. arenaria (Neal) Chitwood e M. hapla Chitwood, M.
enterolobii Yang e Eisenback (= M. mayaguensis Rammah e Hirschman) (PINHEIRO,
2017; CARNEIRO et al., 2016).

No decorrer dos anos mais de 100 espécies do género Meloidogyne foram
descritas (HUNT; HADOO, 2009). Esse género de nematoide é caracterizado como
endoparasita sedentario (HUSSEY; JANSSEN, 2002) com relagdes de parasitismo
complexas com hospedeiros.

Nematoides do género Meloidogyne, na fase infecciosa (Jz2), parasitam a raiz
da planta, principalmente pela parte apical e se movem até o cilindro vascular, onde
induzem a formacgdo de células gigantes ou nutridoras (SIDDIQUE; GRUNDLER,
2018; MARHAVY et al., 2019). O citoplasma dessas células é denso com nucleos
multiplos, pequenos vacuolos, proliferagdo de plastidios, mitocéndrias, estruturas de
reticulo endoplasmatico e paredes celulares modificadas (SIDDIQUE; GRUNDLER,
2015). Esses nematoides modificam a alocagao de produtos fotossintéticos reduzindo
o crescimento e a produgdo de plantas (SIDDIQUE; GRUNDLER, 2018).

A principal resposta provocada pelo parasitismo por Meloidogyne séo as galhas
nas raizes das plantas. As células quando parasitadas pelo juvenil de segundo estadio
(J2) tornam-se multinucleadas ao serem submetidas a repetidas mitoses sem
citocinese. Assim, grandes modificacdes ocorrem nas células entre elas o grande
vacuolo central € substituido por pequenos vacuolos, o citoplasma aumenta em
volume e densidade, e a parede da célula é remodelada para formar crescimentos
internos elaborados. Os crescimentos da parede sdo locais de influxo de assimilados
na célula gigante, para atender as necessidades nutricionais do nematoide (HUSSEY;
GRUNDLER, 1998).
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O juvenil se desenvolve em uma fémea adulta globosa, que pode colocar em
média 400 a 500 ovos, reunidos em uma massa gelatinosa, podendo ser observada
na maioria das vezes, sobre a galha, mas em alguns casos fica no parénquima
cortical. No ovo ocorre o desenvolvimento embrionario do juvenil de primeiro estadio
(J1), passando para o segundo estadio ainda dentro do ovo. O juvenil de segundo
estadio (J2) eclode do ovo por agdo mecanica (movimento do estilete) e enzimatica
(quitinases produzidas nas glandulas esofagianas liberadas pelo seu estilete
(SIDDIQUE; GRUNDLER, 2015).

O J2 migra para o solo ou pode parasitar raizes préoximas, esse direcionamento
para as raizes é condicionado pelos exsudatos radiculares das plantas (BELL et al.,
2019). Quando encontram um hospedeiro suscetivel injetam substancias nas células
das raizes, levando a hipertrofia e a hiperplasia das células proximas de seu corpo,
tendo como resultado a formagao das células nutridoras (MOENS et al., 2009). O
processo continua com a formagao dos estadios Js e J4 e, por fim adulto (fémea ou
macho). O ciclo de vida destes nematoides pode ser influenciado pela temperatura,
umidade e planta hospedeira (TAYLOR; SASSER, 1983). As plantas quando
parasitadas por nematoides podem ou nao expressar sintomas, os mais comuns € o

menor crescimento das plantas, clorose e redugao do volume de enraizamento.

2.2 Bactérias no controle biolégico de nematoides

O controle biolégico de nematoides pode ser definido como a agao de um ou
mais organismos, para reducdo de popula¢cdes de nematoides ou na capacidade
destes em causar danos as plantas, sendo possivel acontecer naturalmente ou por
meio da manipulagdo do ambiente, do hospedeiro ou da teia alimentar do solo, pela
introdugao de antagonistas (BAKER; COOK, 1974).

Bactérias que ja foram identificadas por métodos moleculares e que passaram
por triagens para o controle bioldégico de nematoides n&o s&o patogénicas a animais
domésticos, humanos e plantas. Essas compdem diferentes grupos taxonémicos,
como Bacillus (Cohn), Pseudomonas (Migula), Serratia (Bizio), Streptomyces
(Waksman; Henrici), Burkholderia (Yabuuchi) e Paenibacillus (J bovis). No entanto, o
Brasil comercializa apenas bactérias do género Bacillus e Pasteuria (AGROFIT,
2022).
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As pesquisas estao registrando agcao de bactérias para diferentes géneros de
nematoides, mas as mais frequentes sao aquelas com foco em espécies do género
Meloidogyne, especialmente pela sua importédncia econémica. A bactéria Bacillus
firmus pode atuar no controle biolégico de Rotylenchulus reniformis e M. incognita
(CASTILLO et al., 2013; GENG et al., 2016); B. subtilis (M. javanica e Ditylenchus
destructor), B. amylolichefaciens (M. javanica e Aphelenchoides besseyi) (XIA et al.
2011), B. methylotrophicus (M. hapla) (MA et al., 2013), B. pumilus (M. javanica e M.
arenaria) (MOGHADDAM et al. (2014; LEE e KIM, 2016).

As bactérias do género Pseudomonas mais relatas com agado contra
nematoides sdo as espécies P. fluorescens, P. aeruginosa e P. putida, tendo como
alvos M. incognita, M. javanica, M. graminicola (SIDDIQUI et al., 2005; SIDDIQUI et
al., 2006; LUDWIG et al., 2013), M. incognita e M. javanica (ELBANNA et al., 2011;
SIDDIQUI; SHAUKAT, 2004), M. incognita e Radopholus similis (ELBANNA et al.,
2011), respectivamente.

O género Paenibacillus abriga duas as espécies P. polimyxa e P. lentimorbus
que ja foram estudadas no controle biolégico de M. incognita (SON et al., 2009).
Burkholderia sp., Serratia mascerans e Streptomyces avermitilis também
demostraram acdo contra o0 mesmo nematoide (MOHAMED et al., 2009;
JAYAKUMAR, 2009).

Além dessas, algumas outras bactérias sdo importantes no controle biologico
de nematoide, especialmente as do género Pasteuria, clado Bacillus-Clostridium
(CHARLES et al., 2005). A espécie P. penetrans ja foi relatada parasitando espécies
de Meloidogyne (SAYRE; STARR, 1985), e a espécie P. hartismeri confirmada como
parasita de M. ardenensis (BISHOP et al., 2007).

2.3 Género Bacillus Cohn, 1872

As bactérias do género Bacillus sao utilizadas amplamente no controle
biolégico de nematoides. Estas bactérias sdo Gram positivas, pertencem ao reino
Bacteria, sub-reino Posibacteria, filo Firmicutes, classe Bacilli, ordem Bacillales,
familia Bacillaceae e género Bacillus (CAVALIER-SMITH, 2002; GIBBONS e
MURRAY, 1978; PREVOT, 1953; FISCHER, 1895). Podem ser isoladas de &gua
doce, agua salgada, solo, plantas, animais e do ar, ou seja, estdo presentes em todos
os lugares na natureza (PIGNATELLI; MOYA, 2009).
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Além disso, as espécies de Bacillus formam uma estrutura de resisténcia
chamada de enddsporo, podendo sobreviver em ambientes quentes ou frios, acidos
ou alcalinos, ricos ou pobres em nutrientes, Umidos ou secos e até mesmo na
presenga de metais pesados ou alta concentragédo de sais (LOGAN; VOS, 2015).

Assim fica evidente que os Bacillus sao alternativas excelentes na composicao
de produtos biolégicos para o manejo de organismos patogénicos de plantas e que
habitam o solo, como, por exemplo, os nematoides. Os nematoides sdo os principais
patdgenos causadores de doengas em varias culturas de importancia econémica em
todo o mundo.

Estudos comprovaram que B. subtilis atua no controle de Meloidogyne spp. e
Pratylenchus zeae em cana-de-agucar (MORGADO et al, 2015) e que B.
methylotrophicus causa supresséo na populacédo de M. incognita e também aumento
na produtividade de tomateiro (ZHOU et al., 2016). Dessa forma, é possivel observar
que além do manejo de nematoides existe um beneficio l6gico na produtividade das
culturas.

A supressao de populagdes de nematoides ocorre pela produ¢cdo de moléculas
bioativas e metabdlitos secundarios produzidos pelas espécies de Bacillus e atrelado
a isso a produgao de enddsporos facilita a formulacédo de produtos com uma longa
vida de prateleira e também a possibilidade de longa sobrevivéncia no solo, tudo isso
colabora para que muitos nematicidas biolégicos no mundo sejam a base de Bacillus
spp. (ENGELBRECHT et al., 2018).

Além disso, dependendo da cepa de Bacillus pode ocorrer producdo de
antibidticos (SANSINENEA; ORTIZ, 2011), enzimas e metabdlitos com atividade
nematicida (ABBASI et al., 2014), colonizagéo das raizes das plantas (JAMAL et al.,
2017), promocéo de crescimento vegetal (ABBASI et al., 2014; LEE; KIM, 2016) e
pode ser encontrado na rizosfera da maioria das plantas (SANSINENEA; ORTIZ,
2011).

As espécies de Bacillus podem produzir metabdlitos secundarios, os quais,
exercem fungdes ecologicas importantes como, por exemplo, resisténcia sistémica e
promog¢ao de crescimento vegetal; atividades antimicrobianas; estimulagdo da
esporulagao; modulagcido da expressao génica; indugcdo da motilidade e formagao de
biofilmes e sinalizacdo e diversificagcdo (TYC et al., 2017)

A Food and Drug Administration (USFDA) deu aos Bacillus spp. o status de

bionematicidas seguros (USTA, 2013), pois sdo indcuos a humanos, animais e outros
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organismos que vivem no solo (GAO et al., 2016). Somando-se a isso, outras
caracteristicas também sao excelentes, como o rapido crescimento, o facil manuseio
e colonizagdo robusta da rizosfera (SARAF et al., 2014).

Os Bacillus spp. que ja foram estudados no controle biolégico de nematoides
tém alguns mecanismos de ag¢ao, porém ainda existe pouco conhecimento sobre a
totalidade desses mecanismos, sendo B. thuringiensis, B. megaterium e B.
nematocida sdo os mais compreendidos (HUANG et al., 2010; LI et al., 2015). As
enzimas proteases, quitinases, colagenases e lipases, também exercem agao contra
nematoides (CASTANEDA-ALVAREZ; ABALLAY, 2016).

Atividades nematicidas em relacao as enzimas sao pela composicao do corpo
do nematoide e também dos ovos serem de colageno e quitina, respectivamente. As
proteases podem hidrolisar ligagbes peptidicas e as quitinases as cadeias de
polissacaridios de N-acetil-D-glucosamina (CASTANEDA-ALVAREZ & ABALLAY,
2016). Ja colagenase pode atuar diretamente sobre a cuticula do corpo dos
nematoides, pois toda a extensao corporal destes € formada por colageno, assim as
colagenase tém um antagénico (CASTANEDA-ALVAREZ; ABALLAY, 2016;
ABALLAY et al., 2017).

Outra caracteristica muito importante dos Bacillus spp. € a promocado do
crescimento de plantas, no entanto nem todas as espécies de Bacillus possuem esse
mecanismo. A promogao de crescimento vegetal ocorre por meio da ag&o de auxinas
como o acido indolacético (AlA), giberilina e citocinina (LANNA-FILHO; FERRO;
PINHO, 2010).

Além disso, pode ocorrer a solubilizagado de fésforo e a producdo de acido
indolacético, promovendo o alongamento celular, consequentemente com o maior
tamanho da parte area e da raiz frente a plantas sem a bactéria (CONRATH et al.,
2015).

O nitrogénio pode ser transformado do estado indisponivel para a forma
disponivel de modo que as raizes das plantas consigam absorver o nitrogénio n&o
labil, contribuindo assim no crescimento das plantas, como ja relatado para algumas
espécies de Bacillus (LIU et al., 2016).

Além disso, algumas espécies de Bacillus podem produzir sideréforos, ou seja,
sequestram o ferro disponivel no solo, reduzem a forma férrica para a forma ferrosa,

podendo ser facilmente absorvido pelo sistema radicular das plantas (DERTZ,
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STINTZI, RAYMOND, 2006), tal caracteristica € essencial para bactérias

competidoras.

2.4 Género Pseudomonas Migula, 1894

As espécies de Pseudomonas Migula estdo entre os microrganismos mais
estudados e adequados para biotecnologia agricola. Essas bactérias englobam
espécies de interesse fitopatologico, médico e ambiental (KORSHUNOVA et al.,
2021). Taxonomicamente pertencem ao reino Bacteria, sub-reino Negibacteria, classe
Proteobacteria, ordem Gammaproteobacteria, familia Pseudomonadales e género
Pseudomonas (CAVALIER-SMITH, 2002; GARRITY et al., 2005; ORLA-JENSEN,
1921; WINSLOW et al., 1917; MIGULA, 1894).

Algumas cepas de espécies de Pseudomonas podem colonizar a rizosfera em
alta densidade, competir com outros microorganismos com sucesso e produzir
metabdlitos secundarios com poderosa atividade antifungica, como 2,4-
diacetilfloroglucinol (Phl). Phl € um antimicrobiano de amplo espectro produzido por
uma variedade de Pseudomonas fluorescens e outras espécies, tem atividade
biolégica contra uma variedade de patdgenos de plantas fungicos e bacterianos
(MORRISSEY et al., 2004).

Outros atributos como, por exemplo, sintese de metabdlitos antimicrobianos de
diferentes estruturas (fenazinas, cianeto de hidrogénio, amoénia, biossurfactantes)
(CHEN et al., 2017; MONNIER et al., 2018), indugcdo de sistemas de defesa nas
plantas pela produgéo de substancias como acidos salicilico e jasménico, sideroforos,
lipopolissacarideos, compostos orgéanicos volateis (cetonas, pirazinas e compostos
contendo enxofre, além de outras substancias (KORSHUNOVA et al., 2021) e também
sintese de enzimas liticas (quitinases, glucanases, peptidases), que hidrolisam
quitina, beta glucanas e proteinas, resulta na supressao direta do crescimento e
desenvolvimento do patdgeno ou na liberagédo de indutores endégenos secundarios
de resisténcia (oligossacarideos, quitosana) (KORSHUNOVA et al., 2021).

Além disso, algumas cepas de Pseudomonas podem produzir 2,4-
diacetilfoloroglucinol, metaloproteinase alcalina AprA, dimetil-dissulfeto, 2-nonanona,
2-octanona, acetato de (Z) -hexen-1-ol e 2-undecanona (SIDDIQUI, HAAS; HEEB,
2005; SIDDIQUI; SHAUKAT, 2003; ZHAI et al., 2018)
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A supressao de nematoides por espécies de Pseudomonas tem amplo relato
para muitas espécies de nematoides, entre eles o0s nematoides-das-galhas.
Experimentos com Pseudomonas fragi Sneb1990 cepa endofitica (WANG et al., 2021)
in vitro, casa de vegetagdo e em campo relatam a supressao de M. incognita pela
producao do peptideo flagelina, tendo como efeito secundario a promogao de
crescimento em tomateiro.

P. protegens cepa Sneb1997 foi constatada como um novo agente de controle
bioldgico, pois os resultados foram promissores com a mortalidade de J2, efeitos
ovicidas e supressao na reproducao de M. incognita em estudos de laboratério, casa
de vegetacdo e experimentos por dois anos em condigbes de campo (ZHAO et al.,
2021).

A espécie P. pudita cepa 1A00316 isolada de solo antartico tem efeitos
nematicidas na eclosdo e mortalidade de J2 de M. incognita. Essa espécie produz
compostos organicos volateis (COVs), entre eles dimetil-dissulfeto, 2-nonanona, 2-
octanona, (Z) -hexen-1-ol acetato e 2-undecanona, com ag&o nematicida direta sobre
J2, além disso outros dois compostos: 1-undeceno e 1-(eteniloxi)-octadecano inibiram
a eclosao de J2 por efeito fumigante (ZHAI et al., 2018). Porém, outros estudos em
casa de vegetacdo e condicbes de campo necessitam ser realizados para
entendimento do comportamento desta bactéria e seu potencial como agente de
controle biologico.

A espécie P. fluorescens CHAO em condigbes de casa de vegetagao suprimiu
a reprodugdao de M. incognita em plantas de tomate e soja, essa reducgédo foi
significativa, quando comparado com o nematicida carbofurano e outras cepas da
mesma especie. O mecanismo de biocontrole relatado para esta cepa foi a producgao
de protease AprA, uma enzima extracelular (SIDDIQUI; HAAS; HEEB, 2005;
SIDDIQUI; SHAHID SHAUKAT, 2003).

Uma espécie, provavelmente, P. lini, uma cepa endofitica foi relatada como um
novo possivel agente de biocontrole de Fusarium oxysporum e Botrytis cinerea e de
M. incognita na cultura do orégano em condigdes aridas (Africa), com altos teores de
sais ndao soédicos e aluminio. Além disso, a cepa atua na fixagdo nitrogénio,
solubilizacdo de fésforo, producido de AlA, sideréforos com efeitos de promocéo de
crescimento em tomateiro (MUNOZ TORRES et al., 2021).

A espécie P. simiae MB751 isolada de campos de vinhedo foi testada contra J2

de M. incognita. Foi constatado que a cepa desta espécie produz um dipeptideo ciclico
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Cyclo (L-Pro-L-Leu) com efeito nematicida, além disso, a cepa promoveu o
crescimento e resisténcia sistémica em tomate (SUN et al., 2021). No entanto, para
ser considerada como um agente de biocontrole necessita passar por testes rigorosos
em condi¢des de campo.

Portanto, sabe-se que as espécies de Pseudomonas sao bactérias Gram-
negativas e muitas como, por exemplo, P. aeruginosa, P. fluorescens, P. protegens e
P. chlororaphis atuam como agentes de biocontrole, suprimindo a populagdo de
diversos grupos de patdogenos que habitam o solo, incluindo oomicetos fungicos,
bacterianos e alguns nematoides parasitas de plantas, por exemplo, espécies do

género Meloidogyne.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Localizagao dos experimentos

A pesquisa foi desenvolvida nas dependéncias do Departamento de Protecéo
Vegetal — Faculdade de Ciéncias Agronémicas — Universidade Estadual Paulista “Julio
de Mesquita Filho” na cidade Botucatu, Sao Paulo, Brasil e no Laboratério de Controle
Biologico do Centro avangado de Pesquisa em Protegcao de Plantas e Saude Animal
(CAPSA) do Instituto Biolégico, Campinas, Sdo Paulo, Brasil.

3.2 Preparo de substrato e in6culo de Meloidogyne incognita

Um substrato composto por uma mistura de terra, areia e material organico na
proporcao 1:2:1 foi esterilizado por 1 h a 121 °C e apds resfriamento natural, foi
adicionado em vasos plasticos (20 x 20 x 17 cm) com capacidade para 5 litros. O
transplantio de mudas de tomateiro ‘Santa Cruz Kada Gigante’ foi realizado com 30
dias apdés a emergéncia (BCH 25-35) e apds cinco dias, essas plantas foram
inoculadas com Meloidogyne incognita com uma populagéo de 4.000 ovos + J2 mL™.
O ajuste populacional foi realizado por meio de um microscopio o6tico [Leica
MICROSYSTEMS, modelo DM750 (leica-microsystems.com] com auxilio de uma
ldamina de Peters (SOUTHEY, 1970). A inoculagdo de 1mL da suspensdo do
nematoide por planta foi realizada em dois orificios de 3 £ 1 cm de profundidade
proximos a base do caule das plantas, em lados opostos. Os vasos foram mantidos
em casa de vegetacao e as plantas foram irrigadas diariamente, mantendo o solo na

capacidade de campo (60—70%) por 60 dias.

3.3 Obtencao dos juvenis

Ap0ds 60 dias da inoculagao, os ovos de M. incognita foram extraidos das raizes
do tomateiro, utilizando para isso uma solugao de hipoclorito de sédio a 0,5% e um
liquidificador na menor rotagéo por 40 segundos. A suspenséo extraida foi vertida em
peneiras de 250, 47 e 25 ym sobrepostas, com lavagens sucessivas, utilizando agua
de torneira. Com essa suspensao de ovos foram preparadas camaras de eclosao,

segundo a metodologia descrita por Whitehead e Hermming (1965), em que se utiliza
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recipientes rasos e uma peneira coberta de papel absorvente e adicido da suspenséao
de ovos, mantida em camara de temperatura controlada a 27 + 2 °C. Apds 24 horas
de incubacgao, a primeira suspenséao foi recolhida cuidadosamente e os eventuais J2s
foram descartados. As suspensdes depois de 48 horas de incubagdo, foram
recolhidas e utilizadas nos bioensaios. Esse processo de recolhimento se repetiu a
cada 24 horas, se estendendo até 10 dias. O processo de montagem de camaras de
eclosao e recolhimento de J2 foi repetido em todas as etapas da pesquisa (I, II, lll e
IV), aproximadamente 309.400 J2 de M. incognita foram utilizados durante o estudo.

3.4 Obtencao dos isolados bacterianos

Cento e um isolados de bactérias oriundos da colegdo de microrganismos do
Laboratério de Controle biolégico do Centro Avangado de Pesquisa em Protecao de
Plantas e Saude Animal (CAPSA) do Instituto Biolégico foram estudados. A colegao
encontrava-se preservada (criopreservagao). Os isolados de bactérias foram
inoculados em meio NB (Nutrient Broth) previamente esterilizado (20 minutos a 121 £
2 °C) e, posteriormente levados para incubagcédo sobre uma mesa agitadora orbital a
180 rpm por 72 horas, até atingirem aproximadamente 108 unidades formadoras de

colonias (UFC). Esses processos foram repetidos em todas as etapas da pesquisa.

3.5 Etapal - “Screening” in vitro

O “screening” da primeira etapa foi realizado em delineamento inteiramente
casualizado com quatro repeti¢cdes, em duplicata, tendo como testemunhas, agua
destilada esterilizada e meio NB. Durante os bioensaio foram utilizadas placas de Petri
de seis mm de diametro, contendo 12 g de areia silica (0,5 a 1,0 mm), em cada uma
delas, previamente esterilizadas por 20 minutos a 121 + 2 °C

Suspensbes de J2s com 1.000 uL do nematoide com 24 h de vida foram
inoculadas nas placas Petri e logo apés uma suspensao bacteriana de 1.000 pL foi
adicionada. As placas foram seladas com plastico filme (PVC) e acondicionadas em
camara de temperatura controlada (25 £ 2 °C) por 24 horas, ap0s esse periodo a areia
de cada placa foi lavada com agua de torneira sobre peneiras de 420 e 25 um,
sobrepostas. A suspensao retida na peneira de 25 pym foi recolhida com um auxilio de

uma pipeta de Pasteur, pipetando 500 uL por vez até completar 2.000 uL. A partir
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deste volume, foi utilizado 1.000 pL para observagao e avaliagcdo em laminas de
Peters, adicionou-se 12 uyL de NaOH a 1 M (XIANG; LAWRENCE, 2016). A
confirmacéo da mortalidade foi por meio da observacado de nematoides com formato
retilineo e sem movimento apds a adigdo de NaOH. O percentual de mortalidade de

J2 foi calculado a partir da férmula abaixo:

Nm
Mortalidade (%) = Nee X 100 (1)

Onde, Nm é o numero de nematoides mortos e Nte € o nuUmero de nematoides total

depois da inoculagdo, apos 24 horas de exposicado a suspensio bacteriana.

3.6 Etapa Il - Mortalidade de Meloidogyne incognita x tempo

Apoés todo o processo de “screening” da primeira etapa, os dados foram
computados e a mortalidade para cada isolado foi calculada. Desta forma, foi possivel
selecionar 09 isolados (311a, 321b, MAO7, 287a, 195b, CB01, 388b, 268, Cromo NA),
que resultaram com uma mortalidade igual ou maior a 50%. Um novo “screening” in
vitro foi planejado com o objetivo de selecionar os isolados mais promissores com uma
concentragao de 10% da suspensao bacteriana em trés tempos diferentes (24, 48, 72
h). O delineamento experimental seguiu da mesma forma descrita na etapa |.
Suspenséo de J2 e dos isolados foram adicionadas em tubos de ensaio com aliquotas
de 1.800 pL e de 200 uL, respectivamente. Apés homogeneizagao os 2.000 uL finais
foram transferidos para placas de Petri, conforme a metodologia descrita na etapa |.
As placas de Petri foram seladas com plastico filme (PVC) e acondicionadas a 25 + 2

°C. A obtencédo dos J2s e as avaliagdes foram conforme descrito na secéo 3.5.1

3.7 Etapa lll - Concentragoes letais

A partir da etapa anterior cinco isolados (311a, 321b, MAQ7, 287a e 195b) foram
selecionados como os mais promissores. E um novo bioensaio foi programado com o
objetivo de avaliar a mortalidade do J2 com sete concentragbes da suspensao
bacteriana dos isolados selecionados, utilizando uma populagdo de 500 J2/mL-".
Assim, um delineamento inteiramente casualizado com seis repeticdes, em duplicata,
foi instalado com as seguintes concentragdes: 1) 1.000 yL de agua destilada e 1.000

ML da suspensao de J2 (0%); 2) 40 uL suspensao bacteriana + 1.960 yL da suspensao
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de J2 (2%); 3) 80 + 1.920 (4%); 4) 140 + 1.860 uL (7%); 5) 200 + 1.800 uL (10%); 6)
300 + 1.700 pL (15%); 7) 400 + 1.600 pL (20%), respectivamente. As suspensdes
foram adicionadas em tubos de ensaio de 15 mL. Apés homogeneizagao os 2.000 pL
finais foram transferidos para placas de Petri, conforme a metodologia escrita na etapa
I. Ap6s 92 h da inoculagdo dos J2s foi conforme descrito na se¢do 3.5.1, com a

avaliacdo da mortalidade.

3.8 Etapa IV — experimentos in vivo

3.8.1 Controle in vivo de Meloidogyne incognita

Esta etapa foi composta de um experimento em delineamento inteiramente
casualizado para avaliagao do controle in vivo de M. incognita. O ensaio foi realizado
com os seguintes isolados: 311a, 321b, MAQ7, 287a e 195b, cada isolado foi testado
nas concentragcdes de 5 e 15% da suspensédo bacteriana (T1-agua; T2-5%-NB; T3-
15%-NB; T4-311a-5%; T5-287a-5%; T6-321b-5%; T7-MAQ07-5%; T8-195b-5%; T9-
311a-15%; T10-287a-15%; T11-321b-15%; T12-MA07-15% e T13-195b-15%),
totalizando 13 tratamentos, incluindo trés testemunhas, com quatro repeticdes, em
duplicata. Plantas de tomateiro cv. Santa Cruz com 28 dias apds a semeadura, foram
transplantadas para vasos de 5 L (20 x 20 x 17 cm) sobre um substrato composto de
solo, areia e esterco (1:2:1). Apos o processo de transplantio foi realizada a inoculagéo
de 1.000 J2s do nematoide, em dois orificios equidistantes com 2 + 3 cm de
profundidade, ao lado de cada planta. Logo apds a inoculagdo dos nematoides foi
realizada a inoculagdo das bactérias, com suas respectivas concentragcdes, cada
planta recebeu 20 mL de cada concentracdo para cada tratamento. As plantas nao

receberam adubacéo mineral.

3.8.2 Promocao de crescimento vegetal

A promogéao de crescimento vegetal foi realizada por meio de um experimento
em delineamento inteiramente casualizado, com 13 tratamentos e quatro repeticoes,
em duplicata, com os seguintes isolados (311a, 321b, MAQO7, 287a e 195b) nas
mesmas concentracdes do experimento de controle de nematoides. No entanto, as

plantas neste experimento ndo foram inoculadas com nematoides, receberam apenas
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os 20 mL das concentracdes de cada isolado de bactéria. As plantas de tomate foram
transplantadas para vasos de 5L (20 x 20 x 17 cm) sobre um substrato composto de
solo, areia e esterco (1:2:1). Apds o transplantio, foi aplicado os tratamentos: (T1-
agua; T2-5%-NB; T3-15%-NB; T4-311a-5%; T5-287a-5%; T6-321b-5%; T7-MAQ7-5%;
T8-195b-5%; T9-311a-15%; T10-287a-15%; T11-321b-15%; T12-MA07-15% e T13-

195b-15%). As plantas nao receberam adubag¢ao mineral.

3.9 Avaliagées nematoldgicas e vegetativas

As avaliacbes foram realizadas aos 60 dias apds a inoculacédo, com a retirada
das plantas e suas respectivas raizes. As raizes foram retiradas dos vasos e lavadas
cuidadosamente e depois seguiu-se com a extragcao de nematoides, utilizando 250 mL
de solugao de hipoclorito de sédio a 0,5% e um liquidificador na menor rotagao por 30
segundos. A suspensdo resultante foi vertida sobre peneiras de 250 e 25 pm,
sobrepostas, recolhendo-se a suspensao da peneira de 25 pym. A quantidade de ovos
+ J2 por grama de raiz (NGR) foi obtida por meio de contagem em Iaminas de Peters
em microscépio com aumento de 10x. As demais variaveis como altura da parte aérea
(APA), comprimento da raiz (CR), diametro do caule (DC) em centimetros, massa
fresca da parte aérea (MFPA), massa seca da parte aérea (MSPA), massa fresca da
raiz (MFR) e massa fresca seca da raiz (MSR) em gramas, foram aferidas tanto no
experimento de controle de nematoides como também no experimento de promog¢ao
de crescimento vegetal, exceto MSR do experimento de controle de nematoide, pois
a raiz foi completamente processada para extracdo de nematoides. As raizes foram
cortadas em pedacos de cerca de 1,0 cm de comprimento, trituradas em liquidificador
(600 W) por 30 segundos, com solugéo de agua e hipoclorito de sédio a 0,5%. O
material obtido foi passado em peneiras 42 ym e 25 um, sobrepostas, 0os ovos e Jzs
retidos na peneira de 25 ym foram recolhidos com auxilio de pisseta com agua
(BONETI; FERRAZ, 1981), a contagem foi em lamina de Peters, sob um aumento de
10x em microscopio 6tico.

As etapas de seleg¢ao de bactérias para obtencao de isolados promissores no
manejo bioldgico de nematoides parasitas de plantas, especialmente os nematoides-
das-galhas (Meloidogyne incognita) seguiram as metodologias apresentadas na
secao 3. Assim, foi possivel elaborar um fluxograma detalhado e ilustrativo de todas

etapas realizadas, essas foram idealizadas para atender uma representatividade das
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condigdes mais préximas do habitat dos nematoides (1, Il, 111). Além disso, todas etapas
sdo simples e executaveis, podendo ser aplicadas para todos os géneros de

nematoides parasitas de plantas na fase de juvenil infectante (J2) (Figura 1).

Figura 1 — Fluxograma das etapas de selegdo de bactérias para controle

biolégico de nematoides-das-galhas (Meloidogyne sp.)
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1 etapa= “screening” in vitro utilizando areia silica (12g por placa) e 1 mL da suspengao
de nematoides (100 J2), 1 mL da suspensdo bacterina de 101 isolados (72 horas de
crescimento); 2 etapa = segundo “screening” in vitro utilizando 09 isolados sob
concentragcao de 10% da suspensao bacterina em trés tempos (24, 48 e 72 h); 3 etapa
= terceiro “screening” utilizando apenas cinco isolados em diferentes concentragdes
(0; 2;4; 7;10; 15 e 20%) com avaliacéo realizada apds 92 h; 4 etapa = “screening” in
vivo com cinco isolados (311a, 321b, MAQ7, 287a e 195b) sob uma concentracéo de
5 e 15% [(13 tratamentos (trés testemunhas — agua, 5 e 15% de NB)]; avaliagdo do
controle de nematoides (ovos + J2) e promog&o de crescimento vegetal (tomate cv.
Santa Cruz) apés 60 dias da inoculagao do (nematoide + isolados) e dos (isolados
sem nematoides), respetivamente.

3.10 Analise estatistica

Na primeira etapa foi calculada a mortalidade de J2 de M. incognita e a
quantidade de isolados, para representacao grafica em termos percentuais. Ja os
dados da segunda etapa e terceira, foram analisados com base na teoria dos modelos
lineares generalizados e extensdées (MCCULLAGH; NELDER, 1989). Desse modo,
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para a etapa Il, ajustou-se o modelo quase-binomial, para as propor¢des de
mortalidade, utilizando a fungcdo de ligagdo probit, porque os dados mostraram
superdispersdo (DEMETRIO; HINDE; MORAL, 2014). As comparagdes foram por
meio do teste Tukey, utilizando as bibliotecas “emmeans” e “multcomp”. As médias
foram consideradas diferentes estatisticamente, quando o p < 0,05 e n&o significativas
p > 0,05.

Na terceira etapa, a variavel resposta propor¢ao de mortalidade foi modelada,
utilizando o modelo quase-binomial com fun¢do de ligacdo logit. Calculou-se as
estimativas de concentracdes letais (CLso e CL7o) e seus intervalos de confianga com
95% de confianga (ICg5) com o auxilio da biblioteca “MASS”, utilizando método delta.

Para verificar a qualidade de ajuste Il e lll, utilizou-se o grafico semi-normal de
probabilidades com envelope simulado foi utilizado para verificar a adequagao dos
modelos ajustados, usando a biblioteca “hnp” (MORAL; HINDE; DEMETRIO, 2017).

Os dados obtidos na etapa |V, inicialmente, foram analisados quanto as
pressuposi¢cdes de homogeneidade de variancias, empregando o teste de Bartlett e
normalidade dos residuos, por meio do teste de Shapiro-Wilk. A partir desta avaliagao,
constatou-se que, apenas, os dados das variaveis APA, MFPA, MSPA seguiriam as
pressuposicoes relatadas anteriormente, para isso foi realizado transformacao box-
cox, quando necessario. No entanto, as variaveis CR, DC e NGR nao seguiam as
pressuposi¢cdes de homogeneidade de variancias e normalidade de residuos, sendo
utilizado, portanto, o teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis (p=0,05). As demais
médias foram comparadas, pelo teste de Duncan (p=0,05). As analises das etapas II,
[l e IV foram feitas no software R (R CORE TEAM, 2018).
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4 RESULTADOS

4.1 Etapal- “Screening” in vitro

A diversidade de bactérias, que foram submetidas a primeira etapa resultou em
86% de isolados, com mortalidade de J2 abaixo ou igual a 50%. Essa
representatividade € composta de 87 isolados com percentuais de mortalidade
variando de (0-10; 11-20; 21-30; 31-40 e 41-50%). Entre as variagdes de
mortalidade, aquela com menor percentual de representagao de isolados esta em 41—

40%, ou seja, apenas sete isolados (Figura 2).

Figura 2 — Porcentagens de mortalidade de J2 e de isolados testados

% Isolados % Mortalidade
29% 4%

m0-10%

m11-20%
m21-30%
m31-40%
m41-50%
m 51-60%
161-70%
m71-80%

Mortalidade de J2 de Meloidogyne incognita apos 24 horas, em areia silica a 25 + 2 °C.

A selecédo de bactérias para segunda etapa levou em consideragdao aquelas
que causaram mortalidade acima de 50% dos J2s de M. incognita (14% dos isolados
testados). Esses 14% representam um total de 20 isolados, mas apenas 9% (09
isolados) (Figura 2) prosseguiram para segunda etapa, pela possibilidade de
realizacdo de estudos em diferentes tempos e concentragdes de suspengao

bacteriana.
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4.2 Etapa Il - Mortalidade de Meloidogyne incognita x tempo

A mortalidade de J2 apds 24, 48 e 72 horas de exposicdo a suspencgao
bacteriana de cinco isolados na concentragdo de 10% (195b; 287a; MAQ7; 321b;
311a) foi melhor ajustada pelo modelo quase-binomial, tendo no maximo 0,96% de

pontos fora do envelope de simulacao (Figura 3).

Figura 3 — Ajuste do modelo-quase binomial para mortalidade de J2 (isolados x

tempo)
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Pela andlise estatistica por meio do teste de Tukey (p < 0,05) foi constatado
que houve diferencgas estatisticas na mortalidade de Jz, entre os isolados e entre os
tempos de exposigéo (Figura 4).

A mortalidade de J2 pelo isolado 195b foi crescente apds 24, 48 e 72 horas,
sendo o tempo de 72 h, com o maior percentual de nematoides mortos (p < 0,05)
(Figura 4A).

Os efeitos na mortalidade de J2 com a inoculagao do isolado 287a foi diferente
apos 72 h (p < 0,05), sendo que os tempos de 24 e 48 h, ndo diferem estatisticamente
(p > 0,05) (Figura 4B).

O isolado 311a causou uma maior mortalidade, apds 72 h, (p < 0,05) (Figura 4C),
nao diferindo dos de 24 e 48 h.
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Figura 4 — Mortalidade de J2 de Meloidogyne incognita apos 24, 48 e 72 horas
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A= isolado 195b; B= 287a; C= 311a; D= 321b; E= MAQ7; F= comparacéo entre isolados com 24, 48 e
72 h, ap6s a inoculagdo com uma concentracédo de 10% da suspenséo bacteriana. Médias seguidas de
mesma letra nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05).

Os efeitos de horas sobre a mortalidade de J2, com a inoculagdo do isolado
321b nao foi diferente estatisticamente as 24 e 48 h (p > 0,05), porém apds 72 h, os
efeitos foram significativos (p < 0,05) (Figura 4D).

Ja com o isolado MAQO7 a mortalidade de J2 apresentou diferengas (p < 0,05)
para os trés tempos avaliados, no entanto a maior mortalidade ocorreu apds 72 h, da

inoculacao.
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A mortalidade de J2, apds 24 h, foram maiores nos isolados 195b, 287a e MAQ7
(p > 0,05). Apds 72 h, a mortalidade foi maior nos tratamentos com os isolados 195b
e MAQ7 (p > 0,05), diferindo estatisticamente em relagédo a 321b (p < 0,05).

4.3 Etapa lll - Concentragoes x mortalidade de Meloidogyne incognita

A mortalidade de J2de M. incognita com diferentes concentragdes dos isolados
bacterianos, foram melhor ajustadas, estatisticamente, pelo modelo quase-binomial,
com menos de 5% de pontos fora do envelope de simulagdo (Figura 5).

Figura 5 — Ajuste do modelo quase-binomial para mortalidade de J2 de

Meloidogyne incognita
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Os pontos s&o os dados obtidos durante o experimento de diferentes concentragdes (0-20%) da
suspensao bacteriana e mortalidade de J2 de M. incognita apds 92 horas, a uma temperatura de 25 °C.

As estimativas das CLso e CL7o foram plotadas em graficos, sendo o eixo ‘y’ o
percentual de mortalidade de J2 e 0 eixo ‘X’ as concentragdes testadas e as linhas
tracejadas em direcdo a linha nado tracejada identificam a mortalidade versus a

concentragao letal (Figura 6).
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Figura 6 — Mortalidade de J2 de Meloidogyne incognita (%) e estimativas de CLso

e CL7o (%)
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Isolados 311a (A); 287a (B); 321b (C); MAO7 (B) e 195b (D). As setas indicadas sdo referéncias das
concentragoes letais (CLso e ClL7o0) de mortalidade do nematoide apds 92 horas de exposi¢gdo a uma
temperatura de 25 °C.

O isolado MAOQ7 ficou com a menor concentragao da suspengao bacteriana no
percentual de mortalidade de 50 e 70% da populacédo de J2 do nematoide, portanto,
diferente estatisticamente dos demais isolados com base nos intervalos de confiancga
(Tabela 1). Na CL7o o mesmo isolado causou a mortalidade de 70% de J2 do

nematoide com 9,26% de concentragdo da suspensao bacterina (Figura 6)
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Tabela 1 —Intervalos de confianga (IC), inferior e superior, com 95% de confianga

para cinco isolados testados na mortalidade de J2 de M. incognita apés 92 horas

a25°

ICs0 IC70
Isolado
Inferior superior inferior superior
311a 10,86 12,48 13,57 15,60
287a 9,73 11,19 12,16 13,07
321b 11,88 13,67 14,84 17,10
MAO7 6,87 7,94 8,58 9,92
195b 10,73 12,34 13,41 15,42

*Médias de CLso e CL70 acompanhadas de intervalos de confianga (ICinferior € ICsuperior) Nd0 diferem entre
si com base na sobreposigao destes intervalos.

O isolado 287a € o segundo com as menores concentragées para Clso
(10,46%) e CL70(13,08%) (Figura 6), ficando atras somente do isolado MAO7. A CLso
para o isolado 287a é de 3,06% maior que o isolado MAO7 e 2,32% menor quando
comparado com o isolado 321b (12,78%), esse com a maior concentracéo estimada
entre os cinco isolados.

A CLr7o do isolado 287a também foi estimada como a segunda menor (13,08%),
porém sem diferencga estatistica entre os isolados (311a, 321b €195b) com base nos
intervalos de confianga. Enquanto isso, a CL7o do isolado 321b foi a maior (15,97%),

uma porcentagem préxima da maior concentragao testada (20%) (Figura 6).

4.4 Etapa IV — Experimentos in vivo

4.41 Controle in vivo de Meloidogyne incognita

O experimento in vivo com uma populagéo de 1.000 Jz2/planta de M. incognita
e diferentes isolados de bactérias com concentragdes de 5 e 15% inoculados em
tomateiro cv. Santa Cruz, com avaliagao realizada apos 60 dias, resultaram em
valores que nao seguiram normalidade e homoscedasticidade, sendo submetidos ao
teste ndo-paramétrico (Kruskal-Wallis). Os tratamentos foram ranqueados de acordo

com seus valores de ranks (Figura 7) dados pela analise estatistica ndo-paramétrica.
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Figura 7 — Nematoides por grama de raiz (NGR) ovos + J2 aos 60 dias apés a

inoculagao de 1.000 J2 de M. incognita em tomateiro cv. Santa Cruz
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Tratamentos

T1 (agua), T2 (NB-5%), T3 (NB-15%), T4 (311a-5%), T5 (287a-5%), T6 (321b-5%), T7 (MA07-5%), T8
(195b-5%), T9 (311a-15%), T10 (287a-15%), T11 (321b-15%), T12 (MA07-15%) e T13 (195b-15%).
Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si estatisticamente pelo teste de Kruskal-Wallis (p
> 0,05). Valores abaixo e acima da linha horizontal sds as medianas e médias, respectivamente

A quantidade de ovos + J2 de M. incognita por grama de raiz foi maior nas
testemunhas, agua T1 [11.380,54 £ 6.726,60; (média + desvio padrao)] e meio T3 [NB
15% (15.868,5 £ 9.751,92)], ndo diferindo estatisticamente (p > 0,05) de T4 e T2
(Figura 7).

Os tratamentos T13, T12 e T10 s&o estatisticamente diferentes (p < 0,05) de
T1, T2 e T3. A menor populagdo foi em T10 com (2.027,07 + 754,91) com diferenca
de 13.841,43 ovos + J2 do nematoide, por grama de raiz em relag&o a testemunha T3.

Os tratamentos T13 (5.437,60 £ 3.399,34) e T12 (5.631,68 + 2.509,58) em
relacdo a T10 nio diferem estatisticamente. Nos demais tratamentos T5, T6, T7, T8 e
T9 as quantidades de nematoides por grama de raiz s&o menores em relagéo a T1,
T2 e T3, porém sem diferenga estatistica entre si e as testemunhas.
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Figura 8 — Raizes de tomateiro cv. Santa Cruz tratadas com isolados de

bactérias e inoculadas com 1.000 J> de Meloidogyne incognita

Avaliagao realizada aos 60 dias apds a inoculagéo. T1 (agua), T2 (NB-5%), T3 (NB-15%), T4 (311a-
5%), T5 (287a-5%), T6 (321b-5%), T7 (MA07-5%), T8 (195b-5%), T9 (311a-15%), T10 (287a-15%),
T11 (321b-15%), T12 (MAO7-15%) e T13 (195b-15%).

O comprimento da raiz (CR) do tomateiro cv. Santa Cruz foi variavel entre os
tratamentos, sendo T10, T12, T13, T4 e TS5 com CR iguais a (24,75 £ 4,07), (23,13 £
2,51), (20,63 + 1,58), (18,44 £ 1,29) e (17,30 £ 0,88) (p > 0,05), respectivamente, com
(p < 0,05) quando comparados com as testemunhas T1, T2 e T3 (Figura 9A).

A variavel didmetro do caule foi variavel na maioria dos tratamentos com
bactérias. A maior variagdo obtida foi com os tratamentos T13, T4 e T12, iguais
estatisticamente, no entanto, diferentes em relagcédo as testemunhas T1, T2 e T3 de
acordo com teste de Kruskal-Wallis (Figura 9B).

A altura da parte aérea das plantas de tomateiro foi maior quando aplicado os
tratamentos T4, T13 e T12 com médias iguais a 33,94 + 3,57, 32,44 + 2,81 ¢ 31,86
2,90, respectivamente, (p > 0,05), mas com diferenga estatistica entre os demais
tratamentos, inclusive com plantas maiores em referéncia as testemunhas (Figura
9C).
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Figura 9 — Caracteres agrondmicos de tomateiro cv. Santa Cruz realizada aos
60 dias ap6és a inoculagao de 1.000 J2 de M. incognita e inoculagao de

suspensoes de bactérias
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Tratamentos Tratamentos

A= comprimento de raiz (CR); B= altura da parte area (APA); C= didmetro do caule em centimetros; D=
massa fresca da parte area (MFPA); E= massa fresca da raiz (MFR) e MSPA= massa seca da parte
area (MSPA) em gramas por planta de tomateiro cv. Santa Cruz. T1 (agua), T2 (NB-5%), T3 (NB-15%),
T4 (311a-5%), T5 (287a-5%), T6 (321b-5%), T7 (MAQ7-5%), T8 (195b-5%), T9 (311a-15%), T10 (287a-
15%), T11 (321b-15%), T12 (MA07-15%) e T13 (195b-15%). valores abaixo e acima da linha horizontal
em (CR e DC) sao as medianas e médias, respectivamente. *Médias seguidas de mesma letra nao
diferem entre si estatisticamente pelos testes de Kruskal-Wallis (CR e DC) e Duncan (APA, MFPA, MFR
e MSPA) (p > 0,05).
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Em relagdo a massa fresca da parte aérea das plantas a maior média foi com
a aplicagao do tratamento T12 (13,79 + 2,10) (p < 0,05). As outras duas maiores
médias foram resultado da aplicagéo dos tratamentos T13 (10,06 £ 1,14) e T4 (9,93 £
2,07), iguais estatisticamente, mas diferentes quando comparadas com as
testemunhas sem aplicagédo de bactérias (Figura 9D).

O maior valor de massa fresca da raiz (MFR) foi com aplicagao de T12 (3,91 £
0,44) (p < 0,05). Ja os tratamentos T13, T11 e T10 possibilitaram as plantas massas
frescas de raiz com médias iguais estatisticamente, mas com diferenga quanto as
testemunhas (T1, T2 e T3) (Figura 9E).

Os efeitos da aplicagao dos tratamentos, na variavel massa seca da parte aérea
(MSPA), foram maiores com o T12 (1,12 + 0,12), porém n&o diferiu estatisticamente
de T4 (1,04 + 0,18), sendo o T13 (0,9 + 0,27) o terceiro com plantas de maior massa

seca, entre os demais tratamentos, com diferenga estatistica observada (Figura 9F).

4.4.2 Promocgao de crescimento

O maior crescimento da parte aérea (APA) de tomateiro cv. Santa Cruz foi
obtido com o tratamento T11 (51,63 £ 11,42), seguido dos tratamentos T6 (49,25 +
9,39), T9 (47,63 £ 5,7), T12 (45,00 £ 8,03) e T7 (43 £ 9,79) (p > 0,05) com (p < 0,05),
no que diz respeito a (T1, T2 e T3) (Figura 10A).

As plantas de tomateiro resultaram com maior crescimento de raiz (CR) quando
foi aplicado o tratamento T7 (28,66 + 4,58), acompanhado dos tratamentos T6 (28,63
+4,44), T11 (28,38 £ 5,95), T10 (27,63 £ 5,68), T13 (25,50 + 3,96) e T9 (25,38 + 3,89),
(p > 0,05) (Figura 10B).

Os efeitos sobre a massa fresca de raiz (MFR) foram maiores com os
tratamentos T11, T9, T12, T7 e T6 (p > 0,05). Com relagao as plantas sem aplicagao
de bactérias os efeitos foram notados a partir da menor massa observada em T1, T2
e T3 (p > 0,05).
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Figura 10 — Caracteres agronémicos de tomateiro cv. Santa Cruz, realizada aos

60 dias apés a inoculagao de suspensoes de bactérias
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A= altura da parte area (APA); B= comprimento de raiz (CR); C= didmetro do caule em centimetros; D=
massa fresca da parte area (MFPA); E= massa fresca da raiz (MFR) e MSPA= massa seca da parte
area (MSPA) em gramas por planta de tomateiro cv. Santa Cruz. T1 (agua), T2 (NB-5%), T3 (NB-15%),
T4 (311a-5%), T5 (287a-5%), T6 (321b-5%), T7 (MAQ7-5%), T8 (195b-5%), T9 (311a-15%), T10 (287a-
15%), T11 (321b-15%), T12 (MAO7-15%) e T13 (195b-15%). *Médias seguidas de mesma letra nao
diferem entre si pelo teste Duncan (p > 0,05).

A massa fresca da parte aérea (MFPA) das plantas de tomateiro foi influenciada
pela inoculagao de bactérias dos tratamentos T11, T6 e T7 (p < 0,05) em detrimento
de outros tratamentos, inclusive T1, T2 e T3 que n&o receberam inoculagao (Figura
10D).
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As variaveis massa seca da parte aérea (MSPA) (Figura 10E) e massa seca da
raiz (MSR) (Figura 10F) seguiram com um comportamento semelhante as variaveis
(MFPA e MFR), respectivamente, mas com alteragbes em relagdo as posi¢cées dos

tratamentos com maiores e menores médias.

Figura 11: Raizes de tomateiro cv. Santa Cruz tratadas com isolados de

bactérias, para avaliagdao de promog¢ao de crescimento vegetal

Tl T2 T3 T4 TS5 Té6 T11 T12 TI13

Avaliagao realizada aos 60 dias ap6és a inoculagéo das bactérias. T1 (a4gua), T2 (NB-5%), T3 (NB-15%),
T4 (311a-5%), T5 (287a-5%), T6 (321b-5%), T7 (MAQ7-5%), T8 (195b-5%), T9 (311a-15%), T10 (287a-
15%), T11 (321b-15%), T12 (MAO7-15%) e T13 (195b-15%).
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5 DISCUSSAO

O controle biolégico dos nematoides-das-galhas (Meloidogyne spp.) esta
crescendo rapidamente no Brasil. As bactérias, especialmente as do género Bacillus
estdo sendo utilizadas comercialmente no manejo integrado sustentavel de
nematoides, por exemplo, os produtos Quartzo® e Presence® compostos por B.
subtilis FMCHO002 (DSM32155) + B. licheniformis FMCHO01 (DSM32154) (AGROFIT,
2022) estdo no mercado brasileiro. No entanto, sabe-se que muitas bactérias ndo séo
facilmente cultivadas aerobiamente, por exemplo, a espécie Pasteuria penetrans
(WATRIN; SEKORA, 2014).

As pesquisas para selecao de isolados bacterianos promissores no biocontrole
de nematoides estdo sendo realizadas com uma variedade de culturas agricolas,
como a soja (ZHOU et al., 2021), algodao (PACIFICO; ECKSTEIN; BETTIOL et al.,
2021), arroz (PADGHAM; SIKORA, 2007) até hortalicas como tomate (CHOI et al.,
2020) e pepino (PANPATTE et al., 2020).

O valor econémico da cultura agricola utilizada é importante, sendo mais ainda
as etapas de isolamento e selecdo de agentes de biocontrole, pois sdo essenciais
para obtencao de cepas eficientes para o desenvolvimento de bioprodutos (COTES et
al., 2019; KOHL et al., 2011; KOHL et al., 2019). Neste estudo foram selecionados
cinco isolados bacterianos por meio de quatro triagens, pela ultima foi possivel
correlacionar a supressao da populagéo de Meloidogyne incognita pelos isolados que
foram inoculados em tomateiro suscetivel ao nematoide (cv. Santa Cruz), mas com a

necessidade de estudos mais aprofundados para comprovagao dos resultados.

5.1 Etapal- “Screening” in vitro

A primeira etapa com 101 isolados candidatos resultou com uma pequena
quantidade de bactérias selecionadas, ou seja, apenas 4% de toda a diversidade de
bactérias testadas causaram mortalidade entre 71 a 80% da populagdo de J2 do
nematoide (Figura 2). Outros trabalhos que avaliaram uma grande quantidade de
isolados também verificaram que poucos podem atuar como antagonistas de
nematoides, por exemplo, Zhao et al. (2021) isolou 448 cepas de bactérias endofiticas

e duas (Pseudomonas protegens Sneb1997 e Serratia plymuthica Sneb2001) tiveram
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resultados satisfatorios no biocontrole de M. incognita, de forma semelhante ocorreu
com Xiang et al. (2017) quando testou 662 cepas de rizobactérias promotoras de
crescimento vegetal contra J2 de M. incognita, onde foi possivel selecionar 72 cepas
para testes em casa de vegetacdo com base numa triagem in vitro. Essa pequena
quantidade de isolados foi claramente exposta por (KOHL et al., 2011; KOHL et al.,
2019), onde os autores enfatizam que selecdo de microrganismos parte de uma
grande quantidade de isolados candidatos e, posteriormente com redug¢des no
decorrer de varias etapas. Neste estudo a sugestdo de KOHL et al. (2011) em expor
o estadio mais suscetivel (J2) do agente causal da doenca (M. incognita) aos isolados

candidatos foi seguida em todas as etapas.

5.2 Etapa Il - Mortalidade de Meloidogyne incognita x tempo

A partir da etapa anterior foram selecionados nove isolados, mas apenas cinco
resultaram mortalidade satisfatoria. Sendo que a variavel resposta proporgcédo de
mortalidade de J2 de M. incognita foi melhor entendida por meio de analises
estatisticas utilizando um modelo quase-binomial, pois os dados tinham uma
superdispersdo (DEMETRIO; HINDE; MORAL, 2014), necessitando de ajustes
estatisticos para obtencdo de comparagdes nédo subestimadas ou sobrestimadas.

A variavel resposta proporg¢ao de mortalidade de J2 expressa em percentual foi
variavel nos trés tempos avaliados para cada isolado (Figura 4). A mortalidade de J2
aumentou para todos os isolados a cada 24 horas, sendo o tempo de 72 h aquele com
maior percentual de nematoides mortos. Isso pode estar relacionado com a produgéo
de substéncias téxicas, como os metabdlitos secundarios, ja demostrado em outros
estudos, as bactérias podem produzir compostos e esses causar a mortalidade de J2
(PADGHAM; SIKORA, 2007), essa relacao foi relatada por Huang et al. (2010) quando
avaliaram a mortalidade de J2 e relacionaram com volateis nematicidas como
benzenoacetaldeido, 2-nonanona, decanal, 2-undecanona e dissulfeto de dimetila,
produzidos por B. megaterium YMF.

Entre os isolados foram observadas diferengas estatisticas, onde cada um para
cada tempo determinado houve aumento na mortalidade de J2 (Figura 4E), mas essas
diferengcas foram mais significativas a partir de 48 h de exposicdo a suspenséo
bacteriana. Esses isolados podem ser considerados bons candidatos, pois a

concentracdo de 10% utilizada neste estudo pode ser considerada baixa quando
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comparada com outros trabalhos que utilizaram concentragdes maiores (PACIFICO;
ECKSTEIN; BETTIOL et al., 2021; XIANG et al., 2017; ENGELBRECHT et al., 2020),

esses autores utilizaram concentragées de (16 e 20%), 90 e 100%, respectivamente.

5.3 Etapa lll - Concentragoes x mortalidade de Meloidogyne incognita

Nesta etapa foi possivel determinar as concentragdes letais por meio de testes
in vitro, estimadas em CLso e CL7o (Tabela 1; Figura 6). As analises para encontrar
essas concentragdes foram semelhantes aquelas utilizadas na etapa |l, a diferenca foi
a utilizacao da ligacao logit, pois os tratamentos foram quantitativos. A explicagéo para
o uso dos métodos estatisticos foi a superdispersdo dos dados (DEMETRIO; HINDE;
MORAL, 2014).

A maior mortalidade foi de 90%, com o isolado MAQO7, os demais isolados
ficaram préximos desse percentual, por isso a CLro foi escolhida como a concentragao
mais alta para todos os isolados e, consequentemente a mais segura estatisticamente.
Essa mortalidade pode ser considerada alta pelo tempo de exposi¢céo dos Jzs, levando
em consideragdo a maior e menor CL7o (15,97 e 9,25) (Tabela 1) da suspenséo
bacteriana, que em outros estudos pelo mesmo periodo e concentragbes de 10-20%
o percentual de mortalidade nao passou de 60% pela cepa Y1 de Bacillus
amyloliquefaciens (JAMAL et al., 2017).

Os juvenis de segundo estadio de nematoides sado suscetiveis a agao
enzimatica de B. firmus, antibiéticos toxicos de B. cereus e B. subtilis e particulas de
proteinas toxicas, nomeadamente proteinas cry de B. thuringiensis (ABD- ELGAWAD;
ASKARY, 2018).

Nestas condigdes experimentais os isolados candidatos apresentaram
atividade antagbnica contra J2 de M. incognita, causando alta mortalidade quando os
juvenis foram expostos a baixas concentragbes bacterianas. Xiang et al. (2017) e
Engelbrecht et al. (2020) observaram mortalidade J2 de M. incognita por isolados
identificados como de B. soli, B. altitudinis, B. aryabthattai e B. safensis quando

expostos a altas concentracbdes bacterianas.
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5.4 Etapa IV - Controle de Meloidogyne incognita x promog¢ao de crescimento

O controle biolégico ou 0 manejo biolégico de nematoides por meio de agentes
bioldgicos pode ser dividido em: antagonismo e fatores de promog&o do crescimento
das plantas (STIRLING, 2014). Diferentes géneros de bactérias podem estar
envolvidos como antagonistas e promotores de crescimento vegetal: Pasteuria,
Pseudomonas, Bacillus, Burkholderia, Arthrobacter, Serratia, Achromobacter e
Rhizobium (FORGHANI; HAJIHASSANI, 2021).

Os juvenis de segundo estadio de M. incognita podem ser repelidos das raizes
das plantas por meio do consumo ou colonizacdo dos exsudatos radiculares pelas
bactérias, reduzindo os danos pelo parasitismo do nematoide. Essa situagao foi
comprovada com a aplicagao de B. cereus cepa BCM2 em tomateiro (LI et al., 2019).

Além disso, outros mecanismos podem estar envolvidos como regulagao
positiva de varios genes endogenos de defesa, como genes relacionados a
patogénese dependente de acido salicilico (SA) da resisténcia sistémica adquirida
(SAR) (MOLINARI; LEONETTI, 2019).

Neste estudo foi observado redugao da densidade populacional de M. incognita
(Figura 7) em relagdo as plantas que ndo receberam a suspensao bacteriana, a
reducao foi mais de 70% com uma concentragdo de 15% do isolado 287a. Cepas
especificas de B. velezensis, B. subtilis, B. pumilis, B. mycoides e B. spericus agem
como elicitores causando reducdo na severidade e no aumento populacional de
nematoides-das-galhas (KOKALIS-BURELLE; KLOEPPER; REDDY, 2006; ZHANG,
1996).

As plantas inoculadas com suspensdes bacterianas na maioria dos tratamentos
neste estudo responderam com um comprimento de raiz maior que as plantas nao
inoculadas (Figura 9A). As raizes sdo importantes na absorg&o de nutrientes do solo
e, quando se encontram com uma alta populacdo de nematoides ficam menos
eficientes (JAMAL et al., 2017).

Efeitos na altura das plantas inoculadas com suspensdes bacterianas foram
observados (Figuras 9C, 10A), por outro lado, as plantas sem a inoculacdo de
bactérias cresceram menos. Assim, € possivel afirmar que as redugdes no
comprimento de raiz, didametro, massa fresca e seca da parte aérea e massa fresca
da raiz estdo fortemente correlacionados com a doenga causada pelo nematoide
(Figura 9A, B, D, F). Os efeitos nestas variaveis foram maiores no experimento sem a
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presenga do nematoide (Figura 10). Os motivos que as plantas respondem a
inoculagdo de bactérias ja estdo bem evidenciados, principalmente pela fixagcao
biolégica de nitrogénio, solubilizagcdo de fosfato mineral, produgdo de hormdnios
vegetais e produgcdo de siderdforos (LIU et al.,, 2016; PACIFICO; ECKSTEIN;
BETTIOL et al.,, 2021). No entanto, neste estudo anadlises como essas ainda
necessitam ser realizadas.

Outras caracteristicas das bactérias sao auxiliar as plantas por meio de
mecanismos como a facilitacdo direta da aquisicdo de recursos e producdo de
citocininas e giberelinas, e indiretamente pela produgao de antibiéticos e enzimas
liticas (GLICK, 2012).

O fato das plantas inoculadas com suspensdes bacterianas terem maior massa
fresca e seca de parte aérea e de raiz e, consequentemente maior comprimento de
raiz (Figura 10D, B, F) pode estar relacionado com a produgdo de substancias
bioativas na rizosfera, as quais, podem promover o crescimento das plantas e proteger
contra patégenos (Figura 10) como evidenciado por (ZHOU et al., 2016).

A aplicagao de agentes de controle bioldgico e a promogao do crescimento da
planta ndo é um conceito novo (OOSTENDORP et al., 1991) e ja foi discutido em
varias revisdes abrangentes (CROSS et al., 1999; SCHOUTEDEN et al., 2015; GLICK,
2012; DUTTA et al., 2019). Por isso, os resultados deste estudo indicam fortemente a
producédo de compostos bioativos pelos isolados candidatos, que por sua vez agiram
na supressao da reproducao de M. incognita e também na promog¢ao do crescimento

vegetal do tomateiro cv. Santa cruz no experimento sem nematoides.
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6 CONCLUSOES

Os nematoides de segundo estadio (J2) de Meloidogyne incognita quando sao
expostos as suspensdes bacterianas dos isolados 311a, 321b, MAQO7, 287a e 195b
morrem. Isso demonstra que existe a possibilidade de agdo de substancias,
externamente ou internamente no corpo dos nematoides.

Os isolados 311a, 321b, MAQ7, 287a e 195b, sdo promissores candidatos, para
controle de Meloidogyne incognita e promogao de crescimento vegetal.

O isolado 287a, com uma concentragdo de 15% da suspensdo bacteriana,
resulta com mais de 80% de controle do nematoide, nestas condigbes experimentais.
Uma segunda etapa de testes bioquimicos, termoestabilidade de metabdlitos e testes
em condicbes de campo em culturas alvos e condi¢cbes de solo, necessitam ser

realizadas para confirmacao dos resultados.
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APENDICE A — Exemplo do “Screening” in vitro em areia silica

Figura 12 — Exemplo experimental de areia em placa de Petri, para inoculagao

de J2 de Meloidogyne incognita

Fonte: Autor

APENDICE B — Exemplo dos experimentos in vivo

Figura 13 — Exemplo do “screening” in vvo, em casa de vegetagao
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