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RESUMO

Os fitonematoides estdo entre os principais patdogenos na cultura do cafeeiro arabica, na qual a
espécie Meloidogyne exigua ganha destaque. Devido a complexidade do manejo em campo e
a alta toxicidade de produtos quimicos que visam seu manejo, tém-se pesquisado técnicas
alternativas para a reducao populacional desse patégeno no campo. Entre as alternativas, o
uso de nematicidas de baixa toxidade e a aplicacdo de produtos biolégicos como
biofertilizantes vém ganhando destaque nos ultimos tempos 0 manejo dos nematoides das
galhas. No entanto, devido a grande diversidade de microrganismos presentes nessas
formulacbes dos biofertilizantes, faz-se necessario realizar a caracterizacdo morfoldgica e
genética a fim de se compreender a diversidade genética. Objetivou-se no presente estudo
acessar a diversidade genética dos microrganismos presentes em biofertilizantes utilizados
para 0 manejo de M. exigua; e avaliar o efeito isolado e combinado de diferentes nematicidas
quimicos e biofertilizantes no manejo de M. exigua em lavoura comercial de café arabica na
regido de luna, sul do Espirito Santo. Os isolados foram obtidos a partir de dilui¢cGes seriadas
dos biofertilizantes em diferentes meios de cultura para posterior analise visual das
caracteristicas morfologicas. Para a caracterizacdo genética foi realizado Rep-PCR utilizando
primers REP, ERIC e BOX. Os géis de agarose foram fotografados e posteriormente
analisados no programa GelJ, no qual a similaridades entre os perfis digitalizados foi
calculada usando o Coeficiente de Similaridade Jaccard (CSJ), e com base nas estimativas de
dissimilaridades dos isolados foram agrupadas pelo método hierarquico UPGMA. No campo,
0s nematicidas quimicos e os biofertilizantes foram aplicados isolados e combinados e foram
realizadas avaliacGes populacionais de M. exigua antes da aplicacao e 45 dias apds a aplicacéo
dos produtos. A partir do Vitaflex e do Maxfert, 218 bactérias foram isoladas e incluidas em
53 grupos. Desse total, 40 grupos foram encontrados em ambos os biofertilizantes e 13 grupos
presentes apenas no Vitaflex. No campo, a aplicacdo isolada do Nimitz, Vitaflex e Maxfert
resultaram em maior reducdo populacional de M. exigua. A combinacdo entre o0s
biofertilizantes com o Nimitz também apresentou resultados satisfatorios, tornando-se

possivel realizar a combinacédo entre esses produtos para 0 manejo M. exigua em campo.

Palavras-chave: Nematoide das galhas, Coffea arabica, REP-PCR, Controle bioldgico,

Controle quimico



ABSTRACT

Phytonematoids are among the main pathogens in the Arabica coffee culture, in which the
species Meloidogyne exigua gains prominence. Due to the complexity of handling in the field
and the high toxicity of chemicals that target its management, alternative techniques have
been investigated to reduce the population of this pathogen in the field. Among the
alternatives, the use of low toxicity nematicides and the application of biological products as
biofertilizers have recently gained prominence in the management of gall nematodes.
However, due to the great diversity of microorganisms present in these formulations of
biofertilizers, it is necessary to carry out the morphological and genetic characterization in
order to understand the genetic diversity. The aim of this study was to access the genetic
diversity of microorganisms present in biofertilizers used for the management of M. exigua;
and to evaluate the isolated and combined effect of different chemical nematicides and
biofertilizers in the management of M. exigua in commercial Arabica coffee plantations in the
region of luna, southern Espirito Santo. The isolates were obtained from serial dilutions of
biofertilizers in different culture media for further visual analysis of morphological
characteristics. For the genetic characterization, Rep-PCR was performed using REP, ERIC
and BOX primers. The agarose gels were photographed and later analyzed in the GelJ
program, in which the similarities between the digitized profiles were calculated using the
Jaccard Similarity Coefficient (CSJ), and based on the estimates of dissimilarities of the
isolates were grouped by the UPGMA hierarchical method. In the field, chemical nematicides
and biofertilizers were applied alone and combined and population measurements of M.
exigua were carried out before application and 45 days after application of the products. From
Vitaflex and Maxfert, 218 bacteria were isolated and included in 53 groups. Of this total, 40
groups were found in both biofertilizers and 13 groups present only in Vitaflex. In the field,
the isolated application of Nimitz, Vitaflex and Maxfert resulted in a greater population
reduction of M. exigua. The combination of biofertilizers with Nimitz also showed
satisfactory results, making it possible to combine these products for the management of M.

exigua in the field

Keywords: Meloidogyne exigua, Coffea arabica, REP-PCR, Biological control, Chemical

control.



LISTA DE ABREVIATURAS
ADE- Agua Destilada Esterilizada;
AN- Agar nutriente;
BDA- Batata Dextrose Agar;
CL- Caldo Lactose;
COVs- Compostos Organicos Volateis;
CSJ- Coeficiente de Similaridade Jaccard;
EMB- Eosina Azul Metileno;
ERIC- Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus;
LAVIB- Laboratério de Virologia Microbiana e Biocontrole de Doencas de Plantas
NEMATUFES- Laboratorio de Nematologia

NUDEMAFI- Ndacleo de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldégico em Manejo

Fitossanitario de Pragas e Doengcas;

PCR- Reacdo em Cadeia da Polimerase;

REP- Repetitive Extragenic Palindromic;

RPCPs- Rizobactérias Promotoras de Crescimento de Plantas;
SDA- Agar Sabouraud Dextrose;

UFES- Universidade Federal do Espirito Santo;

UPGMA-;Método da Ligacdo Média Entre Grupos



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Coldnias isoladas de alguns representantes de grupos de bactérias encontrados nos
biofertilizantes Maxfert (M) & VItafleX (V). ..oovvoiiiie e 40

Figura 2. Teste em meio King B: A) Na presencga de luz UV; B) Na presenca da luz UV
saturada para evidenciar a fluorescéncia e C) Imagem em 3D evidenciando o pico de
excitacdo dos sideréforos gerados no controle positivo. Fotos realizadas no fotodocumentador
Loccus L-Pix EX. A marcacdo em vermelho indica ocontrole negativo Ralstonia

SOLANACEATUIM. ...ttt et e e e e et e et et e e e e e e e e e e e e e eeeee et eeerentanaenenes 42

Figura 3. Rep-PCR de alguns representantes de isolados presentes no Vitaflex (V) e Maxfert
(M). (A) BOX; (B) ERIC; (C) REP. A primeira canaleta com a letra M indica o Marcador 1
kb Plus DNA Ladder (Cellco BioteCnologia). .........coovveiiiiiiiiiiieiiieiiie e 44

Figura 4. Dendograma da diversidade génica dos isolados encontrados nos biofertilizantes
Vitaflex (V) e Maxfert (M) construido com base na matriz de similaridade pelo complemento
do Coeficiente de Jaccard, com os dados gerados pelo primers BOX, usando o método das
médias das diStANCIAS (UPGMA). .......oio ittt e et e e e e sneaa e e 45

Figura 5. Dendograma da diversidade génica dos isolados encontrados nos biofertilizantes
Vitaflex (V) e Maxfert (M) construido com base na matriz de similaridade pelo complemento
do Coeficiente de Jaccard, com os dados gerados pelo primers ERIC, usando o método das
médias das diStANCIaS (UPGMA). .......oooiiiie ettt e e e e saaeeannes 46

Figura 6. Dendograma da diversidade génica dos isolados encontrados nos biofertilizantes
Vitaflex (V) e Maxfert (M) construido com base na matriz de similaridade pelo complemento
do Coeficiente de Jaccard,com os dados gerados pelo primers REP, usando o método das
médias das diStANCIas (UPGMA). .......oooiiiieiiie ettt e et e e saaa e 47

Figura 7. Rep-PCR de todos os representantes de isolados presentes no Vitaflex (V) e Maxfert
(M). (A) BOX; (B) ERIC; (C) REP. A primeira canaleta com a letra M indica o Marcador 1
kb Plus DNA Ladder (Cellco Biotecnologia)..........cccovveiiiiiiiiee e 92



LISTA DE TABELA
Tabela 1. Relagdo do numero de bactérias isoladas para cada meio de cultura testado .......... 36

Tabela 2. Efeito de nematicidas quimicos (Rugby e Fluensulfone 40EC) e biofertilizantes
(Vitaflex e Maxfert) aplicados isoladamente ou em associacdo sobre a populacdo de M.
exigua parasitando o cafeeiro cv. Catuai 44 no municipio de Iana, ES.........c.cccoeviveiveinee, 64

Tabela 3. Caracterizacdo morfolégica de colbnias isoladas de bactérias presentes nos
biofertilizantes Vitaflex (V) e Maxfert (M) desenvolvidas em meio Kado. ..............cccevenee. 74

Tabela 4. Concentracéo e pureza de Acidos Nucléicos de representantes de grupos de isolados
formados a partir da caracterizagdo morfolOgiCa...........cccouvviieiiiiiiiiiiei e 87



SUMARIO

INTRODUGAO GERAL ..ottt 17

REFERENCIAS BIBLOGRAFICA . ... 22

CAPITULO I: PERFIL MORFOLOGICO E GENOMICO DE BACTERIAS
ASSOCIADAS AO VITAFLEX E MAXFERT EFETIVOS PARA O CONTROLE DE

FITONEMATOIDES. ...ttt 27
RESUMO ...ttt 27
ABSTRACT ..ottt se st 28
L INTRODUGAO . ...ttt ettt s s s st 29
2 MATERIAL E METODOS .....oooveieieereieeee e ssesses s s 31

2.1 ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DE MICRORGANISMOS

PRESENTES NOS BIOFERTILIZANTES VITAFLEX E MAXFERT ........ccve.e. 31

2.2 DETECCAO DA PRODUCAO DE SIDEROFOROS POR ISOLADOS
BACTERIANOS PRESENTES NOS BIOFERTILIZANTES VITAFLEX E MAXFERT

NOS BIOFERTILIZANTES VITAFLEX E MAXFERT ..o, 33
2.3.1 Extracd0 do DNA gENOIMICO .......veeiviieiiiieeeciiee ettt e et e e
2.3.2. Fingerprint gendmico utilizando Rep-PCR............cooiieiiiii e

3. RESULTADOS E DISCUSSAO.......coeiieeiierieeeeeeeeee e en st en s, 36

3.1 ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DE MICRORGANISMOS

PRESENTES NOS BIOFERTILIZANTES VITAFLEX E MAXFERT ........ccceeee. 36



3.2 DETECCAO DA PRODUCAO DE SIDEROFOROS POR ISOLADOS
BACTERIANOS PRESENTES NOS BIOFERTILIZANTES VITAFLEX E MAXFERT

NOS BIOFERTILIZANTES VITAFLEX E MAXFERT ..o, 43
3.3.1 Extrag80 do DINA GENOMICO ......vieiriiiiieiiie ettt ettt ettt 43
3.3.2. Fingerprint gendmico utilizando Rep-PCR.........c.ccoiiiiiiiiiiiie e 43

4 CONCLUSAO ...ttt 52

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..ottt 53

CAPITULO II: EFICIENCIA DE BIOFERTILIZANTES E NEMATICIDAS
QUIMICOS NO MANEJO DE Meloidogyne exigua EM CAFEEIRO ARABICA.59

RESUMO ..ot tee et senne 59
ABSTRACT ..oovioveeeeeeeeeee ettt seenens 60
L INTRODUGAO ...ttt ettt n s sttt 61
2 MATERIAL E METODOS ......c.ooviveeeeeeeeseeeeeeeesess s sensennns 63
3. RESULTADOS E DISCUSSAO ........oviveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeee s 64
B, CONCLUSAOD .......cooiieeeee ettt 68
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ........coooiiiitieeeeee et 69

ANEXOS s 73



17

INTRODUCAO GERAL

O café € um dos principais produtos dentro do cenario agricola brasileiro. Atualmente
existe uma area cultivada de aproximadamente 2.168.599,9 hectares no Brasil, dos quais
80,68% da area é ocupada por café ardbica (Coffea arabica L.) e 20,65% de café
conilon (Coffea canephora Pierre ex A. Froehner), sendo Minas Gerais e Espirito Santo
0s principais produtores, responsaveis por 75,06% de toda a producdo nacional
(CONAB, 2019).

Minas Gerais ocupa o primeiro lugar com aproximadamente 53% da producéo cafeeira
nacional, com maior predominio de cultivo de café ardbica, enquanto o Espirito Santo
ocupa o segundo lugar em producédo, responsavel por 22,06% da producdo nacional

sendo também o terceiro maior produtor de café arabica no pais (CONAB, 2019).

A cultura do cafeeiro arabica gera em torno de 150 mil empregos diretos e indiretos, e é
a principal fonte de renda de 80% das propriedades rurais capixabas localizadas em
terras frias e montanhosas, sendo o municipio de luna um dos maiores produtores do
estado (INCAPER, 2018). Desse modo, a cultura cafeeira possui uma grande
importancia para o pais tanto no aspecto econémico quanto social, por meio da geracao

de empregos e manutencdo do homem no campo (RODRIGUES et al., 2012).

Dentre os fatores bioticos que limitam a produtividade do cafeeiro, as doencas merecem
destaque, pois a cultura do café é afetada por muitos fitopatdgenos (fungos, bactérias,
virus e nematoides) (ALVES et al., 2012). Os fitonematoides sdo os principais
organismos responsaveis por doencas do sistema radicular, sendo que o0s sintomas
podem ser expressos em outros o0rgdos da planta (folhas, ramos), e muitas vezes
associados a deficiéncias nutricionais pelos agricultores (KIMANI et al., 2002;
OLIVEIRA et al., 2009; SALGADO; RESENDE, 2010; BARROS et al., 2014;
CONTARATO et al., 2014). Além disso, 0s nematoides podem causar danos indiretos a
cultura ao ferir as radicelas e permitir a entrada de outros patdgenos presentes na area
(GOMES et al., 2011).

As perdas ocasionadas pela interacdo entre fitonematoides e cafeeiro podem chegar a
45%, destes, 75% ocorrem devido ao parasitismo de Meloidogyne spp. Goeldi, também
conhecido como nematoides das galhas (BARBOSA et al., 2004). Nesse género, as

espécies M. incognita Chitwood e M. paranaensis Carneiro M. exigua Goldi sdo as mais
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importantes. A relevancia dessas espécies é devido a ampla distribuicdo nas regides
cafeeiras (BARROS et al, 2014), facilidade de disseminacdo, ampla gama de
hospedeiros e adaptacdo a diferentes ecossistemas (SALGADO; RESENDE, 2010;
AMORIM et al., 2011).

M. incognita, M. exigua e M. paranaensis estdo amplamente distribuidas nas principais
areas produtivas das regides sul, serrana e norte do Espirito Santo (BARROS et al.,
2014). Os autores relataram que nas areas da regido sul as espécies mais presentes sao
M. exigua e M. incognita. J& na regido norte sdo M. incognita e M. paranaenses.

Devido a sua importancia para a cultura do café faz-se necessaria a adocdo de medidas
de manejo com o intuito de reduzir a populacdo de Meloidogyne spp. no campo (JONES
et al., 2017). Entre as formas de manejo mais empregadas para a redugdo populacional
de Meloidogyne spp. no campo a aplicacdo de nematicidas sintéticos ganha destaque por
apresentar resultados mais rapidos comparado a outras medidas (DONG; ZHANG,
2006; KEARN et al., 2014).

A maioria dos nematicidas enquadra-se nas seguintes classes: Carbamatos ou
Organofosforados. Esses produtos inibem a acetilcolinesterase, um neurotransmissor
que catalisa a reacdo de quebra da acetilcolina em colina e acetato, substancias que
atuam na transmissdo de impulsos nervosos através das sinapses até os receptores
(SILVA et al., 2012). Quando a acetilcolineterase € inibida pela acdo dos nematicidas ha
um actimulo de acetilcolina nos fitonematoides, o que provoca a paralisia e,

consequente, a morte desses patdgenos por inanicdo (JONES et al., 2017).

Entretanto, esses produtos sdo considerados altamente tdxicos para humanos e para o
meio ambiente, sendo que a maioria delas ndo tem especificidade em sua toxicidade
(JONES et al., 2017). Por essa razdo, muitos nematicidas foram proibidos de serem
comercializados no Brasil (HUSAIN et al., 2010).

Com o intuito de se buscar novas medidas alternativas para o manejo de fitonematoides,
novos ingredientes ativos com acdo nematicida de baixa toxicidade vém sendo
desenvolvidos, a exemplo do nematicida Nimitz®, langado no mercado brasileiro, e que
possui como ingrediente ativo Fluensulfone ou MCW-2 (5-cloro-2- (3,4,4-trifluorobut-
3-f enilsulfonil) -1,3-tiazole). Esse nematicida € um membro do grupo Tioéter

Fluoroalquilo e possui, aléem da agdo nematicida, baixa toxicidade para organismos nédo-
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alvo, agéo sistémica e agdo de contato sendo recomendado para 0 manejo dos principais
fitonematoides nas culturas do algoddo, batata, café, cana-de-agucar, cenoura, Citros,
goiaba, pimenta-do-reino, pimentdo, soja e tomate (AGROFIT, 2018).

Alguns autores demonstraram que o Fluensulfone reduziu a infecgdo e a penetragdo de
M. javanica, M. incognita e M. arenaria em raizes de plantas cultivadas (CSINOS et al.,
2010; KEARN et al., 2014; CARDOSO et al., 2015; FUDO et al., 2015; TAKACHI et
al., 2015).

Atualmente, os consumidores de café buscam um produto cujo processo produtivo
tenha promovido o menor impacto ambiental possivel (FERRAQ, 2017). Nesse sentido,
o controle biolégico vem sendo uma opg¢do para 0 manejo de fitonematoides por
minimizar os danos ambientais, em comparagdo com 0S nematicidas quimicos
convencionais (COIMBRA e CAMPQS, 2005).

O controle biologico é definido como a redugdo da densidade de inéculo ou das
atividades determinantes da doenca, através de um ou mais organismos antagonistas
(STIRLING, 2018). Entre os microrganismos antagonicos, as rizobactérias sdo bastante
utilizadas no manejo de Meloidogyne spp. (VAZ et al., 2011; ARAUJO et al., 2012).
Segundo Sharma e Gomes (1996), as rizobactérias liberam endotoxinas que interferem
no ciclo reprodutivo dos fitonematoides, principalmente na ovoposicdo e eclosdo de
juvenis, além de auxiliar no crescimento das plantas (RAMAMOORTHY et al., 2001).

Vale ressaltar que quando esses antagonistas sdo empregados no biocontrole de
fitonematoides, a reducdo populacional do patégeno ocorre devido a presenca das
rizobactérias presentes naturalmente no solo ou introduzidas pelo homem (VENZON et
al., 2005). Uma das formas de introduzir as rizobactérias no solo é por meio de produtos
biolégicos, como os biofertilizantes que sdo compostos bioativos resultantes da
biodigestdo de compostos organicos de origem animal e/ou vegetal (SINGH et al.,
2016). Segundo os autores, a microbiota presente nesses biofertilizantes é bastante
diversificada e pode apresentar diferentes efeitos sobre as plantas, como inducdo de
crescimento, aumento da disponibilidade de nutrientes de facil assimilacdo e protecdo

das plantas contra o ataque de pragas e doencas.

Os biofertilizantes Vitaflex e Maxfert sdo bioestimulantes organicos provenientes do

processo de fermentacdo do melago de cana. Podem ser utilizados em conjunto e
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apresenta melhoras na microbiota do solo, inducdo de resisténcia e estimulam o
desenvolvimento e potencial fotossintético da planta (AGROHUMUS, 2019).
Recentemente foi descoberto que ambos os produtos possuem agdo nematicida e vém
sendo utilizados para a reducdo populacional de M. exigua em cafeeiros cultivados no
estado do Espirito Santo.

Como a producdo de biofertilizantes ndo é padronizada em nosso pais, cada produto
disponivel no mercado possui em sua composi¢do receitas e microrganismos variados, o
que torna necessaria a compreensao de quais organismos antagonistas faz parte desses
produtos e qual o papel isolado e conjunto dessas microbiota na mortalidade de
fitonematoides (MAGRINI et al., 2011).

Desse modo, a caracterizacdo morfologica de microrganismo nesses produtos faz-se
necessaria a fim de se obter informagdes importantes para o agrupamento de estirpes
bacterianas. Caracteristicas morfolégicas como tamanho, forma, elevacéo, superficie,
brilho e tipo de borda permitem diferenciar uma espécie de outra e pode servir
inicialmente de base para medidas de biodiversidade (HUNGRIA e ARAUJO, 1994).
Entretanto, € necessaria a associacdo dessas informacGes a outras tecnicas de

caracterizacdo como bioquimicas e genéticas (CHAUHAN et al., 2013).

O uso da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) vem apresentando bons resultados para
a diagnose e estudo da variabilidade genética de microrganismos (SHANGKUAN et al.
2001; LIMA et al. 2002). Entre as técnicas empregadas, a REP-PCR (Repetitive
Element Polymorphism) consiste na caracterizacdo de sequéncias repetitivas e
conservadas nos genomas bacterianos utilizando o conjunto de primers REP, ERIC e
BOX (VERSALOVIC et al., 1991). Assim, ndo € necessario o conhecimento previo das
sequéncias gendmicas das espécies estudadas, uma vez que varios desses elementos
repetitivos intercalados estdo conservados nas bactérias, possibilitando a formacdo de
padrdes especificos de fingerprint (impressdo digital) do DNA genémico das bactérias
auxiliando nos estudos de diversidade genética (VERSALOVIC et al. 1994;
RADEMAKER & DE BRUIJIN 1997, SHANGKUAN et al. 2001; LIMA et al. 2002;
DA SILVA e BEZERRA, 2013).

Atualmente, as estratégias de manejo de fitonematoides prioritarias sdo aquelas que

diminuem custos, aumentam a producdo e ndo agridem o ambiente (RITZINGER e
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FANCELLI, 2006). Uma das possibilidades é a aplicacdo conjunta de nematicidas
quimicos de baixa toxicidade, como o Fluensulfone, e biofertilizantes, como o Maxfert
e o Vitaflex. Entretanto, até 0 momento, nenhum estudo foi feito em nivel de campo
com o intuito de estudar a eficiéncia conjunta desses produtos no manejo de M. exigua

em cafeeiro arabica.

Diante do exposto até aqui, objetiva-se com o presente trabalho (a) Identificar a
diversidade genética dos microrganismos presentes em fertilizantes organicos
comerciais utilizados para 0 manejo de Meloidogyne spp. (b) Avaliar o efeito isolado e
combinado de diferentes nematicidas quimicos e biofertilizantes no manejo de M.

exigua em lavoura comercial de café ardbica na regido de ltna, sul do Espirito Santo.
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CAPITULO I: PERFIL MORFOLOGICO E GENOMICO DE BACTERIAS
ASSOCIADAS AO VITAFLEX E MAXFERT EFETIVOS PARA O CONTROLE
DE FITONEMATOIDES

RESUMO

A aplicacdo de biofertilizantes é uma das formas que vem sendo empregadas a fim de
introduzir microrganismos antagonicos para 0 manejo dos nematoides das galhas
(Meloidogyne spp.). No entanto, devido a grande diversidade de microrganismos
presentes nessas formulacBes faz-se necessario realizar a caracterizagdo morfoldgica e
genética a fim de se compreender a diversidade genética. O presente estudo tem por
objetivo identificar a diversidade genética dos microrganismos cultivados presentes em
biofertilizantes utilizados para o manejo de M. exigua. Foram realizadas dilui¢bes
seriadas dos biofertilizantes até 10 nos meios de cultura Agar nutriente (AN), Batata
Dextrose Agar (BDA), Agar Sabouraud Dextrose (SDA), Agar Eosina Azul Metileno
(EMB), Caldo Lactose (CL), Meio Kado. Apds 0s processos de repicagem e
preservacdo dos isolados, foi realizada analise visual das caracteristicas morfologicas
das col6nias bacterianas isoladas em meio Kado e Spot test com o0 meio de cultura King
B. Apos caracterizacdo morfoldgica foi realizada extracdo de DNA genbmico e
Fingerprint gendmico utilizando os primers REP, ERIC e BOX. Os géis de agarose
foram fotografados e posteriormente analisados no programa GelJ, no qual a
similaridade entre os perfis digitalizados foi calculada usando o Coeficiente de
Similaridade Jaccard (CSJ), e, com base nas estimativas de dissimilaridades dos
isolados, foram agrupados pelo método hierarquico UPGMA.Um total de 218 bactérias
foram isoladas dos biofertilizantes Vitaflex e Maxfert, nos quais ndo foi constatada a
presenca de bactérias da familia Enterbacteriaceae e Pseudomonas spp. do grupo
fluorescente. Com base na caracterizacdo morfoldgica e triagem genética foi possivel
agrupar os isolados em 53 grupos distintos, sendo 40 presentes nos dois biofertilizantes
e 13 presentes apenas no Vitaflex. O uso da técnica de Rep-PCR possibilitou ampliar o
conhecimento sobre a biodiversidade da microbiota, uma vez que permite a
caracterizacdo com uma maior seguranca, nao estando sujeita a acdo do ambiente. Nesse
sentido, o uso da técnica de Rep-PCR possibilita uma melhor compreensdo da

diversidade genética das comunidades presentes nos biofertilizantes.

Palavras-chave: Sequéncias repetitivas, Perfil gendmico, Biofertilizantes, Meloidogyne

exigua, Microrganismos benéficos.
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ABSTRACT

The application of biofertilizers is one of the ways that has been used in order to
introduce antagonistic microorganisms for the management of gall nematodes
(Meloidogyne spp.). However, due to the great diversity of microorganisms present in
these formulations, it is necessary to carry out the morphological and genetic
characterization in order to understand the genetic diversity. The present study aims to
identify the genetic diversity of cultured microorganisms present in biofertilizers used
for the management of M. exigua. Serial dilutions of biofertilizers were performed up to
10-3 in the culture media Nutrient agar (AN), Potato Dextrose Agar (BDA), Sabouraud
Dextrose Agar (SDA), Eosine Blue Methylene Agar (EMB), Lactose Broth (CL), Kado
Medium. After the isolation and preservation processes, a visual analysis of the
morphological characteristics of the bacterial colonies isolated in Kado and Spot test
with the King B culture medium was performed. After morphological characterization,
genomic DNA extraction and genomic fingerprint were performed using primers REP,
ERIC and BOX. The agarose gels were photographed and subsequently analyzed using
the GelJ program, in which the similarity between the digitized profiles was calculated
using the Jaccard Similarity Coefficient (CSJ), and, based on the estimates of
dissimilarities of the isolates, were grouped by the UPGMA hierarchical method. A
total of 218 bacteria were isolated from the biofertilizers Vitaflex and Maxfert, in which
the presence of bacteria from the family Enterbacteriaceae and Pseudomonas spp was
not found. of the fluorescent group. Based on the morphological characterization and
genetic screening, it was possible to group the isolates into 53 different groups, with 40
present in the two biofertilizers and 13 present only in Vitaflex. The use of the Rep-
PCR technique made it possible to expand knowledge about the microbiota's
biodiversity, since it allows characterization with greater security, not being subject to
the action of the environment. In this sense, the use of the Rep-PCR technique allows a

better understanding of the genetic diversity of the communities present in biofertilizers.

Key words: Repetitive sequences, genomic profile, biofertilizers, phytonmatoids,

beneficial microorganisms.
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1 INTRODUCAO

Os nematoides sdo organismos multicelulares que constituem um grupo de
invertebrados pertencentes ao filo Nematoda, sendo bastante diversificados com uma
estimativa de aproximadamente 100 mil a um milhdo de espécies (DE LEY e
BLAXTER, 2002), o que representa 80% de todos os individuos do reino Animalia
(PLATT, 1999). Entretanto, os fitonematoides ganham destaque devido a sua
importancia para o homem, por serem responsaveis por danos em plantas de valor
econdmico (FRAGOSO et al., 2007).

Estima-se que os fitonematoides ocasionem perdas anuais a producdo agricola
internacional entre 100 e 157 bilhdes de ddlares (SINGH et al., 2013), sendo mais

frequentes em condigGes de climas tropicais e subtropicais (NICOL et al., 2011).

Os nematoides das galhas (Meloidogyne spp.) s@o importantes fitopatdgenos e estdo
amplamente disseminados pelo pais, sendo responsaveis pela reducdo na producdo e no
valor comercial de diversas culturas. Culturas como o café, soja, batata, tomate, quiabo,
alface, cenoura, fumo, arroz, feijdo, cana-de-acucar, alho, algoddo, abacaxi, coco,
goiaba, banana, entre outras podem ser hospedeiras dos nematoides (FREITAS et al.,
2006).

Entre as formas de manejo utilizadas para a reducdo populacional de M. exigua, o
controle biolégico vem ganhando espaco nos ultimos anos devido a busca por produtos
gque promovam menor impacto ambiental e pela falta de nematicidas de baixa toxidade
para organismos ndo alvos (COIMBRA e CAMPOS, 2005; FERRAO, 2017; JONES et
al., 2017). O controle bioldgico é definido como a reducdo da densidade de um indculo
de um fitopatdgeno ou das atividades determinantes do mesmo, através de um ou mais
organismos antagonistas (COOK & BAKER, 1983 apud AMORIM et al., 2011). Além
disso, atua na reducdo da populacdo dos fitonematoides por meio da acdo de
microrganismos antagénicos ou de produtos do metabolismo secundarios microbianos
que estdo presentes naturalmente no solo ou introduzidos pelo homem (VENZON et al.,
2005).

Entre os microrganismos antagonicos, as rizobactérias ganham destaque, pois atuam de
forma direta e indireta no desenvolvimento das plantas. De forma direta, pela produgéo

de fitormbnios e compostos organicos volateis (COVs) que auxiliam no
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desenvolvimento das plantas hospedeiras (SALAS-MARINA et al, 2011,
CASARRUBIA et al., 2016). Ja a acdo indireta envolve aumento da solubilizacdo de
nutrientes e supressdo de doengas promovendo melhor absorcdo de nutrientes e
resisténcias as doencas e expansdo de vias metabolicas nas plantas (BERG et al., 2014).
Segundo Sharma e Gomes (1996), as rizobactérias atuam por meio da liberacdo de
endotoxinas que intervém no ciclo reprodutivo dos fitonematoides, principalmente na

ovoposicéo e ecloséo de juvenis.

Uma das formas de incorporacdo das rizobactérias no campo é por meio de produtos
biolégicos como os biofertilizantes. Os biofertilizantes sdo produtos bioativos
resultantes da biodigestdo de compostos organicos de origem animal e/ou vegetal
realizada por uma microbiota bastante diversificada que se mantém como fracdo
biologica efetiva que atua de diferentes formas sob as plantas, a saber, inducdo de
crescimento, aumento da disponibilidade de nutrientes e protecdo contra o ataque de
pragas e fitopatégenos (SINGH et al., 2016).

Os biofertilizantes Vitaflex e Maxfert sd@o bioestimulantes organicos oriundos do
processo de fermentacdo natural de melaco de cana. S&o utilizados em conjunto e, alem
de beneficiar a microbiota autdctone do solo, atuam na inducdo de resisténcia e
melhoram o desenvolvimento das plantas (AGRO HUMUS, 2019). Esses produtos
possuem também acdo nematicida e vém sendo utilizados para o manejo de M. exigua
no municipio de luna, na regido sul do estado do Espirito Santo (AGRO HUMUS,
2019).

No entanto, por ndo existir uma formula padrdo para a producdo de biofertilizantes,
cada produto no mercado possui receitas e microrganismos variados em sua
composicdo, tornando a compreensdo do papel isolado desses microrganismos
cultivaveis pouco conhecida (MAGRINI et al., 2011). Desse modo, a caracterizacao
biolégica, morfoldgica e genética de microrganismos faz-se necessaria a fim de se obter
informacBes importantes para otimizacdo de formulacdes baseada na modulacdo da

composicdo da comunidade microbiana efetiva (CHAUHAN et al., 2013).

O uso da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) vem apresentando bons resultados para
a caracterizacdo da variabilidade genética microbiana (SHANGKUAN et al. 2001;
LIMA et al. 2002). Entre as técnicas de genotipagem baseada em PCR, a Rep-PCR
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(Repetitive element polymorphism- Polymerase Chain Reaction) consiste na
caracterizacdo de sequéncias repetitivas e conservadas nos genomas bacterianos
utilizando o conjunto de primers REP, ERIC e BOX (VERSALOVIC et al., 1991).
Nesse sentido, ndo é necessario o conhecimento prévio das sequéncias gendmica das
espécies estudadas, uma vez que Vvarios desses elementos repetitivos intercalados estdo
conservados no Dominio Bactéria, possibilitando a formacdo de fingerprints espécie-
especificos ou até mesmo cepa-especificos (VERSALOVIC et al. 1994; RADEMAKER
& DE BRUNIN 1997, SHANGKUAN et al. 2001; LIMA et al. 2002; DA SILVA ¢
BEZERRA, 2013).

Com base no exposto, 0 presente estudo teve por objetivo identificar a diversidade
morfoldgica e genética dos microrganismos cultivados presentes em fertilizantes

organicos comerciais utilizados para 0 manejo de Meloidogyne exigua.

2 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido no Laboratorio de Virologia Microbiana e Biocontrole de
Doencas de Plantas (LAVIB), Setor de Fitopatologia do Nucleo de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnologico em Manejo Fitossanitario de Pragas e Doencas (NUDEMAFI),
situado na Universidade Federal do Espirito Santo (UFES), localizada no municipio de
Alegre — ES.

2.1 ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DE
MICRORGANISMOS PRESENTES NOS BIOFERTILIZANTES VITAFLEX E
MAXFERT

Para o isolamento dos microrganismos presentes nos biofertilizantes foi utilizada a
metodologia de semeadura por espalhamento (MARIANO e SOUZA, 2016). Dessa
forma, com o proposito de se obter colénias bacterianas isoladas para 0s processos de
repicagem foram realizadas diluicBes seriadas dos biofertilizantes. Para isso, foi retirado
1 mL de cada produto e diluido em 9 mL de &gua destilada esterilizada (ADE) até a
diluicdo 1073,
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Apos as diluicBes, foram pipetados 150 pL da suspensdo em placas Petri contendo
meios de culturas, para posterior espalhamento de forma homogénea com o auxilio de

uma alca de Drigalsky, em Camara de Fluxo.

Os meios utilizados para o isolamento foram o Agar nutriente (AN), Batata Dextrose
Agar (BDA), Agar Sabouraud Dextrose (SDA), Agar Eosina Azul Metileno(EMB),
Caldo Lactose (CL), Meio Kado. Sendo que os meios BDA e SDA sdo utilizados para
isolamento e cultivo de fungos, enquanto AN, EMB, CL e Kado sdo utilizados para o
isolamento e cultivo de bactérias. As placas foram incubadas em Céamara de
crescimento bacteriano por um periodo de trés dias a uma temperatura de 28°C.

Apds o periodo de incubagdo, os isolados bacterianos foram analisados com base em
pardmetros morfologicos das colbnias, tais como: tamanho, pigmentagdo, forma,
superficie, brilho, elevacdo e margens. Colonias puras de cada isolado bacteriano foram
preservadas em microtubos de 2 mL contendo 1 mL de ADE e mantidas na Bacterioteca
do LAVIB.

Depois de realizadas as preservacdes, foram realizadas novas dilui¢bes seriadas, em
camara de fluxo, transferindo-se 1uL da suspensdo bacteriana em 9uL de ADE até a
diluicio 103 que foram pipetadas em meio de cultura Kado sdlido para posterior
espalhamento de forma homogénea com o auxilio de uma alca de Drigalsky, a fim de se
obter colbnias isoladas em numero representativo. Apos trés dias de incubacdo em
Camara de crescimento bacteriano a 28°C, as placas foram analisadas com o auxilio de
uma lupa da marca Leica modelo S8APO e fotografadas para a caracterizacao

morfoldgica das bactérias.

2.2 DETECCAO DA PRODUCAO DE SIDEROFOROS POR ISOLADOS
BACTERIANOS PRESENTES NOS BIOFERTILIZANTES VITAFLEX E
MAXFERT

Para fins de detectara producdo de sideroforos frequentemente produzidos por
Pseudomonas spp. do grupo fluorescente, realizou-se um Spot test com o meio de
cultura King B, que é um meio de cultura que permite identificar a producdo dessas
moléculas atraves da propriedade de fluorescéncia apos excitagdo em luz ultravioleta

(KING et al., 1954), uma vez que o género Pseudomonas spp. do grupo fluorescente é o
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maior representante de rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (RPCPs)

gram-negativas documentadas.

Nesse sentido, foram realizadas pipetagens de 5uL da suspensdo bacteriana (DOs7onm=
0,52) preservada em placas contendo meio King B e em cada placa de Petri foram
pipetados 28 isolados.Também foram pipetados 5 YL de suspensdo bacteriana de
Pseudomonas syringae pv. tomato como controle positivo para producao de sider6foros

e Ralstonia solanacearum como controle negativo.

As placas foram incubadas em Cémara de crescimento bacteriano por um periodo de
trés dias a uma temperatura de 28°C. Ap6s o periodo de incubacdo foi realizada a
analise para deteccdo de fluorescéncia por meio da exposicao das colénias bacterianas a

luz UV do fotodocumentador Loccus L-Pix EX.

2.3 CARACTERIZACAO MOLECULAR DE ISOLADOS BACTERIANOS
PRESENTES NOS BIOFERTILIZANTES VITAFLEX E MAXFERT

2.3.1 Extracéo do DNA gendmico

A extracdo do DNA gendmico das bactérias presentes nos biofertilizantes foi realizada
conforme metodologia proposta por Narayan et al. (2016) com algumas adaptacdes.
Resumidamente, as bactérias foram repicadas em meio de cultura Kado sélido 48-72h

antes do procedimento de extracdo de DNA.

Em microtubos de 1,5 mL contendo 500uL de Suspension Buffer (S Buffer) (10%
Sacarose, 10 mM Tris-HCI (pH 8,0), 50 mM EDTA (pH 8,0), 50 nM NaCl) o
crescimento bacteriano foi recuperado com o auxilio de uma ponteira de 1000uL,
raspando-se a cultura até obter um pellet de aproximadamente 20 a 40 mg, sendo

homogeneizado em vortex por 3min.

Apo6s a homogeneizacdo foram adicionados 20 pL de Lisozima (10 mg/ml) na
suspensdo de células e incubados em banho-maria a 37°C por 45 min, sendo realizadas
vigorosas inversdes em intervalos de 15 min, seguido pela adicdo de 5uL de Proteinase
K (20 mg/ml) e novamente incubados a 37°C por 45 min. Posteriormente foram

adicionados 50 pL de SDS (20% p/v) e levados para o0 banho-maria a 65°C por 45 min.
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O lisado foi centrifugado a 11.000xg por 3 min a 20°C com o propdsito de sedimentar
os detritos celulares no fundo dos microtubos para entdo ser realizada a coleta e a
transferéncia do sobrenadante para um novo microtubo de 1,5 mL contendo 20 pL de
RNAse A (5 mg/ml) e novamente incubado em banho-maria a 37°C por 45 min.

Para promover a precipitacdo de proteinas celulares e outros residuos celulares foi
adicionado o equivalente a 0,35X de Acetato de potéssio 2,5 M (pH 8,0) e realizadas de
15 a 20 suaves inversdes para retornar para a centrifuga em rotacdo baixa (6500xg) e
alta (8000xg) a 20°C por 3 min a fim de promover a sedimentacdo do precipitado. O
sobrenadante foi novamente coletado e transferido para um novo microtubo de 1,5 mL e
adicionado o mesmo volume de sobrenadante coletado, de isopropanol, sendo realizadas

suaves inversdes e incubando por 5 min em temperatura ambiente.

Apos a incubacdo, a solucdo foi centrifugada a 11.000 xg a 4°C por 20 min a fim de
promover a sedimentacdo do DNA e para o descarte do sobrenadante. Os pellets de
DNA foram lavados duas vezes com 200uL etanol 70% e apOs cada adicdo 0s
microtubos foram levados para a centrifuga a 11.000 xg a 4°C por 2 min e posterior
descarte do sobrenadante. Uma nova centrifugacdo a 11.000 xg a 4°C por 2 min foi
realizada a fim de promover a descida do etanol 70% remanescente presente nas paredes

dos microtubos, sendo retirado com o auxilio de ponteiras de 10pL.

Apos esse procedimento os microtubos foram deixados em aberto para a finalizacdo da
secagem em capela durante 10 min e ressuspendidos em 50uL de TE (pH 8,0) e

armazenados a -20°C.

Apos a quantificacdo, 0 DNA gendmico teve a integridade analisada em gel de agarose
a 1% em tampdo TAE 1X, sob eletroforese a 80 V por 1 hora. Com base no gel foi
possivel observar que as amostras selecionadas apresentaram boa concentracdo de
material genético e boa integridade para a realizacdo do Rep-PCR (dados néo

mostrados).
2.3.2. Fingerprint gendmico utilizando Rep-PCR

As reacdes de PCR foram realizadas conforme foi proposto por Da Silva e Bezerra
(2013). Para as reacOes utilizando os primers ERIC e BOX as amplificagfes foram

conduzidas utilizando 1uL de DNA genémico (30 ng/ uL), 0,5 pL de primers (10uM/
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pL) e 12,5 pL de Taqg Polimerase — Master mix (2X) Green (Cellco Biotec) e volume de
agua ultra pura até completar 25 pL de reacdo. As sequéncias de primers foram

desenhadas por Versalovic et al. (1994):

e ERIC-1:5’- ATG TAA GCT CCT GGG GAT TCA C- 3’
e ERIC-2:5’- AAG TAAGTG ACT GGG GTG AGC G- 3’;
e BOX AIR:5-CTA CGG CAA GGC GAC GCT GAC G- 3".

As amplificagbes foram realizadas em um termociclador Loccus TC-9639 utilizando o
seguinte programa: 5 min a 94°C, seguido de 40 ciclos a 94°C por 1 min, 50°C por 1
min e 72°C por 2 min. Foi adicionado um passo de extensdo a 72°C durante 7 min. Os
fragmentos amplificados foram separados em gel de agarose a 1,2% em tampdo TAE
(0,5 M EDTA; 1M TRIS, pH 8,0; acido acético), sob eletroforese a 80V por 1 hora e 30
min,e antes da corrida foram adicionadas as amostras 1 puL de GelRed 10.000X. Apos a
corrida,o gel de agarose foi levado para o fotodocumentador Loccus L-Pix EX para ser

analisado e fotografado.

Para as reacdes utilizando os primers REP as amplificacbes foram conduzidas utilizando
2uL de DNA gendémico (30 ng/ pL), 0,5 pL de primers (10uM/ puL) e 12,5 pL de Taq
Polimerase — Master mix (2X) Green (Cellco Biotec) e volume de &gua ultra pura até
completar 25 pL de reacdo. As sequéncias de primers foram desenhadas por Versalovic
et al. (1994):

e REPIR-5-1II'ICG ICG ICATCI GGC -3’;
e REP2I-5-ICG ICT TAT CIG GCC TAC -3".

As amplificacdes foram realizadas em um termociclador Loccus TC-9639 utilizando o
seguinte programa: 5 min a 94°C, seguido de 41 ciclos a 94°C por 1 min, 45°C por 1
min e 72°C por 2 min. Foi adicionado um passo de extensdo a 72°C durante 7 min. Os
fragmentos amplificados foram separados em gel de agarose a 1,5% em tampdo TAE
(0,5 M EDTA; 1M TRIS, pH 8,0; acido acético), sob eletroforese a 80V por 1 hora e 30
min, e antes da corrida foram adicionadas as amostras 2 puL de GelRed 10.000X. Apos a
corrida, o gel de agarose foi levado para o fotodocumentador Loccus L-Pix EX para ser

analisado e fotografado.
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Os resultados do fingerprinting foram analisados pelo pacote de software Gell (HERAS
et al., 2015).A similaridade entre os perfis digitalizados foi calculada usando o
Coeficiente de Similaridade Jaccard (CSJ), e, com base nas estimativas de
dissimilaridades dos isolados,esses perfis foram agrupados pelo método hierarquico
UPGMA (Método da Ligacdo Média Entre Grupos).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DE
MICRORGANISMOS PRESENTES NOS BIOFERTILIZANTES VITAFLEX E
MAXFERT

Apo6s o plagueamento dos biofertilizantes e isolamento dos microrganismos presentes
nos meios de cultura AN, BDA, SDA, EMB, CL e Kado foi obtido um total de 218
bactérias, ndo sendo constatada a presenca de fungos nos biofertilizantes apenas
bactérias. Das 218 bactérias encontradas nos isolamentos, 166 pertencemao
biofertilizante Vitaflex e 52 ao Maxfert (Tabela 1).

Tabela 1. Relacdo do nimero de bactérias isoladas para cada meio de cultura testado

Meios de cultura Vitaflex Maxfert Total
Agar nutriente (AN) 7 3 10
Batata Dextrose Agar (BDA) 39 9 48
Agar Sabouraud Dextrose(SDA) 6 0 6
Agar Eosina Azul Metileno(EMB) 0 0 0
Caldo Lactose (CL) 50 8 58
Meio Kado 64 32 96

Total

166 52 218
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Entre os meios de cultura utilizados para o isolamento, o0 meio Kado foi o que
possibilitou o crescimento do maior nimero de bactérias em ambos os biofertilizantes,
com um total de 96 microrganismos, sendo 64 do Vitaflex e 32 do Maxfert,
representando 44,04% dos isolados encontrados. Para o meio CL, 58 isolados foram
encontrados (26,61%), sendo 50 no Vitaflex e oito no Maxfert. J& para 0 BDA, foram
obtidos 48 isolados (22,02%), sendo 39 do biofertilizante Vitaflex e nove do Maxfert
(Tabela 1).

O meio AN apresentou 10 isolados (4,59%) sendo sete do Vitaflex e trés do Maxfert. O
meio de cultura SDA foi 0 que apresentou 0 menor nimero de isolados encontrados,
num total de seis (2,75%), todos presentes no Vitaflex. Apenas o meio de cultura EMB

ndo apresentou isolado (Tabela 1).

A variagdo de numero de isolados obtidos em cada biofertilizantes, assim como o
namero de bactérias por meio de cultura,esta associada diretamente ao processo de
fabricacdo dos biofertilizantes. Ambos os biofertilizantes utilizam o melago da cana-de-
acucar como matéria-prima para sua fabricacéo, sendo que o Maxfert utiliza o processo
natural de fermentacdo do melaco, enquanto o Vitaflex utiliza uma técnica japonesa que
associa a fermentacdo natural e a adicdo de microrganismos benéficos (Informacgdes da
empresa). A composicdo dos biofertilizantes e como esses produtos atuam quando
aplicados no campo estd diretamente relacionado ao numero de microrganismos

encontrados.

O Vitaflex, além da adicdo dos microrganismos, possui em sua COMpPOSICao
aminoacidos, vitaminas, antibioticos, enzimas, bioestimulantes e substancias

antagbnicas que sao subprodutos do processo de fermentacdo dos microrganismos.

Dessa forma, o Vitaflex atua no processo de fotossintese, absorcdo de nutrientes,
estimulo a brotacdo de gemas e acdo contra agentes fitopatogénicos. J& o Maxfert € um
produto rico em matéria organica, utilizado para melhorar a fisiologia da planta e a
microbiota presente no solo, uma vez que o teor de acidos humicos presente nesse
produto € de 5,7%, enguanto no Vitaflex é de 0,36% (AGRO HUMUS, 2019).

O acido humico promove um aumento da microbiota presente no solo e auxilia no
crescimento vegetativo pelo aumento da emergéncia de raizes laterais (local da

interacdo entre as rizobactérias e o hospedeiro), além de facilitar a penetracdo das
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rizobactérias devido ao afrouxamento da parede celular em decorréncia da presenca de
compostos com subunidades da auxina (CONCEICAO et al., 2009; CARON et al.,
2015). Nesse sentido, com base em seu método de produgdo e ao seu modo de acdo ao
ser aplicado no campo, o Maxfert atua mais como um condicionador da microbiota

presente no solo justificando assim 0 menor nimero de isolados encontrados.

Entre os meios testados no presente estudo, o meio Kado foi o mais eficiente em relagao
ao numero de isolados total e por produtos. As causas podem estar relacionadas a
composi¢do do meio, uma vez que o meio Kado é o mais enriquecido entre 0s meios

utilizados no estudo.

Entre os componentes presentes em sua constituicdo a caseina hidrolisada e o extrato de
levedura podem ser os responsaveis pela superioridade do meio Kado, no qual a caseina
atua como fonte de proteinas e o extrato de levedura como fonte de vitaminas
principalmente do grupo B, importantes para o desenvolvimento das bactérias
(VIOLATTI e TEBALDI, 2016). Ja os meios BDA, CL e NA sdo meios ndo seletivos,
ou seja, uma ampla gama de microrganismos pode se desenvolver. Contudo, para o
desenvolvimento de microrganismos € necessario que 0S Meios possuam em sua
composicdo carbono e minerais para o seu desenvolvimento (SCHMIDELL et al.,
2001). Dessa forma, os meios BDA e CL apresentaram maior nimero de isolados
encontrados por serem meios mais ricos em carbono (dextrose e lactose) atendendo a

necessidade das bactérias que foram encontradas quando comparados com o meio AN.

O meio SDA é um meio seletivo para fungos patogénicos e leveduras, uma vez que,
devido ao alto teor de dextrose, promove uma acidificacdo do meio (pH 5,6) (HARE,
2013). Dessa forma, o baixo numero de isolados encontrados no meio SDA esta
relacionado ao pH do meio, pois para a maioria das bactérias é necessario um pH
proximo da neutralidade (6,8-7,5) para poderem se desenvolver (ENGELKIRK e
ENGELKIRK, 2012). A ndo presenca de isolados no meio de cultura EMB esta

associada a seletividade do meio.

O meio EMB é utilizado para o isolamento e diferenciacdo de bacilos entéricos Gram-
negativos, pertencentes a familia Enterbacteriaceae. O EMB ¢ utilizado principalmente
para testar materiais clinicos, alimentos e produtos lacteos, sendo utilizado para detectar

fermentadores de lactose como a Escherichia.coli (HORWITZ et al., 2010).
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Os géneros Escherichia spp, Salmonella spp., Shigella spp., Yersinia spp.,membros da
familia Enterbacteriaceae, sdo de grande importancia para a seguranca alimentar,uma
vez que esses géneros sdo os principais agentes de infeccbes intestinais e causam serios
problemas de salde publica no Brasil. (SOUSA, 2006). Dessa forma, com base nos
resultados obtidos, ambos os biofertilizantes ndo possuem esse grupo de bactérias em

sua composicdo, ndo apresentando qualquer risco a saude de quem os manipula.

Com base nas caracteristicas morfoldgicas (tamanho, forma, elevacédo, superficie, brilho
e cor) observadas a partir das col6nias bacterianas isoladas (Tabela 3 - Anexos e Figura
1), foi possivel agrupar os 218 isolados em 61 grupos distintos. Nos quais, 21 isolados
estdo presentes nos dois biofertilizantes, 38 isolados foram encontrados apenas no

Vitaflex e dois isolados encontrados apenas no Maxfert.



40

Figura 1. Col6nias isoladas de alguns representantes de grupos de bactérias

encontrados nos biofertilizantes Maxfert (M) e Vitaflex (V).
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Os biofertilizantes Vitaflex e Maxfert sdo produzidos a partir do processo de
fermentacdo da cana-de-aglcar. Nesse sentido, os 21 grupos de isolados que estdo
presentes nos dois biofertilizantes podem compor o grupo de bactérias que estdo
presentes naturalmente no material de origem sem a necessidade de serem adicionados
(AGRO HUMUS, 2019). No entanto, como base nas informagdes presentes na bula, o
Vitaflex possui, em sua composi¢cdo, microrganismos benéficos. Dessa forma, os 38
grupos encontrados no apds a caracterizacdo morfolégica podem estar associados aos
microrganismos relatados na bula do Vitaflex.

Segundo Hungria e Silva (2011), a caracterizagdo morfoldgica de colbnias bacterianas
possui potencial tanto para superestimar quanto para subestimar a diversidade de
espécies devido a variagdes morfoldgicas intraespecificas ou por semelhancas
morfolégicas comuns a varias especies. Segundo o0s autores, as caracteristicas
fenotipicas de um determinado microrganismo ndo sdo estaveis, podendo sofrer
alteracdo dependendo das condicGes de desenvolvimento. Contudo, para a realizacdo da
caracterizacdo morfoldgica, todos os isolados do presente estudo foram repicados em
meio Kado e foram mantidos sob a mesma condicdo de temperatura (28°C). Nesse
sentido, o meio ndo influenciou nas caracteristicas morfoldgicas dos isolados uma vez
gue 0s mesmos estavam sob mesma condicdo de temperatura, pH e nutrientes para seu

desenvolvimento.

A caracterizacdo morfologica de colonias bacterianas, embora trabalhosa e até certo
ponto subjetiva, € importante como uma primeira aproximacdo para a avaliacdo da
diversidade de populacdes microbianas. Em estudos que apresentam um grande nimero
de representantes, como os do presente estudo, é de suma importancia realizar a
caracterizacao a fim de selecionar representantes de cada grupo, promovendo assim uma
diminuicdo no numero de isolados com perfis similares, o que favorece a otimizacao de
formulagdes microbianas comerciais. Nesse sentido, o uso de critério morfoldgico
(tamanho, forma, estrutura etc.) permite diferenciar uma espécie de outra e pode servir
inicialmente de base para medidas de biodiversidade. Contudo, outros critérios
complementares (bioquimicos, fisiologicos, genéticos) sdo indispensaveis para
classificar adequadamente os microrganismos (RIBEIRO e CARDOSO, 2012).
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3.2 DETECCAO DA PRODUCAO DE SIDEROFOROS POR ISOLADOS
BACTERIANOS PRESENTES NOS BIOFERTILIZANTES VITAFLEX E
MAXFERT

Com base nos resultados obtidos pelo Spot test em meio King B, nenhuma das 218
bactérias isoladas apresentou pigmentos fluorescentes, uma vez foi detectada a presenca
de pigmentos fluorescentes apenas em P. syringae pv.tomato (Figura 2A e 2B). Para
confirmar os resultados do teste em meio King B foi gerada uma imagem em 3D que
evidencia o pico de excitacdo para os isolados bacterianos na presenca da luz UV,
quando a producéo de siderdforos ocorre em meio de cultura (Figura 2C).
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Figura 2. Teste em meio King B: A) Na presenca de luz UV; B) Na presenca da luz UV
saturada para evidenciar a fluorescéncia e C) Imagem em 3D evidenciando o pico de
excitacdo dos sideroforos gerados no controle positivo. Fotos realizadas no
fotodocumentador Loccus L-Pix EX. A marcacdo em vermelho indica ocontrole

negativo Ralstonia solanacearum.

O teste em meio king B tem como principal objetivo detectar a presenca de
Pseudomanas spp. do grupo Fluorescente que sdo facilmente distinguiveis de outras
rizobactérias, quando cultivadas sob essas condi¢fes nutricionais (KING et al., 1954),
devido a sua capacidade em produzir pigmento verde-amarelado fluorescente sob luz
ultravioleta, gracas a grande quantidade de sider6foros (STANIER et al.,1966). O
género Pseudomonas é o0 maior representante de rizobactérias promotoras de
crescimento de plantas (RPCPs) gram-negativas documentadas, sendo que o maior
namero das espécies pertence ao grupo das fluorescentes. Sendo assim uma forma de

identificacdo de bactérias.
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A n&o presenca de Pseudomanas spp. do grupo fluorescente ndo descarta a hipotese que
exista bactérias do género Pseudomanas spp., uma vez que trata-se de um género
heterogénico e que apresenta dois grupos distintos que s@o classificados com base na
capacidade de produzir pigmentos (pioverdina) ou de acumular poli-a-hidroxibutirato
(ndo fluorescentes) (ZAGO, 2000).

3.3 CARACTERIZACAO MOLECULAR DE ISOLADOS BACTERIANOS
PRESENTES NOS BIOFERTILIZANTES VITAFLEX E MAXFERT

3.3.1 Extracao do DNA genémico

A escolha dos representantes dos grupos formados foi realizada ap0s a caracterizagao
morfologica das colonias (Tabela 4-Anexo) e em seguida, de posse do DNA gendmico
extraido, a concentragdo e a pureza (Tabela 4-Anexo) foram checadas para conclusao da

analise de rotina.

Além da concentracdo do DNA genémico também foram checadas a relagdo 260/280
nm e 260/230 nm, ambas as relaces sdo utilizadas para analisar a pureza do DNA. Na
relacdo 260/280 é considerado como puro quando o valor da relagéo fica entre 1,8 -2,0,
caso o valor da relacdo for consideravelmente mais baixa, podera indicar a presenca de
proteinas, fenol ou outros contaminantes que absorvem fortemente a 280 nm ou

proximos a eles.

Ja a relacdo 260/230 é uma medida secundaria da pureza do acido nucléico. Os valores
de 260/230 para um &cido nucléico "puro™ costumam ser mais altos que os respectivos
valores de 260/280 e geralmente estdo na faixa de 1,8-2,2. Se a proporcdo for
consideravelmente mais baixa, isso pode indicar a presenca de contaminantes co-
purificados (SCIENTIFIC, 2009).

3.3.2. Fingerprint gendmico utilizando Rep-PCR

O namero de fragmentos gerados usando o primer BOX variou de 1 a 7 por isolado com
um tamanho variando entre 4000 a 300 pb (Figura 3A). Os primers ERIC geraram de 2
a 8 fragmentos por isolado variando o tamanho entre 3000 a 75 pb (Figura 3B). Ja os

primers REPgeraram de 2 a 5 fragmentos que variaram de 7000 a 200 pb (Figura 3C).
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Figura 3. Rep-PCR de alguns representantes de isolados presentes no Vitaflex (V) e
Maxfert (M). (A) BOX; (B) ERIC; (C) REP. A primeira canaleta com a letra M indica o
Marcador 1 kb Plus DNA Ladder (Cellco Biotecnologia).

Por meio da andlise de agrupamento UPGMA, para os 61 grupos de isolados no
presente estudo (Figura 7- Anexos) foi possivel gerar trés dendrogramas (Figuras 4, 5 e
6). Para os trés dendrogramas foi possivel observar uma mudanga abrupta a partir de
70% similaridade. Dessa forma, para os trés dendrogramas o ponto de corte foi de 70%
(Figuras 4,5 e 6).
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Figura 4. Dendograma da diversidade génica dos isolados encontrados nos
biofertilizantes Vitaflex (V) e Maxfert (M) construido com base na matriz de
similaridade pelo complemento do Coeficiente de Jaccard, com os dados gerados pelo

primers BOX, usando o método das médias das distancias (UPGMA).
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Figura 5. Dendograma da diversidade génica dos isolados encontrados nos
biofertilizantes Vitaflex (V) e Maxfert (M) construido com base na matriz de
similaridade pelo complemento do Coeficiente de Jaccard, com os dados gerados pelo

primers ERIC, usando o método das médias das distancias (UPGMA).
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Figura 6. Dendograma da diversidade génica dos isolados encontrados nos
biofertilizantes Vitaflex (V) e Maxfert (M) construido com base na matriz de
similaridade pelo complemento do Coeficiente de Jaccard,com os dados gerados pelo

primers REP, usando o método das médias das distancias (UPGMA).
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Utilizando 70% de similaridade como ponto de corte, houve diferengas quanto ao
namero de grupos formados para cada primer. Para o primer BOX houve a formacéo de
36 clusters, dos quais os grupos 2, 3, 5, 8, 9, 12, 15, 19, 20, 24, 27, 29, 32, 33, 34 e 36
sdo compostos por isolados presentes nos dois biofertilizantes. Os grupos 1, 4, 6, 7, 10,
11, 14, 16, 17, 18, 21, 22, 23, 25, 26, 28, 30 e 31 sdo compostos de isolados presentes
apenas no Vitaflex. J& os isolados que compdem os grupos 13 e 35 foram encontrados

apenas no Maxfert (Figura 4).

Houve a formacéo de 22 clusters para os primers ERIC. Nos quais, os grupos 3, 5, 7, 9,
12, 13, 17, 18, 19, 20, 21, e 22 sdo compostos por isolados encontrados nos dois
biofertilizantes. J& os grupos 1, 2, 4, 6, 8, 10, 11, 14, 15 e 16 sdo de isolados presentes

apenas no Vitaflex (Figura 5).

Para os primers REP houve a formacdo de 24 clusters, nos quais os grupos 1, 2, 4, 5, 6,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 18, 21, 22 e 24 foram encontrados nos dois biofertilizantes.
Enquanto os grupos 3, 7, 8, 9, 16, 17, 19 e 20 foram encontrados apenas no Vitaflex. Ja

0 grupo 23 foi encontrado apenas no Maxfert (Figura 6).

A diferenca no numero de grupos formados estd relacionada com a distribuicdo e
diversidade dos distintos elementos repetitivos (sequéncias repetitivas) para cada

genoma que sao alvos durante a reacdo de PCR.

As sequéncias REP (Repetitive Extragenic Palindromic) foram descritas e identificadas
na enterobactéria Escherichia coli e Salmonella typhimurium (HIGGINS et al., 1982).
S&o constituidas de 38 pares de base sendo sequéncias que estdo presentes nas regides

intercistronicas de diferentes operons (GILSON et al.,1984).

Ja os elementos ERIC (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus) também foram
identificados nas regibes intergénicas dentro e entre operons, sendo semelhantes as
sequéncias REP. Entretanto, as sequéncias ERIC apresentam um maior nimero de pares
de base (124-127) e ndo estdo restritas apenas as regides transcritas dos genes,estando
presentes também em regiGes ndo codificadoras do cromossomo. Frequentemente sdo
localizadas entre genes em operons com a posicao variando em relacdo ao promotor ou
terminador nas diferentes repeticbes (SHARPLES & LLOYD, 1990). Justificando,

assim, o nimero de grupos entre 0s primers REP e ERIC serem proximos.
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Os elementos BOX estdo localizados nas regifes intergénicas, podendo formar
estruturas stem-loop devido a sua simetria palindromica (OLIVE & BEAN, 1999).
Segundo Martins et al. (1992), a localizacdo dos elementos BOX sugere uma
possibilidade de que sejam elementos regulatérios. Os autores também reportaram que
os elementos BOX ndo possuem sequéncias relacionadas com os elementos REP e
ERIC.

Ao utilizar os primers REP, ERIC e BOX para estimativa da similaridade dos isolados
obtidos nesse estudo, faz-se necessario analisar os trés dendogramas em conjunto, a fim
de se observar padrbes semelhantes, pois quando analisados separadamente sao
percebidas diferengas na formagdo dos clusters, ndo sendo tdo informativo quando
analisados em conjunto. Dessa forma, para que os isolados sejam considerados similares
€ necessario que eles estejam juntos nos clusters formados para os trés primers no
presente estudo (DA SILVA e BEZERRA, 2013).

Com base na analise em conjunto dos trés dendogramas gerados (Figuras 4,5 e 6), foi
possivel observar que os isolados V11, V12, V13, V15, V16, V18, V19 e V20 foram
considerados similares a 70%, pois nos trés dendogramas gerados, 0s respectivos
isolados,foram agrupados em conjunto (Cluster 24 no BOX; Cluster 3 para o ERIC e
Cluster 13 no REP). O mesmo ¢ observado para os isolados V26 e V27 (Clusters 27 no
BOX; 21 no ERIC e 5 no REP).

Com base nas caracteristicas morfologicas e meios de cultura em que se desenvolveram,
foi possivel observar que os isolados V11, V12, V13, V15, V16, V18, V19 e V20 se
desenvolveram em meio BDA, e apresentou semelhangas quanto ao tamanho (média),
forma da coldnia (circular), tendo variaces em relacéo a superficie ficando entre o liso
e 0 rugoso e na coloracdo variando do branco para o creme. Outro ponto a ser levado em
consideracdo é que os isolados tratam-se de uma mesma cepa que apresentou variacoes

fenotipicas ao longo dos processos de repicagem.

Ja os isolados V26 e V27 desenvolveram-se no meio CL e tém semelhanc¢as quanto ao
tamanho (Média), elevacdo (elevada) e superficie (rugosa) das coldnias isoladas e,
assim como citado anteriormente, esses dois isolados sdo produtos de variacGes

fenotipicas de uma mesma bactéria em diferentes condigdes de cultivo.
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Outra informacdo obtida a partir da andlise em conjunto dos dendogramas foi a
organizacdo no nimero de isolados presentes nos dois biofertilizantes. Os isolados M7 e
M9 (grupos 7 e 9, respectivamente), que foram encontrados apenas no biofertilizante
Maxfert, foram agrupados junto com isolados presentes no Vitaflex ou com isolados

encontrados em ambos os biofertilizantes.

Dessa forma, com a analise dos dendogramas foi possivel comprovar que todas as
bactérias isoladas no Maxfert sdo provenientes do proprio material de origem por meio
do processo de fermentacdo natural, além de estarem presentes na composicdao do
Vitaflex. Com o auxilio do REP-PCR foi possivel verificar que os isolados V4, V5, V7,
V8, V9, V33, V34, V37, V39, V40, V41, V45 e V46 estdo presentes apenas no
biofertilizante Vitaflex, uma vez que foram agrupados junto com isolados encontrados

apenas neste biofertilizante.

Nesse sentido, 0 uso da Rep-PCR possibilitou ampliar o conhecimento sobre a
biodiversidade da microbiota presente nos biofertilizantes, além de possibilitar uma
triagem genética dos isolados,a partir dos quais, 218 bactérias que foram isoladas nos
produtos Vitaflex e Maxfert foram agrupadas em 53 clusters,dos quais 40 grupos estdo

presentes nos dois biofertilizantes e 13 estdo presentes apenas no Vitaflex.

O uso da técnica de Rep-PCR vem sendo descrito na bibliografia para a caracterizacao
da diversidade de bactérias simbidticas e patogénicas a plantas. Segundo Louxs et al.
(1994, 1995), o uso dos primers de Rep-PCR promoveu a formacdo de padrbes
gendmicos distintos em linhagens de Pseudomonas syringae, Xanthomonas campestris

e, X. oryzae.

Bouzar et al. (1999) estudaram a diversidade genética de 400 linhagens de
Xanthomonas spp. de 32 pontos da América Central e Caribe utilizando o Rep-PCR,

sendo possivel agrupa-las em dois grandes grupos.

O REP-PCR vem promovendo uma melhor compreensdo da diversidade genética da
microbiota presente na rizosfera, bem como auxiliando na identificacdo de potenciais
microrganismos antagbnicos que podem ser utilizados na agricultura brasileira (GAO et
al., 2001; MENNA et al., 2009; NGAMAU et al., 2012; KUMAR et al., 2014). A
aplicagdo da técnica de Rep-PCR permite a caracterizagdo de rizobactérias com uma

maior seguranca, uma vez que essa caracterizagdo nao esta sujeita a riscos como a agdo



o1

do meio ambiente (meio de cultura, temperatura, pH), ja que as caracteristicas
genotipicas sdo as mesmas (GAO et al., 2001; NGAMAU et al., 2012).

Com a triagem genética dos isolados presentes nos biofertilizantes Maxfert e Vitaflex
foi possivel selecionar representantes (com base em analises visuais dos géis) para a
conducédo de bioensaios a fim de se compreender como 0s isolados atuam nas relagcdes

multitréficas entre patdgeno-hospdeiro-antagonista.

Os bioensaios estdo sendo conduzidos em casa de vegetacdo, e com base nos resultados
sera possivel realizar uma compilacdo total dos dados obtidos da caracterizagdo
morfoldgica, genética e mecanismos de ac¢do na indugdo de crescimento e controle de
fitonematoides, a fim de se confirmar a efetividade dos isolados nos diferentes

biofertilizantes.

Dessa forma, serd possivel que futuramente possa ser realizada uma otimizacdo nos
formulados dos biofertilizantes acrescentando de forma isolada ou enriquecendo o
produto com cepas especificas que ndo terdo que competir com cepas que nao

adicionam a capacidade do produto em combater os nematoides.

Nesse sentido, 0 Rep-PCR fornece um suporte mais concreto nas informacdes sobre as
comunidades microbianas presentes em biofertilizantes, sendo possivel compilar essas
informacGes, com caracteristicas morfologicas e bioquimicas e compreender a forma de
atuacdo das rizobactérias na interacdo multitrofica entre rizobactérias-hospedeiro-
patogenos (NGAMAU et al., 2012).
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4 CONCLUSAO

A caracterizagdo morfologica possibilitou agrupar 218 bactérias isoladas nos
biofertilizantes Vitaflex e Maxfert em 61 grupos, sendo dois isolados encontrados no
biofertilizante Maxfert, 38 no biofertilizante Vitaflex e 21 presentes em ambos 0s
biofertilizantes.

Os produtos ndo possuem, em sua composicao, bactérias da familia Enterbacteriaceae e

Pseudomanas spp. do grupo fluorescente.

A técnica de Rep-PCR possibilitou promover uma triagem genética dos isolados, na
qual reorganizou os 61 grupos previamente agrupados em 53 grupos, sendo que 40
isolados estdo presentes nos dois biofertilizantes e 13 estdo presentes apenas no
Vitaflex.

A técnica de Rep-PCR possibilita informagdes mais concretas sobre as comunidades
microbianas presentes nos biofertilizantes, sendo necessario compilar essas
caracteristicas aos mecanismos de acdo dos isolados nas interagdes multitroficas entre
patogeno-hospedeiro-antagonista, a fim de se compreender como 0s produtos atuam no

controle os nematoides.
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CAPITULO IlI: EFICIENCIA DE BIOFERTILIZANTES E NEMATICIDAS
QUIMICOS NO MANEJO DE Meloidogyne exigua EM CAFEEIRO ARABICA.

RESUMO

Os fitonematoides séo responsaveis por 45% das perdas na cultura cafeeira, sendo que
75% dessas perdas sdo ocasionadas pelo nematoide das galhas Meloidogyne Goeldi.
Entre as espécies, 0 M. exigua ganha destaque por sua ampla distribuicdo nas regifes
produtoras de café arébica. Devido a complexidade do manejo em campo e a alta
toxicidade de produtos quimicos que visam seu manejo, tem-se pesquisado técnicas
alternativas para a reducdo populacional desse patdgeno no campo. Com base no
exposto, objetivou-se no presente estudo avaliar o efeito isolado e combinado de
diferentes nematicidas quimicos e biofertilizantes no manejo de M. exigua em lavoura
comercial de café ardbica na regido de lUna, sul do Espirito Santo. O experimento foi
conduzido em delineamento de blocos casualizados no esquema fatorial 9 x 2, em que
foram estudados os efeitos de nove produtos: (T1- Testemunha (controle negativo); T2-
Rugby (15 L/ha) (Controle positivo); T3- Nimitz (1,0 L/ha); T4- Vitaflex (10 L/ha); T5-
Maxfert (20 L/ha); T6- Vitaflex 10 L/ha + Nimitz (1,0 L/ha); T7- Maxfert 20 L/ha +
Nimitz 1,0 L/ha; T8- Vitaflex 10 L/ha + Maxfert 20 L/ha e T9- Vitaflex 10 L/ha +
Maxfert 20 L/ha + Nimitz 1,0 L/ha); em duas épocas de avaliacdo: antes da aplicagédo
dos produtos (populacéo inicial) e 45 dias apos a aplicacdo dos produtos (45 DAA). As
amostras foram acondicionadas e levadas para o Laboratério de Nematologia
(NEMATUFES) para processamento, extracdo e quantificacdo juvenis de M. exigua. A
aplicacdo isolada do Nimitz, Vitaflex e Maxfert apresentou maior reducdo do nematoide
na raiz, enquanto a aplicacdo isolada de Maxfert e a combinacdo entre Vitaflex +
Maxfert promoveram maior reducdo do nematoide no solo. A combinagdo entre
Vitaflex + Nimitz e Maxfert + Nimitz também apresentou resultados satisfatorios
quando comparados com a testemunha, o que permitiu constatar a possibilidade do uso

combinado entre nematicidas sintéticos e biofertilizantes para 0 manejo M. exigua.

Palavras chave: Nematdide das galhas, Coffea arabica, Controle biolégico, Controle

quimico.
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ABSTRACT

Phytomatomatoids are responsible for 45% of the losses in the coffee crop, and 75% of
these losses are caused by the Meloidogyne Goeldi gall nematode. Among the species,
M. exigua stands out for its wide distribution in the Arabica coffee producing regions.
Due to the complexity of handling in the field and the high toxicity of chemicals aimed
at its management, alternative techniques have been investigated to reduce the
population of this pathogen in the field. Based on the above, the objective of the present
study was to evaluate the isolated and combined effect of different chemical
nematicides and biofertilizers in the management of M. exigua in commercial Arabica
coffee plantations in the region of IUna, southern Espirito Santo. The experiment was
conducted in a randomized block design in a 9 x 2 factorial scheme, in which the effects
of nine products were studied: (T1- Witness (negative control); T2- Rugby (15 L / ha)
(positive control); T3 - Nimitz (1.0 L / ha); T4- Vitaflex (10 L / ha); T5- Maxfert (20 L /
ha); T6- Vitaflex 10 L / ha + Nimitz (1.0 L / ha); T7 - Maxfert 20 L / ha + Nimitz 1.0 L
/ ha; T8- Vitaflex 10 L / ha + Maxfert 20 L / ha and T9- Vitaflex 10 L / ha + Maxfert 20
L / ha + Nimitz 1.0 L / ha ); in two evaluation periods: before the application of the
products (initial population) and 45 days after the application of the products (45 DAA).
The samples were packaged and taken to the Nematology Laboratory (NEMATUFES)
for processing, extraction and quantification of M. exigua juveniles. The isolated
application of Nimitz, Vitaflex and Maxfert showed a greater reduction of the root
nematode, while the isolated application of Maxfert and the combination of Vitaflex +
Maxfert promoted a greater reduction of the nematode in the soil. The combination of
Vitaflex + Nimitz and Maxfert + Nimitz also presented satisfactory results when
compared with the control, which allowed to verify the possibility of the combined use

between synthetic nematicides and biofertilizers for the management of M. exigua.

Key words: Root-Knot Nematode, Coffea arabica, Biological control, Chemical

control.
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1 INTRODUCAO

O café é um dos principais produtos dentro do cenério agricola brasileiro.Oestado do
Espirito Santo ocupa o segundo lugar em producdo, sendo responsavel por 22,06% da
producdo nacional e também o terceiro maior produtor de café ardbica no pais
(CONAB, 2019). A cultura do cafeeiro arabica gera em torno de 150 mil empregos
diretos e indiretos, sendo a principal fonte de renda de 80% das propriedades rurais
capixabas localizadas em terras frias e montanhosas, sendo o municipio de IGna um dos
maiores produtores do estado (INCAPER, 2018).

Os fitonematoides estdo entre os principais problemas fitossanitarios que acometem a
cultura do cafeeiro (CONTARATO et al.,2014; OLIVEIRA et al., 2016), o que se deve
principalmente ao seu dificil controle e diagnose imprecisa, pois 0s sintomas indiretos
sdo, muitas vezes, associados a deficiéncias nutricionais pelos agricultores (KIMANI et
al., 2002).

As perdas ocasionadas ao cafeeiro por fitonematoides chegam a 45%, destas, 75% séo
ocasionadas por fitonematoides do género Meloidogyne Goeldi, também conhecido
como nematoide das galhas. Entre as espécies desse género, M. exigua representa um
sério problema para a cafeicultura, pois contribui como fator limitante para a obtencao
de alta qualidade para o cafeeiro arabica (BARBOSA et al., 2004).

O uso de nematicidas sintéticos é uma das taticas de manejo mais empregadas para a
reducdo populacional de Meloidogyne spp, por apresentar resultados rapidos (DONG;
ZHANG, 2006; KEARN et al., 2014).

A maioria dos nematicidas presentes no mercado inibe a acetilcolinesterase,
promovendo a paralisia dos nematoides e levando-os a morte por inani¢do. Entretanto,
esses produtos sdo considerados altamente tdxicos para humanos e para 0 meio
ambiente, sendo que a maioria deles ndo tem especificidade em sua toxicidade (JONES
et al, 2017). Por essa razdo, muitos nematicidas foram proibidos de serem
comercializados no Brasil (HUSAIN et al., 2010).

Com o proposito de disponibilizar aos agricultores produtos quimicos efetivos para o
manejo de fitonematoides, novos ingredientes ativos com acdo nematicida e baixa

toxicidade vém sendo desenvolvidos. O Fluensulfone ou MCW-2 (5-cloro-2- (3,4,4-
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trifluorobut-3-f enilsulfonil) -1,3-tiazole), membro do grupo Tioéster Fluoroalquilo, é
um exemplo desses produtos que possui baixa toxicidade a organismos ndo-alvo (OKA
et al., 2009; KEARN et al., 2014).

Outra possibilidade racional e sustentavel para 0 manejo de fitonematoides é o controle
biol6gico, que vem ganhando destaque por promover um menor impacto ambiental e
reduzindo o uso de nematicidas nas plantagdes de café (TOLARDO et al., 2019). Nesse
controle bioldgico, as rizobactérias estdo entre os principais microrganismos utilizados
para 0 manejo de Meloidogyne spp. (VAZ et al., 2011; ARAUJO et al., 2012), uma vez
que liberam endotoxinas que interferem negativamente no ciclo reprodutivo dos
fitonematoides, principalmente na ovoposicao e eclosdo de juvenis, além de auxiliar no
crescimento das plantas pela producdo de fitorménios e compostos organicos volateis
(COVs) (RAMAMOORTHY, 2001; SALAS-MARINA et al., 2011; CASARRUBIA et
al., 2016).

As rizobactérias estdo presentes naturalmente nos solos. Entretanto, a adicdo de matéria
organica ao solo pode influenciar positivamente sua populacdo, o que potencializa o
controle biologico. Essas bactérias podem também ser introduzidas em areas agricolas

pela aplicacdo/uso de produtos biolégicos (VENZON et al., 2005).

Alem de nematicidas de baixa toxicidade e das rizobactérias, os biofertilizantes
surgiram ha alguns anos como uma nova possibilidade para tornar o manejo de
fitonematoides mais efetivo no campo. Esses biofertilizantes sdo compostos bioativos
formados a partir do processo de fermentacdo microbioldgica de compostos organicos
de origem animal e/ou vegetal. Ao serem aplicados no campo, os biofertilizantes atuam
positivamente no crescimento vegetativo e no manejo de patdégenos (SINGH et al.,
2016).

O Vitaflex e o Maxfert sdo produtos de uso agricola registrados no Brasil como
biofertilizantes. Eles sdo bioestimulantes organicos provenientes do processo de
fermentacdo natural de melaco de cana e, recentemente, foi descoberto que possuem
acdo nematicida e, por isso, véem sendo utilizados para o manejo de nematoides de
plantas (AGRO HUMUS, 2019).

O manejo integrado de fitonematoides consiste na utilizagdo conjunta de medidas para a

reducdo populacional de fitonematoides. Nesse sentido, deve-se considerar a inclusdo de
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novos ingredientes ativos, como o Fluensulfone, que possui baixa toxidade para
organismos ndo-alvo e sua possivel associacdo sinérgica com biofertilizantes como
Maxfert e Vitaflex, podendo-se assim, com essa combinacdo de medidas de manejo,

promover uma otimizacdo do manejo de M. exigua em lavouras infestadas.

Objetivou-se no presente estudo avaliar o efeito isolado e da combinacdo de diferentes
nematicidas quimicos e biofertilizantes no manejo de M. exigua em lavoura comercial

de café arabica na regido de luna, sul do Espirito Santo.
2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em uma lavoura comercial de cafeeiro ardbica cv. Catuai
44 com 23 anos de idade cultivada em espacamento 3,0 x 1,5, localizada em Cdrrego
Bonsucesso no municipio de ldna-ES, latitude 20°17'38.2"Sul, longitude
41°30'02.9"Oeste e altitude de 435 m,com o solo classificado como Latossolo

Vermelho-Amarelo distréfico de textura argilosa com ocorréncia natural de M. exigua.

O experimento foi conduzido em delineamento de blocos casualizados no esquema
fatorial 9 x 2, em que foram estudados os efeitos de nove produtos: (T1- Testemunha
(controle negativo); T2- Rugby (15 L/ha) (Controle positivo); T3- Nimitz (1,0 L/ha);
T4- Vitaflex (10 L/ha); T5- Maxfert (20 L/ha); T6- Vitaflex 10 L/ha + Nimitz (1,0
L/ha); T7- Maxfert 20 L/ha + Nimitz 1,0 L/ha; T8- Vitaflex 10 L/ha + Maxfert 20 L/ha
e T9- Vitaflex 10 L/ha + Maxfert 20 L/ha + Nimitz 1,0 L/ha); em duas épocas de
avaliacdo: antes da aplicacdo dos produtos (populacgéo inicial) e 45 dias apds a aplicacao
dos produtos (45 DAA). O experimento constou de quatro blocos num total de 72
parcelas experimentais, cada uma constituida por oito plantas analisando as seis plantas

centrais.

A aplicacdo dos produtos foi realizada utilizando um aplicador costal, com um volume
de calda de 16 L/ha, aplicando-se a 50 cm da projecdo da copa na parte de cima da linha

de plantio aplicando um drench de 100 mL por planta em meia lua.

Antes da instalacdo do experimento, foi realizada a coleta de solo e raizes para a
quantificacdo da populacdo inicial de M. exigua presente na area. Posteriormente, 45
dias apos a aplicacdo dos produtos foram retiradas amostras de solo e raiz de 0 cm a 30

cm de profundidade na regido da rizosfera, totalizando 1kg de solo e 100g de raiz de
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cada planta. Essas amostras foram identificadas e acondicionadas em sacos plasticos e
levadas para o Laboratério de Nematologia (NEMATUFES) para processamento,

extracdo e quantificacdo juvenis de M. exigua.

A extracdo de nematoides do solo foi feita segundo metodologia de Jenkins (1964) e das
raizes pela técnica de Hussey e Barker (1973) modificada por Bonetti e Ferraz (1981).

A andlise estatistica dos dados foi feita com o uso do pacote ExpDes.pt (FERREIRA,
CAVALCANTI; NOGUEIRA, 2013) do software R (R DEVELOPMENT CORE
TEAM, 2019), sendo as estimativas das variancias comparadas pelo teste F ao nivel de
5% de probabilidade (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2017). Constatando-se que

as variancias dos tratamentos ndo foram homogéneas, procedeu-se a transformagédo nos

dados utilizando-se a transformacdo vx — 1, que possibilitou uma homogeneizagédo das
variancias dos tratamentos. A comparacdo das medias entre os tratamentos deu-se pelo

teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade e os resultados apresentados em tabela.
3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 2, estdo expostos os valores médios referentes ao efeito dos tratamentos
isolados ou combinados no numero total de nematoides presentes em 10 g de raiz ou em
100 g de solo, antes da aplicacdo dos produtos (Populacdo inicial) e 45 dias apos a
aplicacdo dos produtos (DAA) em condi¢cbes de campo, assim como a comparacao entre

0s tratamentos.

Tabela 2. Efeito de nematicidas quimicos (Rugby e Fluensulfone 40EC) e
biofertilizantes (Vitaflex e Maxfert) aplicados isoladamente ou em associacdo sobre a
populacdo de M. exigua parasitando o cafeeiro cv. Catuai 44 no municipio de luna, ES.

(Continua)

N° Total de nematdides/ 10g de raiz  N° Total de nemato6ides/ 100g de solo

Tratamentos  Populagéo - Reducdo  Populacéo " Reducéo
- 45DAA™ o DAA™)
(*) Inicial ™ (%) Inicial ™ (%)
T1 42,29bA 42,36aA - 13,52aA 12,22aA -

T2 32,51cA 22,02cB 32,27 11,59bA 7,20bB 37,88
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Tabela 3. Efeito de nematicidas quimicos (Rugby e Fluensulfone 40EC) e biofertilizantes
(Vitaflex e Maxfert) aplicados isoladamente ou em associacdo sobre a populacdo de M.
exigua parasitando o cafeeiro cv. Catuai 44 no municipio de IUna, ES.

(Concluséo)

N° Total de nematdides/ 10g de raiz  N° Total de nematoides/ 100g de solo

Tratamentos  Populacéo - Redugéo Populacédo - Redugéo
~ . 45DAAM™ . DAA™

*) Inicial (%) Inicial (%)
T3 58,66aA 26,80bB 54,31 14,46aA 10,97aB 24,14
T4 41,05bA 20,66¢cB 49,67 14,50aA 9,28bB 36,00
T5 36,68cA 18,91cB 48,45 16,55aA 9,19bB 44 47
T6 38,27bA 25,17bB 34,23 12,02bA 9,68bB 19,47
T7 33,40cA 25,88bB 22,51 11,24bA 9,53bA 15,21
T8 24,63dA 19,66CcA 20,18 14,00aA 7,73bB 44,79
T9 19,78dA 15,40dA 22,14 8,26CA 9,01bA -

Legenda: Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si,
minuscula na coluna (comparacéo entre tratamentos) e maidscula na linha (comparacéo
entre os dias de coleta) pelo teste de Scott-Knott (p>0,05);

(*) T1- Testemunha (controle negativo); T2- Rugby (15 L/ha) (Controle positivo); T3-
Nimitz (1,0 L/ha); T4- Vitaflex (10 L/ha); T5- Maxfert (20 L/ha); T6- Vitaflex 10 L/ha
+ Nimitz 1,0 L/ha; T7- Maxfert 20 L/ha + Nimitz 1,0 L/ha; T8- Vitaflex 10 L/ha +
Maxfert 20 L/ha e T9- Vitaflex 10 L/ha + Maxfert 20 L/ha + Nimitz 1,0 L/ha.

(**) Valores originais transformados em vx — 1

Quando os dados do nivel populacional dos tratamentos foram comparados entre si aos
45 DAA, percebe-se que todos reduziram a populacdo de M. exigua tanto no sistema

radicular quanto no solo (Tabela 2).

Para o nUmero de nematoides nas raizes, os tratamentos que mais reduziram foram o
Nimitz (T3) (54,31%) seguido do Vitaflex (T4) (49,67%) e do Maxfert (T5) (48,45%).
Ja para a reducdo do nimero de nematoides do solo os melhores tratamentos foram o
Vitaflex + Maxfert (T8) (44,79%) e o Maxfert (T5) (44,47%) (Tabela 3).

Os tratamentos menos efetivos para a reducdo de nematoides nas raizes foram o
Vitaflex + Maxfert (T8) (20,18%), o Vitaflex + Maxfert + Nimitz (T9) (22,14%) e o
Maxfert + Nimitz (T7) (22,51%).No solo, os tratamentos menos efetivos foram o
Maxfert + Nimitz (T7) (15,21%)e o Vitaflex + Nimitz (T6) (19,47%) (Tabela 3).
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Porém quando se compara a populacdo dos nematoides nas raizes na avaliacdo aos 45
DAA em relagdo a populacéo inicial, percebe-se que somente o Vitaflex + Maxfert (T8)
e o Vitaflex + Maxfert + Nimitz (T9) ndo foram efetivos na redugéo populacional de M.
exigua. Para a avaliacdo no solo, os tratamentos que ndo apresentaram efeito foram o
Maxfert + Nimitz (T7) e o Vitaflex + Maxfert + Nimitz (T9) (Tabela 3).

O uso dos nematicidas Rugby (T2) e Nimitz (T3) apresentou redugdo na populacdo de
M. exigua 45 DAA (Tabela 2). Sendo que o Rugby proporcionou uma redugdo de
32,27% para o sistema radicular e 37,88% para o0 solo enquanto o Nimitz obteve uma
reducdo de 54,31% no sistema radicular e 24,14% para o solo (Tabela 2).Segundo
Cortes et al. (2014), os nematicidas Rugby e Nimitz comportaram-se de maneira
semelhante e efetiva na reducdo da reproducdo do nematoide, conforme foi observado

no presente estudo.

O Vitaflex e o Maxfert 45 DAA apresentaram resultados semelhantes ao Rugby, que é
um dos nematicidas recomendados para o controle de fitonematoides para a cultura do
café. O uso de biofertilizantes para o0 manejo de fitonematoides vem sendo estudado nos
altimos anos, o que pode ser explicado pelos elevados riscos a salude humana e ao
ambiente causado pelos nematicidas comerciais e pela busca por produtos que
promovam menor impacto ambiental (RODRIGUES et al., 2016; JONES et al., 2017).

Alguns autores afirmam que o uso de biofertilizantes pode reduzir de forma
significativa o nimero de nematoides no solo e nos sistema radicular, diminuido
também o nimero de galhas, massas de ovos e de fémeas (MAHGOOB e EL-TAYEB,
2010; EL-SHENNAWY et al., 2012; YOUSSEF e EISSA, 2014; YOUSSEF et al.,
2015; YOUSSEF e LASHEIN, 2015; JIANG et al., 2018).

O sucesso para 0 manejo de fitonematoides por meio de biofertilizantes esta relacionado
aos metabolitos produzidos por bactérias, como compostos volateis, acidos graxos,
sulfeto de hidrogénio, enzimas, horménios, alcool e compostos fendlicos. Tais produtos
podem ser tOXicos para 0s hematoides ou podem suprimir indiretamente a populacéo de
nematoides por meio da modificacdo da rizosfera (YOUSSEF e EISSA, 2014).

A aplicacdo de Vitaflex + Maxfert (T8) ndo apresentou diferencas estatistica quando
comparado com as suas aplicacdes isoladamente (T4 e T5, respectivamente), assim

como ao controle positivo (T2).
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A associacdo desses diferentes biofertilizante (T8) implicou em reduc6es no nimero de
M. exigua de 20,18% e 44,79% nas raizes e no solo, respectivamente (Tabela 3).
Segundo Youssef et al. (2015), a associagéo entre diferentes microrganismos promove
uma alteracdo na rizosfera por meio da co-toxidade, o que resulta na redugdo no nimero
de fitonematoides. Possivelmente, pode ter havido uma interacdo sinérgica entre o
Vitaflex e o0 Maxfert em relacdo a reducdo no niamero de M. exigua presentes no solo 45
DAA. Uma vez que, com base nos resultados obtidos no primeiro capitulo, os dois
biofertilizantes possuem em sua composicao grupos de bactérias semelhantes que
podem atuar de diferentes formas nas interacbes multitroficas entre o hospedeiro-

patégeno-antagonista.

O processo de colonizacdo das raizes das plantas hospedeiras por rizobactérias ocorre
por meio de multiplas etapas que envolvem genes e metabolitos das bactérias (GARCIA
et al., 2015). Entre esses metabdlitos estdo agentes antimicrobianos que atuam no
controle bioldgico, o que pode explicar a reducdo de M. exigua em café arabica na

presente pesquisa.

As combinacbes Vitaflex + Nimitz (T6) reduziram a populacdo de M. exigua nas raizes
e solo em 34,23% e 19,47%, respectivamente, e Maxfert + Nimitz (T7) em 22,15% e

15,21%, respectivamente, quando comparado a testemunha.

A associagdo entre controle quimico e bioldgico é reportada na bibliografia. Segundo
Gowen e Tzortzakakis (1994) alguns organismos antagonistas a fitonematoides ndo sao
afetados por nematicidas como Aldicarb, Carbofuran, Mirol, Forate, Oxamyl, sendo
possivel viabilizar o uso combinado entre controle quimico e bioloégico. A eficiéncia do
uso combinado de produtos biolégicos e quimicos, em alguns casos, deve-se ao fato de
que alguns nematicidas possuem efeito nematostatico paralisando os fitonematoides e
expondo-0s a antagonistas, fazendo com que esses agentes biocontroladores de
nematoides aumentem suas eficiéncias (SIDDIQUI & MAHMOOD, 1999).

E importante lembrar que apenas uma avaliacdo (45 dias) apds a aplicacdo dos produtos
ndo € suficiente para validacdo da pesquisa. Por esse motivo, é importante ressaltar que
o0 trabalho continua sendo desenvolvido no campo, novas coletas ja foram feitas e ja
estdo sendo processadas, e pelo menos duas colheitas serdo acrescentadas a essa

pesquisa.
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4. CONCLUSAO

A aplicacdo isolada e combinada de nematicidas quimicos e biofertilizantes foram
eficientes na reducdo populacional de M. exigua em lavoura comercial de café arabica
45 DAA. A aplicagdo isolada do Nimitz, Vitaflex e Maxfert apresentou maior redugéo
do nematoide na raiz, enquanto a aplicagdo isolada de Maxfert e a combinagdo entre

Vitaflex + Maxfert promoveram maior reducéo do nematoide no solo.

O uso dos nematicidas Rugby e Nimitz reduziu a populagéo de M. exigua 45 DAA uma
vez que ambos se comportam de maneira semelhante e efetiva na reducdo de

nematoides.

Os biofertilizantes Vitaflex e Maxfert aplicados isolados ou combinados reduziram a

populacdo de M. exigua, sendo uma nova opgao para 0 manejo em cafeeiro arabica.

A combinagdo entre biofertilizantes e nematicidas de baixa toxicidade promoveu
reducdes na populacdo dos nematoides em cafeeiro arabica possibilitando em novas

alternativas para o0 manejo de M. exigua em lavouras comerciais de cafeeiro arabica.
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Tabela 4. Caracterizacdo morfoldgica de colbnias isoladas de bactérias presentes nos biofertilizantes Vitaflex (V) e Maxfert (M) desenvolvidas

em meio Kado.

(Continua)

Caracteristicas Morfol6gicas

N° de Isolados

Grupos  Tamanho Forma Elevacdo  Superficie Brilho Cor Borda King B Vitaflex Maxfert Total
1 M | A R B Br o] - 12 5 17
2 G C A R B C 0] - 5 3 8
3 P | A L B T L - 5 6 11
4 M C E CR O C O - 2 4 6
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Tabela 5. Caracterizacdo morfoldgica de colbnias isoladas de bactérias presentes nos biofertilizantes Vitaflex (V) e Maxfert (M) desenvolvidas

em meio Kado.
(Continuacao)

Caracteristicas Morfologicas N° de Isolados
Grupos  Tamanho Forma Elevacdo  Superficie Brilho Cor Borda King B Vitaflex Maxfert Total
5 M Cc E R B CA L - 1 2 3
6 P C A L o] C Li - 2 2 4
7 G | A R 0] Br L - 0 1 1
8 P C Cx L O BC Li - 12 3 15
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Tabela 5. Caracterizacdo morfoldgica de colbnias isoladas de bactérias presentes nos biofertilizantes Vitaflex (V) e Maxfert (M) desenvolvidas

em meio Kado.
(Continuacao)
Caracteristicas Morfologicas N° de Isolados
Grupos  Tamanho Forma Elevacdo  Superficie Brilho Cor Borda King B Vitaflex Maxfert Total
10 M Cc Cx L B CT Li - 5 1 6
11 M C E L B C F - 1 1 2
12 P C Cx L 0] A Li - 8 4 12
13 M | E L O C L - 2 1 3
14 M | A L O C O - 2 1 3
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Tabela 5. Caracterizacdo morfoldgica de colbnias isoladas de bactérias presentes nos biofertilizantes Vitaflex (V) e Maxfert (M) desenvolvidas

em meio Kado.
(Continuacao)
Caracteristicas Morfol6gicas N° de Isolados
Grupos  Tamanho Forma Elevacdo  Superficie Brilho Cor Borda King B Vitaflex Maxfert Total
15 G C E L B Tr Li - 1 1 2
16 M C E R B Br O - 1 1 2
17 G | Co L B BT Li - 1 0 1
18 M | A R O Br L - 1 0 1

19 P | A R O BT L - 1 0 1
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Tabela 5. Caracterizacdo morfoldgica de colbnias isoladas de bactérias presentes nos biofertilizantes Vitaflex (V) e Maxfert (M) desenvolvidas

em meio Kado.
(Continuacao)
Caracteristicas Morfol6gicas N° de Isolados
Grupos  Tamanho Forma Elevacdo  Superficie Brilho Cor Borda King B Vitaflex Maxfert Total
20 M | Cr R o] Br L - 3 0 3
21 M C E L B Tr O - 2 0 2
22 P | E R O C L - 2 0 2
23 P C Co L O T Li - 1 0 1

24 M C E R B T L - 2 0 2
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Tabela 5. Caracterizacdo morfoldgica de colbnias isoladas de bactérias presentes nos biofertilizantes Vitaflex (V) e Maxfert (M) desenvolvidas

em meio Kado.
(Continuacao)
Caracteristicas Morfol6gicas N° de Isolados
Grupos  Tamanho Forma Elevacdo  Superficie Brilho Cor Borda King B Vitaflex Maxfert Total
25 M C A L 0 C L - 2 0 2
26 M C A R O C L - 1 0 1
27 M C Cr L B T Li - 1 0 1
28 G C A L O C Li - 1 0 1

29 M C A R O C @) - 9 0 9
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Tabela 5. Caracterizacdo morfoldgica de colbnias isoladas de bactérias presentes nos biofertilizantes Vitaflex (V) e Maxfert (M) desenvolvidas

em meio Kado.
(Continuacao)
Caracteristicas Morfol6gicas N° de Isolados
Grupos  Tamanho Forma Elevacdo  Superficie Brilho Cor Borda King B Vitaflex Maxfert Total
30 M C A R ) Br L - 2 0 2
31 M C A R O Br O - 2 0 2
32 M C E R O C 0] - 1 0 1
33 M C E L B C Li - 4 2 6

34 M C E L B CT Li - 7 3 10
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Tabela 5. Caracterizacdo morfoldgica de colbnias isoladas de bactérias presentes nos biofertilizantes Vitaflex (V) e Maxfert (M) desenvolvidas

em meio Kado.
(Continuacao)
Caracteristicas Morfologicas N° de Isolados
Grupos  Tamanho Forma Elevacdo  Superficie Brilho Cor Borda Vitaflex Maxfert Total
35 M | A R o] BC o] 1 0 1
36 G C Cx L B Br Li 10 2 12
37 M C A R 0] C ) 7 0 7
38 M | E R B Br L 2 0 2
39 M C A R O C L 1 0 1
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Tabela 5. Caracterizacdo morfoldgica de colbnias isoladas de bactérias presentes nos biofertilizantes Vitaflex (V) e Maxfert (M) desenvolvidas

em meio Kado.
(Continuacao)
Caracteristicas Morfol6gicas N° de Isolados
Grupos  Tamanho Forma Elevacdo  Superficie Brilho Cor Borda King B Vitaflex Maxfert Total
40 M C A R 0 C 0] - 1 0 1
41 M C E R O Br O - 1 0 1
42 M | E R B C L - 3 1 4
43 M C A R O C O - 5 3 8

44 G C E L O C L - 1 0 1
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Tabela 5. Caracterizacdo morfoldgica de colbnias isoladas de bactérias presentes nos biofertilizantes Vitaflex (V) e Maxfert (M) desenvolvidas

em meio Kado.
(Continuacao)
Caracteristicas Morfol6gicas N° de Isolados
Grupos  Tamanho Forma Elevacdo  Superficie Brilho Cor Borda King B Vitaflex Maxfert Total
45 M Cc A L (0] C Li - 4 0 4
46 M C E L B C Li - 2 0 2
47 M C Cx L B C Li - 2 1 3
48 P C A L O C O - 1 0 1

49 P C Cx L B C @) - 3 0 3
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Tabela 5. Caracterizacdo morfoldgica de colbnias isoladas de bactérias presentes nos biofertilizantes Vitaflex (V) e Maxfert (M) desenvolvidas

em meio Kado.
(Continuacao)
Caracteristicas Morfol6gicas N° de Isolados
Grupos  Tamanho Forma Elevacdo  Superficie Brilho Cor Borda King B Vitaflex Maxfert Total
50 M C E L B C 0] - 3 3 6
51 M C E L B C O - 2 0 2
52 M C Cx L B C 0] - 3 0 3
53 P C E L B C L - 1 0 1

54 P C Cx L B A Li - 3 0 3
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Tabela 5. Caracterizacdo morfoldgica de colbnias isoladas de bactérias presentes nos biofertilizantes Vitaflex (V) e Maxfert (M) desenvolvidas

em meio Kado.
(Continuacao)
Caracteristicas Morfol6gicas N° de Isolados
Grupos  Tamanho Forma Elevacdo  Superficie Brilho Cor Borda King B Vitaflex Maxfert Total
55 P | E L B CT L - 1 0 1
56 M C E L B C L - 1 0 1
57 G C Ce R B CT F - 1 0 1
58 M C E L O Br L - 1 0 1
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Tabela 6. Caracterizacdo morfoldgica de colbnias isoladas de bactérias presentes nos biofertilizantes Vitaflex (V) e Maxfert (M) desenvolvidas

em meio Kado.

(Conclusdo)

Caracteristicas Morfol6gicas

N° de Isolados

Grupos  Tamanho Forma Elevacdo  Superficie Brilho Cor Borda King B Vitaflex Maxfert Total
59 P Cc Cx L B CA Li - 2 0 2
60 P C E L o] C Li - 1 0 1
61 PP C Cx L B Tr ) - 1 0 1

Legenda: Tamanho: M- Média; G- Grande; P- Pequena; PP- Puriforme. Forma: C- Circular; I- Irregular; Elevacédo: A- Achatada; E- Elevada;

Cx- Convexa; Co- Cbncava; Cr-Cateriforme; Ce- Centro Elevado. Superficie: R- Rugosa; L- Lisa; CR- Centro Lisa e Borda Rugosa. Brilho: B-
Brilhante; O- Opaca. Cor: Br- Branca; C- Creme; T- Translucida; CA- Creme Amarelada; BC- Branco Creme; CT- Creme Transllcida; A-

Amarela; Tr- Transparente; BT- Branca Transltcida. Borda: O- Ondulada; L- Lobada; Li- Lisa; F- Filamentosa.
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Tabela 7. Concentracio e pureza de Acidos Nucléicos de representantes de grupos de
isolados formados a partir da caracterizacdo morfoldgica

(Continua)

Grupos  Representante  Concentracdo de Acidos Nucléicos  260/280 260/230

(ng/ul)
1 M1 178.1 1.89 2.11
2 M2 176.6 1.89 2.08
3 M3 311 1.98 2.32
4 M4 712.2 1.96 1.86
5 M5 446.7 1.92 2.22
6 M6 115 191 2.14
7 M7 422.1 1.88 1.95
8 M8 178.6 1.89 1.87
9 M9 102.5 1.91 1.95
10 M10 203.9 1.88 1.92
11 M11 321.4 1.91 2.24

12 M12 1000.3 1.91 1.98
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Tabela 8. Concentracio e pureza de Acidos Nucléicos de representantes de grupos de
isolados formados a partir da caracterizacdo morfoldgica

(Continuacao)

Grupos  Representante  Concentracdo de Acidos Nucléicos ~ 260/280 260/230

(ng/ul)
13 M13 222 1.88 1.96
14 M14 246.6 1.89 2.12
15 M15 242.1 1.89 1.71
16 V1 162.2 1.84 2.56
17 V2 245.7 1.96 1.3
18 V3 146.2 1.27 2.92
19 V4 51.4 1.9 5.29
20 V5 123.8 1.86 2.57
21 V6 256.1 1.86 1.76
22 V7 69.2 1.88 1.96
23 V8 269.2 1.49 1.02
24 V9 223.8 1.86 1.9

25 V10 84.3 1.82 1.89
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Tabela 8. Concentracio e pureza de Acidos Nucléicos de representantes de grupos de
isolados formados a partir da caracterizacdo morfoldgica

(Continuacao)

Grupos  Representante  Concentracdo de Acidos Nucléicos ~ 260/280 260/230

(ng/ul)
26 V11 402.4 1.91 1.97
27 V12 450.3 1.9 2.2
28 V13 533 191 2.13
29 V14 345.5 1.92 1.95
30 V15 509 1.85 1.95
31 V16 365.3 1.94 2.04
32 V17 455 191 2.03
33 V18 389.5 1.9 2.23
34 V19 385.7 1.93 2.02
35 V20 284.2 1.93 2.19
36 V21 171.9 1.95 2.11
37 V22 869.7 1.9 1.93

38 V23 226.5 1.93 1.86
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Tabela 8. Concentracio e pureza de Acidos Nucléicos de representantes de grupos de
isolados formados a partir da caracterizacdo morfoldgica

(Continuacao)

Grupos  Representante  Concentracdo de Acidos Nucléicos ~ 260/280 260/230

(ng/ul)
39 V24 759.4 1.91 2.01
40 V25 1181.6 1.91 1.64
41 V26 580.7 1.9 1.89
42 V27 1004.5 1.85 151
43 V28 1479.5 1.87 1.93
44 V29 45.9 1.99 1.73
45 V30 69.6 191 2.13
46 V31 250.6 1.93 2.17
47 V32 360.4 1.91 2.11
48 V33 516.3 1.92 2.33
49 V34 330.7 1.96 2.29

50 V35 520.1 1.9 2.12
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Tabela 9. Concentracio e pureza de Acidos Nucléicos de representantes de grupos de
isolados formados a partir da caracterizacdo morfoldgica

(Concluséo)

Grupos  Representante  Concentracdo de Acidos Nucléicos ~ 260/280 260/230

(ng/ul)
ol V36 327 1.97 2.42
52 V37 76.3 1.95 2.19
53 V38 169.5 2.03 2.46
54 V39 306.9 1.94 1.56
55 V40 364.5 1.92 2.31
56 V41 151.4 191 2.03
57 V42 53 1.95 1.25
58 V43 92.9 1.86 1.15
59 V44 524.7 1.97 1.43
60 V45 93.1 1.86 0.8

61 V46 24.9 1.9 1.93
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M M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10 M1l M12 MI3M14MI5V1 V2 V3 V4 V5 V6 V7 V8 V9 V10 Vi1 V12 Vi3 V14 V15 V16 V17 V18 V19 V20 V21 V22 V23 V24 V25 V26 V27 V28 V29 V30 V31 V32 V33 V34 V35 V36 V37 V38 V39 VA0 VA41VA42V43V44Vas5 Va6

| ’ m

Figura 7. Rep-PCR de todos os representantes de isolados presentes no Vitaflex (V) e Maxfert (M). (A) BOX; (B) ERIC; (C) REP. A primeira

canaleta com a letra M indica o Marcador 1 kb Plus DNA Ladder (Cellco Biotecnologia)
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