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RESUMO

Um dos métodos mais utilizados para 0 manejo de M. exigua € atraves da aplicacdo de
nematicidas quimicos, porém, esses produtos sao prejudiciais aos animais, ao homem e ao meio
ambiente, por isso tém-se buscado formas alternativas de manejo desse patdgeno, como 0 uso
de bactérias antagonistas. Dois experimentos (experimentos 1 e 2) foram conduzidos e repetidos
uma vez. No primeiro estudou-se o efeito de isolados bacterianos obtidos a partir de
biofertilizantes comerciais na mortalidade de M. exigua ‘in vitro’. O delineamento experimental
foi o inteiramente casualizado (DIC) com 22 tratamentos (20 isolados bacterianos + um controle
positivo + uma testemunha negativa) e quatro repeticdes, totalizando 88 unidades
experimentais. Sete dos vinte isolados bacterianos (B74, B75, B84, B85, B86, B88, B121),
demonstraram efeito na mortalidade de J2s de M. exigua ap6s 24 horas de incubacdo. As
bactérias B74, B75, B84, B86 e B88 foram identificadas e pertencem ao género Bacillus sp., ja
os isolados B85 e B121 foram identificadas como Micrococcus sp. e Brevibacterium
epidermidis, respectivamente. Os isolados B88, B74, B121, B86 apresentaram percentuais de
mortalidade superiores a 75%, ja 0 B75, B84 e B85 atingiram percentuais superiores a 57%. No
segundo experimento foi feita a selecdo e o teste de compatibilidade entre os isolados
bacterianos antagonistas a M. exigua mais promissores no experimento 1. O delineamento
experimental foi DIC com 9 tratamentos (7 isolados bacterianos + uma controle positiva + uma
testemunha negativa) e quatro repeticdes. Nao houve efeito antagdnico entre os isolados
bacterianos estudados. Os resultados dos experimentos 1 e 2 evidenciam o potencial,
principalmente dos isolados B121, B74, B86, B88, como possiveis agentes de controle
biolégico de M. exigua e indicam que essas bactérias podem ser empregadas de forma

combinada para manejo dos fitonematoides, pois elas ndo tém efeito antagdnico entre si.

Palavras-chave: Nematoide das galhas, Isolados bacterianos, antagonista, Controle biolégico.



ABSTRACT

One of the most used methods for managing M. exigua is through the application of
chemical nematicides, however, these products are harmful to animals, humans and the
environment, which is why alternative ways of managing this pathogen have been sought, such
as the use ofantagonistic bacteria. Two experiments (experiments 1 and 2) were carried out and
repeated once. In the first, the effect of bacterial isolates obtained from commercial biofertilizers
on themortality of M. exigua 'in vitro' was studied. The experimental design was completely
randomized (CRD) with 22 treatments (20 bacterial isolates + one positive control
+ one negative control) and four replications, totaling 88 experimental units. Seven out of
twenty bacterial isolates (B74, B75, B84, B85, B86, B88, B121), demonstrated effect on the
mortalityof M. exigua J2s after 24 hours of incubation. Bacteria B74, B75, B84, B86 and B88
were identified and belong to the genus Bacillus sp., whereas isolates B85 and B121 were
identifiedas Micrococcus sp. and Brevibacterium epidermidis, respectively. Isolates B88, B74,
B121, B86 showed mortality percentages greater than 75%, whereas B75, B84 and B85 reached
percentages greater than 57%. In the second experiment, the selection and compatibility test
was carried out between the most promising bacterial isolates antagonistic to M. exigua in
experiment 1. The experimental design was CRD with 9 treatments (7 bacterial isolates + one
positive control + one negative control) and four repetitions. There was no antagonistic effect
among the studied bacterial isolates. The results of experiments 1 and 2 show the potential,
mainly of isolates B121, B74, B86, B88, as possible biological control agents for M. exigua and
indicate that these bacteria can be used in combination for the management of phytonematodes,

as they do not have an antagonistic effect on each other

Key words: Root-knot nematode, Bacterial isolates, antagonist, Biological control.
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1 INTRODUCAO

Os nematoides sdo encontrados em uma imensa variedade de habitats. Muitas espécies séo
saprofiticas enquanto outras se alimentam de bactérias, fungos, e outros organismos, e ha ainda
aqueles que séo parasitas de plantas. O que diferencia um fitonematoide de outros grupos de
nematoides € a presenca de estilete no aparelho bucal, 6rgdo em forma de agulha hipodérmica que
0 patdgeno utiliza para perfurar as células da planta hospedeira para obter seu alimento (FERRAZ
& BROWN, 2016).

Entre os nematoides parasitas de plantas (NPPs) os do género Meloidogyne, ou nematoides
das galhas (NGs) estdo entre os mais importantes. Esses fitopatdgenos atacam as raizes de plantas
causando aumento no nimero e tamanho das células, cujo sintoma tipico € a formagdo degalhas
radiculares (NEVES et al., 2021). Algumas espécies estdo incluidas como as mais importantes
economicamente, por estaremamplamente distribuidas em todo o0 mundo e pelos danosque causam
as plantas hospedeiras (MATTQOS, 2017). Meloidogyne exigua Goeldi, 1887, é uma espécie
bastante disseminada nos cafezais brasileiros e o efeito do parasitismo desse nematoide pode
causar reducao de 50 a 68,2% na producgdede Coffea arabica L. (GUERRA NETO et al., 1985).

Por se tratar de um patdgeno habitante do solo, 0 manejo de M. exigua é complexo, exigindo
a integracao de métodos, sendo um dos mais utilizados o controle quimico, por apresentarresultados
rapidos (FERRAZ, 2018; ZASADA et al., 2018; SIKANDAR et al., 2020). Porém, a aplicacdo de
nematicidas é prejudicial aos animais e a0 homem e onera o custo de producdo, por essa razao
pesquisadores em todo o mundo tém buscado formas alternativas de manejo desses patégenos,
como o uso de biofertilizantes que comumente contém em sua composi¢cdo agentes de controle
biol6gico, como bactérias (WEI, 2014).

As principais bactérias estudadas para controle biol6gico de fitonematoides sdo aquelas que
habitam a rizosfera e tém a capacidade de invadir os tecidos internos das plantas, ou seja, as

endofiticas facultativas, especialmente as do género Bacillus (MACHADO et al., 2012).

Essas bactérias podem agir de forma direta através de toxinas que afetam a eclosdo ou a
mobilidade das formas juvenis dos nematoides ou de forma indireta, pela alteracdo dos exsudatos
radiculares, dificultando a localizag&o das raizes pelos nematoides. Uma outra possibilidade é pela
inducaode resisténcia sistémica da planta (TORRES-VERA et al., 2014 ; HU et al., 2018; PHOUR
et al., 2020).

Apesar de muitos isolados bacterianos serem consideradas antagdnicos a Meloidogyne spp.,
poucos produtos comerciais para o biocontrole desses fitopatdgenos estdo atualmente disponiveis
no mercado brasileiro, por isso é necessario encontrar diferentes isolados de bactériaseficientes na

reducdo populacional dos M. exigua com o intuito de ampliar a possibilidade de
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otimizacdodo manejo desses nematoides (XUE et al., 2009).

Hé alguns biofertilizantes disponiveis no mercado que reduzem a populacdo de M. exigua
no campo (COGO, 2020; FIGUEIREDO, 2020). Esses produtos apresentam consideravel
diversidadede microrganismos em sua composic¢do, o que dificulta o entendimento do efeito
isolado desses microrganismos o nematoide. Cégo (2020) estudou a diversidade genética dos
microrganismos presentes em dois biofertilizantes, um produto organico contendo cepas de
Bacillus subtilis, B. licheniformis e Lactobacillus sp. outro produto fluido 100% organico rico em
matéria organica (acidos humicos e fulvicos) e, partir desta triagem, foi possivel ampliar o
conhecimento sobre a biodiversidade da microbiota desses biofertilizantes, permitindo uma melhor
compreensdo da diversidade genética das comunidades presentes nesses produtos.

O estudo dos microrganismos presentes em biofertilizantes, em ambientecontrolado é
essencial para que se compreenda quais desses sao efetivos na mortalidade de M. exigua, e qual o
papel isolado ou em conjunto dessa microbiota na mortalidade desse patdgeno (MAGRINI et al.,
2011).

Diante do exposto, objetivou com o presente trabalho: avaliar a eficiéncia de isolados
bacterianos presentes em dois biofertilizantes comerciais sobre a mortalidade de juvenis de
segundo estadio (J2s) de M. exigua e estudar ‘in vitro’ a compatibilidadeexistente entre as bactérias

obtidas a partir desses biofertilizantes.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1  Nematoides das galhas (Meloidogyne spp.)

Entre os nematoides fitoparasitas, osnematoides do género Meloidogyne, ou NGs estéo
incluidos entre os mais importantes economicamente, por estarem amplamente distribuidos em
todo 0 mundo e pelos danos que causam as plantas parasitadas (MATTOS, 2017).

O ciclo de vida de Meloidogyne spp. apresenta quatro estadios juvenis até atingir a fase
adulta.O primeiro estadio (J1) ocorre no ovo e a eclosdo é estimulada por condi¢cBes ambientais
favoraveis. Quando o nematoide deixa o0 ovo, no segundo estadio (J2), permanece deste modo
até encontrar a raiz, na qual inicia o processo de penetracdo na zona meristematica,logo abaixo
da coifa, onde por meio de choques mecanicos promovidos pelo estilete, 0 nematoide consegue
penetrar a raiz e iniciar a sua busca pela célula no cilindro vascular que dardo origem ao sitio de
alimentacdo, passando, entdo, mais trés ecdises até se tornar adulto. Apos formado o sitio de
alimentacdo, o nematoide se alimenta de forma sedentéaria e reproduz sendo que o ciclo ovo-
adulto dura de 28 a 30 dias (NIEBEL, GHEYSEN et al., 1994).

Do ponto de vista epidemiol6gico, um estagio marcante no ciclo de vida de Meloidogyne
spp. €o Jz, Unico estagio que tem a capacidade de se mover pelosolo e infectar as plantas e,
durante seu trajeto em busca das raizes, esses individuos interagem com uma vasta gama de
microrganismos (TOPALOVIC et al., 2019).

Os sintomas causados por Meloidogyne spp. podem ser diretos, quando observados nas
raizes das plantas infectadas, oureflexos, verificados na parte aérea das plantas nas quais nota-se
tamanho desigual, murcha e a diminuicdo da produtividade (FERRAZ; MONTEIRO, 1995). O
sintoma direto mais caracteristico é a formacao de galhas, que aparecem quando 0s tecidos em
torno do corpo do nematoide sofrem hiperplasia e hipertrofia (FERREIRA, 2017). Essas galhas
sdo respostas fisioldgicas das plantas, em que as células transformam-se em tecido nutridor,
provendo aos nematoides nutrientes necessarios ao seu desenvolvimento e reproducao
(FERRAZ, 2001).

Assim, os danos que Meloidogyne spp. causam as plantas podem ser explicados pela
espoliagdo de nutrientes por esses patdgenos a partir dos tecidos radiculares, alteragdo na
absorcdo e translocacdo de &gua e nutrientes, modificacdo ou destruicdo de tecidos radiculares,
ou ainda diminui¢do do crescimento das raizes (HUSSEY & WILLIAMSON, 1996; VIAENE
& ABAWI, 1996; SPIEGEL & CHET, 1998; WIDMER et al., 1999; CHEN et al., 1999;
CASTILLO et al., 2006; SANTOS et al., 2006).
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2.2. Importancia de Meloidogyne exigua

No Brasil, os danos causados pelos nematoides foram primeiramente relatados em 1878. Ao
descrever a espécie M. exigua, 0 pesquisador suico Emilio Goeldi, relatou os grandes estragos
causados por esse patdgeno ao cafeeiro na entdo Provincia do Rio de Janeiro. Desde entdo, M. exigua
tém causado danos em importantes regides produtoras de cafée (SANTQOS, 1997).

A espécie M. exigua encontra-se em todas as regides produtoras de café no Brasil,
especialmente nos estados de Bahia, Espirito Santo, Minas Gerais, Parana, Rio de Janeiro e Sao
Paulo, causando sintomas tipicos de galhas nas raizes mais finas (GONCALVES, 2004). De acordo
com o autor, a presenca desse patdgeno estd associada a menor capacidade de desenvolvimento
radicular, principalmente das radicelas, local em que ocorre maior nivel de absorcdo de nutriente e
agua para suprir as necessidades da planta.

M. exigua € considerada uma das espécies mais danosas aos cafezais, ndo necessariamente
pela agressividade do patdgeno, mas por sua ampla distribuicdo em campos de producdo de café
arabica, cuja reducdo na produtividade pode atingir 70% caso o nematoide ndo seja adequadamente
manejado (GONCALVES, 1992; CAMPOS et al.,1990).

Barbosa et al. (2004) avaliaram em um campo de cultivo de café, na regido Noroeste
Fluminense, RJ, as reduc¢des de produtividade em cultivares arabicas isentas e infestadas por M.
exigua e, devido ao parasitismo desse patdgeno, observaram perdas de ate 45%, sendo estas
estimadas em lavouras comerciais com os melhores tratos culturais da regido. As plantas jovens séo
mais prejudicadas que as adultas, sendo comum a ocorréncia de desfolha, baixa producdo de
fotoassimilados, reducdo na produtividade e, consequentemente, prejuizo ao cafeicultor (CAMPOS
& VILLAIN, 2005).

Além de ocasionar danos a cultura do cafeeiro, M. exigua pode infectar também plantas de
seringueira. Todavia, pouca atencao tem sido dada a esse patossistema, apesar de danos ja terem
sido relatados em seringueira (TAKAHASHI, 2015).

2.3. Utilizacdo de bactérias no manejo de Meloidogyne spp.

Vérias taticas de manejo de Meloidogyne spp. estdo disponiveis na literatura. Porem, devido
a inconsisténcia de resultados em alguns casos e/ou poluicdo ambiental causado pelos nematicidas
quimicos, os agricultores tém buscado alternativas de manejo mais sustentaveis e ecoldgicas
(MOSLEHI et al., 2021). Uma estratégia que tém despertado o interesse € o uso de biofertilizantes
que contém em sua composi¢do bactérias com potencial de agir no controle biolégico dos NGs
(ZHANG et al., 2016).
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As interacOes entre essas bactérias compartilhando um mesmo nicho ecoldgico geralmente
revestem-se de caracteristicas fundamentalmente competitivas. Os mecanismos utilizados pelos
organismos biocontroladores séo: (a) o enfraquecimento ou a mortalidade de Meloidogyne spp.,por
meio de antagonismo direto; (b) producdo de toxinas que agem sobre os NGs; (c) habilidade
competitiva por espaco e nutrientes; (d) producdo de enzimas que degradam os componentes
celulares de Meloidoygne spp.; (e) inducdo dos mecanismos de defesa das plantas, em um processo
conhecido como inducéo de resisténcia (TUZUN, 2001).

E importante destacar que os microrganismos antagonistas de Meloidogyne spp. podem
interagir entre si, gerando alguns tipos de interacGes, quais sejam: neutra, quando um
microrganismo ndo potencializa a acdo do outro; antagdnica, quando um microrganismo afeta o
outro ou sinérgica,quando um microrganismo potencializa a acdo do outro (BACK et al., 2002).

As rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (RPCPs), por exemplo, encontram-
se na regido da rizosferadas plantas onde podem estabelecer uma relacdo benéfica com as raizes,
podendo promover o crescimento vegetal e o biocontrole de Meloidogyne spp. (ANTIL et al.,
2022).

As bactérias endofiticas podem ser candidatas potenciais para o controle biolégico de uma
ampla gama de doencas de plantas, pois podem colonizar os tecidos internos do hospedeiro,
formando associagcGes mutualisticas de longo prazo, sem apresentar nenhum dano evidente ao
hospedeiro (SOUZA, MENDONCA & SOARES, 2015).

As bactérias sdo eficientes pois produzem de toxinas, antibioticos, proteinas cristalinas e
substancias nematicidas (MOSLEHI et al., 2021). Outros compostos, como uracila, 9H-purina e
di-fidrouracil, serina, 2,4-diacetilfloroglucinol provenientes do metabolismo de bactérias
apresentaram eficiéncia na mortalidade de Meloidogyne spp. (SIDDIQUI & SHAUKAT, 2003;
QIUHONGET et al., 2006 & OLIVEIRA et al., 2014).

Uma possibilidade de reducdo populacional de Meloidogyne spp. € quando ocorre 0
estimulo dos mecanismos de defesa das plantas pela producéo de quitinases e proteases vegetais
por bactérias antagonistas. As quitinases podem interromper a formacao de camadas de quitina em
ovos de nematoides e impedir a eclosdo dos J2 (XIANG et al., 2018; SOLIMAN, 2019).

No que se refere ao parasitismo das plantas por Meloidogyne spp., todos os danos ocorrem
no hospedeiro quando os J2 conseguem penetrar no sistema radicular, assim, caso uma medida de
controle interrompa essa etapa do ciclo de vida nematoide ndo havera novos individuos parasitando
aplanta. A fase de J2 € uma das mais sensiveis a acédo de metodos de controle devidoa sua exposicéo
no solo (HUSSEY, 1985).

O uso de biofertilizantespara 0 manejo de fitonematoides vem sendo estudado nos ultimos
anos, o que pode ser explicadopelos elevados riscos a satde humana e ao ambiente causados pelos

nematicidas quimicoscomerciais e pela busca por produtos que promovam menor impacto
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ambiental (RODRIGUES et al., 2016; JONES et al., 2017).

Alguns autores afirmam que o uso de biofertilizantes pode reduzir a populacdo de
Meloidogyne spp. no solo e no sistema radicular, além do nimero de galhas, massas de ovos e de
fémeas (YOUSSEF & EISSA, 2014). As rizobactérias, presentes nesses biofertilizantes podem
podem estar relacionadas a essa reducdo populacional de Meloidogyne exigua (COGO, 2020;
FIGUEIREDO, 2020).

Vale lembrar que h& biofertilizantes disponiveis no mercado brasileiro que contém
bactérias em sua formulacdo. Esses biofertilizantes sdo obtidos a partir da fermentacdo do melago
da cana, que produzem acidos fulvicos, aminoacidos, vitaminas, antibiéticos, enzimas e
substancias antagonicas (fitoalexinas) que podem proporcionar a indugédo de resisténcia das plantas
a fitonematoides e estimular o desenvolvimento e potencial fotossintético da planta
(AGROHUMUS, 2019).

Entre os biofertilizantes comerciais no Brasil, ha dois muito comuns, um produto organico
contendo cepas de Bacillus subtilis, B. licheniformis e Lactobacillus sp.; e outro que é fluido 100%
organico e rico em matéria organica (acidos hdmicos e falvicos). A aplicacdo desses
biofertilizantes tem demonstrado efeito positivo na reducdo populacional de M. exigua no campo
(COGO, 2020; FIGUEIREDO, 2020). Entretanto, ndo se conhece o efeito isolado ou combinado
das bactérias presentes nesses produtos na mortalidade de M. exigua.

Todas as bactérias da familia Bacillaceae tém potencial como agentes de biocontrole de
Meloidogyne spp., 0 que tem resultado no desenvolvimento de bionematicidas comerciais (TIAN
et al., 2007). Bacillus thuringiensis (Bt), membro dessa familia, produz uma grande variedade de
proteinas inseticidas, incluindo a familia das proteinas de Crystal-Cry (KAHN et al., 2021).
Segundo o autor, as proteinas Cryl4Ab dessas bactérias danificam as células intestinais de
Heterodera glycines. J& B. cereus pode produzir esfingosina, que induz o acumulo reativo de
oxigénio e destroi a area genital em nematoides inibindo sua reproducéo (GAO et al., 2016).

Embora sejam raros os trabalhos que relacionam Brevibacterium spp. a nematoides de
plantas, alguns autores isolaram B. frigoritolerans do nematoide de cistos, Globodera
rostochiensis, e nematoide da madeira do pinheiro, Bursaphelenchus xylophilus (KWON et al.,
2010; SINGH et al., 2015).

Adam et al., (2014) relatou que a bactéria Micrococcus spp. interage com Meloidogyne

hapla no solo, aderindo-se a cuticula dos J2s e regulando as densidades populacionais do
nematoide. Segundo Pamphile et al., (2017) e Perez et al., (2019) Micrococcus spp. produz lipases,
importantes enzimas que promovem a desorientagdo e mortalidade de nematoides fitopatogénicos
Em outro trabalho, o isolado FB39 de Micrococcus luteus foi selecionado em estudos

conduzidos ‘in vitro’ e apresentarou elevado percentual demortalidade e inibi¢do da ecloséo de Jz



20

de M. incognita (WILLE, 2019).

Uma vantagem dessas bactérias citadas anteriormente como biocontroladoras de
Meloidogyne spp., € a ampla possibilidade de aplicacéo. Elas podem ser aplicadas em sementes,
estacas vegetativas, tubérculos,plantulas ou ainda ao solo para promover reducdo no parasitismo
de raizes por nematoides, contribuindo com a supressdo direta de diversos patdgenos,
proporcionado através da competicdo por espago e nutrientes. Além disso, podem promover o
crescimento, assim como ativaros mecanismos de resisténcia das plantas contra a infecdo de
fitopatdgenos (KIPNGENO et al., 2015).

Além das possibilidades de uso mencionados anteriormente, suspensdes rizobacterianas
podem ser misturadas a materiais organicos, mantidas a 35°C por 5-10 dias, homogeneizadas
diariamente acrescentando-se agua e, dentro de 10 dias, a bactéria tera atingido altas populagdes e
0 material organico estara pronto para ser usado no campo (SIDDIQUI & MAHMOQD, 1999).

No que se refere ao controle de Meloidogyne spp., produtos comerciais a base de Bacillus,
Pseudomonas e Serratia séomais promissores, pois ndo apenas suprimem as populacdes dos NGs,
mas também estimulam o crescimento das plantas (MIGUNOVA & SASANELLI, 2021).

As principais vantagens das bactérias como agentes de biocontrolede de Meloidogyne spp.
sdo: facil produgdo massal devido a habilidade que possuemde serem cultivadas ‘in vitro’; facil
armazenamento; boa adaptacdo as tecnologias de formulagdo;ndo requerimento de manipulacao
genética; eficiente crescimento saprofitico; pequenas quantidades de indculo necessarias a
aplicacdo; ndo dependéncia de fontes de energia para sua sobrevivéncia; aplicacdo simples; a
medida que as raizes crescem se tornam colonizadas pelas rizobactérias; apresentam atividade
antagonica a fitonematoides durante a fase mais sensivel de desenvolvimento das culturas, ou seja,
durante o desenvolvimento inicial e € economicamente e ecologicamente aceitavel (FERRAZ et
al., 2010; ALVES et al., 2012).

O sucesso para 0 manejo de fitonematoides por meio de biofertilizantes esta relacionado

aos metabolitos produzidos por bactérias contidas nesses produtos (YOUSSEF & EISSA, 2014).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1  Areaexperimental

Dois experimentos foram conduzidos no Laboratério de Nematologia da UFES
(NEMATUFES) em parceria com laboratorio de biotecnologia agricola e ambiental (BIOTA),
situado no Setor de Fitopatologia do Nucleo de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico em
Manejo Fitossanitario de Pragas e Doencas (NUDEMAFI), da Universidade Federal do Espirito
Santo (UFES), localizado no municipio de Alegre — ES, latitude 20°45* Sul, longitude 41°48
Oeste e altitude de 250 m.

3.2 Periodo de conducdo dos experimentos

O experimento 1 foi realizado no periodo de fevereiro de 2022 a julho de 2022. E o
experimento 2 foi realizado no periodo de setembro de 2022 a dezembro de 2022. Ambos

repetidos nas mesmas condicOes e em tempos diferentes.

Experimento 1. Efeito de isolados bacterianos obtidos a partir de biofertilizantes na

mortalidade de M. exigua

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com 22 tratamentos,e
quatro repeticdes; sendo 20 isolados bacterianos, + uma controle positivo (480 g/L) + uma
testemunha negativa (agua estéril), totalizando 88 unidades experimentais. Um microtubo tipo
eppendorf de 2 mL foi considerado uma repeticéo.

3.3  Obtencéo dos isolados bacterianos

Os isolados bacterianos foram obtidos a partir de dois biofertilizantes comerciais: um
produto organico contendo cepas de Bacillus subtilis, B. licheniformis e Lactobacillus sp. e outro
produto fluido 100% organico rico em matéria organica (acidos hamicos e falvicos).

Os isolados bacterianos consistiram em: B74, B75, B76, B77, B78, B79, B81, B83, B84,
B85, B86, B87, B88, B89, B107, B109, B115, B120, B121, B123. Estes isolados foram obtidosa
partir do trabalho de Cégo (2020) e cedidos pelo laboratério BIOTA da Universidade Federal do
Espirito Santo (CCAE-UFES). Os 20 isolados bacterianos que foram selecionados para serem

estudados nessa pesquisa foram formados em Fingerprint gendmico
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utilizando Rep-PCR (COGO, 2020), o que permitiu agrupar os isolados de acordo com a sua
similaridade genética.

Para a reativacdo dos isolados bacterianos, previamente preservados em glicerol 15% a -
20 °C, foi utilizado a técnica de semeadura por espalhamento (MARIANO & SOUZA, 2016), para
isso foram realizadas repicagens pipetando-se 150 pL das suspensfes em placas Petri contendo
meio de cultura Kado (4 g extrato de levedura, 10 g sacarose, 8 g de caseina, 2 g de fosfato
dipotassico, 0,300 g de sulfato de Magnesio, 18 g agar, H20: 1000 mL) e incubadas por 24-36
horas a 28°C + 2 °C em incubadora de crescimento bacteriano.

Ap0s esse periodo, foram preparadas suspensdes com os isolados bacterianos, para isso as
bactérias foram cultivadas em incubadora shaker a 180 rpm (por 24 horas). A concentracdo das
suspensdes foi ajustada em espectofotdmetro para densidade 6tica OD600 = 0,6, 0 que corresponde

a aproximadamente 1 x 108 UFC/mL (células bacterianas por mL de suspensio).

3.4  Obtencdo e preparo do inoculo de M. exigua

Os J2 utilizados nos experimentos foram obtidos a partir de uma populagdo pura de M.
exigua multiplicada e mantida em plantas de cafeeiro (Coffea arabica L.) cv. 'Catuai- 144" em
vasos contendo substrato autoclavado composto de solo + areia na propor¢do 1:1 (v:v), por 60 dias
em casa de vegetacéo.

A extracdo do nematoide de foi realizada segundo a técnica de COOLEN & D'HERDE,
(1972) com modificacBes. As raizes foram picadas em peda¢os de 1 cm a 2 cm de comprimento e
em seguida trituradas em liquidificador por 60 segundos e vertidas em cdmaras de eclosao, (CLIFF;
HIRSCHMANN, 1985). As suspensdes aquosas foram coletadas em peneiras de 500 mesh e
transferidas para frascos tipo Becker. As coletas dos J> foram realizadas a cada 24 horas com
auxilio de uma pisseta, sendo necessarias trés coletas, uma a cada 24 horas, para obtencdo da
quantidade de J2 desejada para instalacdo dos experimentos.

As suspensdes aquosas coletadas foram mantidas em oxigenacgdo até serem utilizadas no
teste de mortalidade. Antes da instalagdo do experimento, essas suspensdes foram calibradas para
32 J2/0,7 mL.

A escolha da fase J2 do ciclo de vida do nematoide a ser utilizada nos experimentos foi
devido ao fato de esta ser uma das fases mais sensiveis a agdo de métodos de controle (HUSSEY,

1985), este é o Unicoestagio que tem a capacidade de se mover pelo solo e infectar as plantas.
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3.5 Teste de mortalidade de J2 de M. exigua

Para determinar o efeito dos isolados bacterianos na mortalidade dos J2 de M. exigua, em
cada microtubo foram colocados 700 I de uma suspensdo aquosa contendo 32 J2 recém- eclodidos
+ 700 ul de suspensao de cultura de cada isolado bacteriano. Apds 24 horas incubados a 28 + 2°C,
0s tubos ependorf foram retirados da cAmara de crescimento e os Jzquantificados em cdmara de
contagem de Peters com auxilio de um microscdpio de objetiva invertida. Para a contagem foram

determinados 0s J2 moveis e imoveis na testemunha e,posteriormente, nos demais tratamentos.

Para melhor visualiza¢do dos J2 méveis e imoveis, 200 ul de solucéo hidroxido de sédioa
1% (p/v) (1IN de NaOH) foram adicionados a suspensdo de nematoides por 3 minutos e, apds esse
periodo, as formas moveis e imdveis foram quantificadas (CHEN e DICKSON, 2000).

Os Jz2 que se encontravam retos e imdveis foram considerados mortos e 0s que estavam
curvados e/ou moveis foram considerados vivos. A porcentagem de mortalidade dos J2. em cada
tratamento foi calculada por comparagcdo com o nimero obtido na testemunha empregando-se a
formula MJ (%)=(D/T)x100, em que MJ representa o percentual de mortalidade dos J2s, D
representa o nimero de J2s mortos e T o numero total de J2s utilizados no teste (YIN, 2021).

Os sete isolados bacterianos mais promissores nesse experimento foram selecionados
para serem utilizados no experimento 2, para isso, as colonias foram submetidas a extracdo de
DNA mediante o usodo Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega, Madison, EUA)
conforme recomendado pelo fabricante. A concentracdo do DNA total foi determinada em
espectrofotdmetro NanoDrop2000c (Thermo Scientific). A regido 16S rRNA foi amplificada por
PCR utilizando-se os primers RP1/FD2, seguido de sequenciamento.

Os produtos de PCR foram purificados usando o kit PCR EXoSAP-IT™ e sequenciados
em um sequenciador ABI PRISM 3100. Os reagentes e equipamentos utilizados para
sequenciamento dos fragmentos de DNA foram da Applied Biosystems. As sequéncias de
consenso foram montadas usando o software SeqAssem (HEPPERLE, 2004). Todas as sequéncias
foram verificadas e ajustadas manualmente, e as posi¢cbes ambiguas dos nucleotideos foram
esclarecidas usando sequéncias de ambas as fitas de DNA. Foram obtidos fragmentos de
aproximadamente 1400pb.

Para a identificacdo, as sequéncias de consenso foram testadas contra o banco de dados
do GenBank e verificado a porcentagem de identidade.

3.6 Andlise estatistica

Para diagndstico de normalidade e homogeneidade os dados foram submetidos a analise
preliminar de variancia pelo teste “T” e, apresentando distribui¢do diferente daGaussiana,

optou-se por utilizar modelos lineares generalizados (GLM), de acordo os dados de contagem
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(numero de J2) foi possivel aplicar a fungdo binomial, as médias foram comparadas pelo teste
Tukey (p<0,05). As andlises foram feitas com auxilio do software R versdo 4.1.3 (R

Development Core Team, 2022).

Experimento 2. Selecdo e teste de compatibilidade entre isolados bacterianos antagonistas

de M. exigua

Os sete isolados bacterianos mais promissores no experimento 1, ou seja, B74, B75, B84,
B85, B86,B88 e B121 foram selecionados para serem utilizados no experimento 2.
O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com 9 tratamentos
(isolados bacterianos) e quatro repeticbes. Uma placa de Petri foi considerada uma repeticéo.
Para caracterizar o tipo de interacdo entre isolados bacterianos foi empregada a técnica de
poco, na qual os isolados foram avaliados pelo método de pareamento de culturas em placa de
Petri. Em cada placa foram confeccionados 5 po¢os, sendo que em trés deles foram adicionados
50 ul da suspensdo dos respectivos isolados bacterianos; nos dois pocos restantes a controle
positivo (Hipoclorito de sodio 2,5%) e a testemunha negativa (50 ul de meio liquido em que
bactéria foi cultivada).
Ap0s a reativacao dos isolados bacterianos e crescimento das col6nias, estas foram
cultivadas em 3 mL de meio caldo nutriente (CN) contidos em tubos Falcon de 50 mL, a 28

* 2 °C, os quais foram mantidos em incubadora shaker a 180 rpm por 52 horas.

Posteriormente, as culturas bacterianas foram centrifugadas a 6.000 rpm por 20 min e a
solugéo sobrenadante foi despejada em placas de Petri esterilizadas. Antes de ser vertido, o
sobrenadante foi filtrado em membranas PVDF de 0,45 um de didmetro para eliminar as células
bacterianas restantes e obtencdo apenas dos metabdlitos secundarios para caracterizacdo da
interacdo entre os isolados.

Ap0s o crescimento bacteriano e ajuste da D.O 600=0,6, uma aliquota de 50 pl de isolado
bacteriano (B75, B74, B86, B88, B121) foi incorporada em meio fundente com temperatura
variando entre 53-55° C e, em seguida, o meio foi vertido em placas de Petri. Apds a
solidificacdo do meio, 5 pocos (4 mm de profundidade x 6 mm de didmetro) foram

confeccionados em cada placa de forma equidistante com o auxilio de um furador.
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Em cada um desses pocos foi adicionado 50 ul de filtrado de sobrenadante, de forma que
cada isolado bacteriano, que consistiu em uma bactéria teste (incorporados em meio fundente),
foram confrontados com o filtrado de 3 isolados, para avaliacdo do efeito destes quanto a presenca

de halo de inibicéo de crescimento conforme ilustracédo abaixo:

B B
B
- -
B8meio
Ex: B74
B86 B88 B75 B84

g B85

~ - : +
B74

B74

Figura 1 - Modelo de posicionamento de pocos em placas de Petri contendo meio Kado para
caracterizacdo da interacdo neutra ou antagbnica entre sete isolados bacterianos (B86, B88,
B121, B74, B75, B84 e B85 + controle positivo + testemunha negativa).

As placas foram vedadas com filme plastico e mantidas em fotoperiodo por 12 horas, e
examinadas periodicamente quanto ao crescimento das bactérias testes e presenca ou auséncia
de halos de inibicdo. Caso algum isolado apresentasse efeito antagonico seria realizada a
quantificacdo do halo de inibicdo com base em tabela padronizada e posteriormente seria
calculado o indice de antibiose (IA= Diametro do halo/ Diametro da Colénia). Os isolados
bacterianos com efeito neutro serdo utilizados em experimento posterior para validacdo da

eficacia do biocontrole de M. exigua em teste in vivo.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Efeito de isolados bacterianos obtidos a partir de biofertilizantes na mortalidade de

M.exigua

N&o houve diferenca na média do percentual de mortalidade dos J2 de M. exigua nos
experimentos 1 e 2, exceto para o isolado B84 em que as médias obtidas nosexperimentos
foi diferente (Tabela 2)

Tabela 2- Percentual de mortalidade (%) — Teste T

Trat Expl Exp 2 P-valor resultado
B74 0,766 0,680 0,1399 Igual
B75 0,570 0,570 0,7747 Igual
B84 0,586 0,609 0,0111 diferentes
B85 0,656 0,648 0,1274 Igual
B86 0,828 0,703 0,0722 Igual
B88 0,750 0,734 0,6603 Igual
B121 0,812 0,828 0,6918 Igual
CN 0,250 0,250 0,3194 Igual
CP 0,891 0.922 0,5733 Igual

Devido ao elevado numero de isolado bacterianos empregados na pesquisa, foi
apresentado somente os resultados dos isolados cujos efeitos na mortalidade do nematoide
apresentaram mortalidade superior a 57%;0s resultados que apresentaram mortalidade inferior
a57% foram inseridos no Anexo 1.

No experimento 1, dos 20 isolados bacterianos, sete deles (B74, B75, B84, B85,B86,
B88, B121), demonstraram efeito na mortalidade de J2 de M. exigua apds 24 horas de
incubacdo, sendo que B74, B86, B88, B121 apresentaram percentuais de mortalidade

superiores a 75% e B75, B84, B85 atingiram percentuais superiores a 57% (Figura 2).
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Figura 2 - Percentual de mortalidade (%) de M. exigua ap6s tratamentos por 24 horas com
isolados bacterianos (B74, B75, B84, B85, B86, B88, B121) — Experimento 1

*Meédias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey(p<0,05)

** Apresentagdo somente os resultados dos isolados cujos efeitos na mortalidade donematoide foram

superiores a 57%.

No experimento 2 foi realizado a avaliagdo nas mesmas condi¢fes experimentais, € 0s

resultados ndo diferiram estatisticamente (Figura 3).
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Figura 3 - Percentual de mortalidade (%) de M. exigua ap6s tratamentos por 24 horas com

isolados bacterianos (B74, B75, B84, B85, B86, B88, B121)- Experimento 2

*Meédias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey(p<0,05)
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Esses resultados, coerentes nos experimentos 1 e 2, evidenciam o potencial,
principalmentedos isolados B121, B74, B86, B88, como possiveis agentes de controle bioldgico
de M. exigua.

A identificacdo desses sete isolados bacterianos mais promissores na mortalidade de M.

exigua encontra-se sumarizada na Tabela 1.

Tabela 1- Resultado da identificagdo, por meio de analises moleculares, de sete
isolados bacterianos obtidos a partir de dois biofertilizantes comerciais: um produto orgénico
contendo cepas de Bacillus subtilis, B. licheniformis e Lactobacillus sp. e outro produto

fluido 100% organico rico em matéria organica (acidos himicos e falvicos).

Colbnias Identificacdo molecular Acesso de referéncia % ldentidade
B74 Bacillus sp. 0OP393694.1 99.80%
B75 Bacillus sp. MT197315.1 99.22%
B84 Bacillus sp. MG786930.1 99.86%
B85 Micrococcus sp. MH777900.1 99.71%
B86 Bacillus sp. MN733016.1 99.44%
B88 Bacillus thuringiensis CP116325.1 99.86%
B121 Brevibacterium epidermidis KJ575060.1 99.57%

As colbnias B74, B75, B84, B86 e B88 foramidentificadas como Bacillus sp. As
col6nias B85 e B121 foram identificadas como Micrococcus sp. e Brevibacterium epidermidis,
respectivamente.

Para destacar a importancia da mortalidade dos J. de M. exigua pelos isolados
bacterianos em nossa pesquisa é de fundamental importancia que se considere alguns
aspectosbioldgicas do patdgeno e epidemioldgicos da doenca. Uma das condicdes que afetam
odesenvolvimento de uma epidemia é a quantidade de indculo proximo ao hospedeiro, de
formaque quanto maior a quantidade de propéagulos do patégeno dentro ou préximo das areas
cultivadas, maior quantidade de inoculo chegara a planta hospedeira e com maior rapidez,
aumentando muitoas possibilidades de ocorréncia de uma epidemia (ZINGER et al., 2021,
RABELLO etal., 2021).

O ciclo de vida de M. exigua apresenta 5 fases, juvenil de primeiro estadio (J1), Jz, Js3, Ja
e fémea ou macho adulto. O J2 é a forma infectante. A penetracdo do J2 ocorre na regiao
meristematica da raiz e, posteriormente 0 nematoide migra até cortex, endoderme, periciclo e
parénquima, onde induz a formacdo de células gigantes que consistem no sitio de alimentacéo
donematoide. O patdgeno torna-se sedentario passando por trés ecdises ate a fase adulta. O ciclo
de vida, de ovo a ovo, dura em média quatro semanas e uma fémea produz aproximadamente
500 ovos por ciclo (CORDEIRO et al., 2005).



Caso o J2 tenha sucesso em alcangar as radicelas da planta, penetrar, exercer o
parasitismoe sofrer o dimorfismo sexual transformando-se em uma fémea adulta haverd um
aumento consideravel do nimero de individuos no campo (RABELLO et al., 2021). Taylor e
Sasser, (1978)afirmaram que esse aumento populacional de fitonematoides é previsivel, uma
vez que o nematoide se multiplica em escala logaritmica. Assim, é dese esperar que com
plantios consecutivos de uma cultura hospedeiras, o nivel de inoculo inicial (y0) no solo seja
maior no inicio de cada plantio (RABELLO et al., 2021; ZINGER et al., 2021).

Muitos dos principais processos fisiologicos de planta hospedeira como respiracgéo,
fotossintese, absorcdo e translocacdo de dgua e nutrientes, balanco hormonal, podem ser
afetadas direta e indiretamente pelo parasitismo de M. exigua, além das deformacGes
morfologicas e anatdmicas (BARBOSA, 2003). Os danos mecanicos provocados pelos
nematoides ao penetrareme se movimentarem nos tecidos das plantas levam ao bloqueio de
tecidos vasculares nos sitios de alimentacdo, limitando a translocacdo de agua e nutrientes,
reprimindo o crescimento das plantase o rendimento das culturas, todos esses danos fisioldgicos
e mecanicos levam a reducdo do crescimento das plantas (SANTOS, et al. 2015).
Consequentemente, as plantas podem apresentar desfolha, murcha, queda acentuada na
producdo, amarelecimento, crescimento reduzido ou nanismo, frutos menores, clorose e
sintomas de deficiéncias nutricionais (MOREIRA & SHARMA, 2001; GOMES et al., 2008);
dentre outros sintomas.

Barbosa et al. (2004) afirmaram que o cafeeiro arabica atacado por M. exigua pode ter
suaproducdo reduzida de 30 a 45%, ja Campos e Villain (2005) citam que embora as plantas
jovens sejam as mais prejudicadas, dependendo de alguns fatores como tipo de solo, as plantas
adultas podemsofrer séria desfolha, prejudicando a producdo de fotoassimilados, o que pode
implicar na reducéo da produtividade.

E importante lembrar que todos esses prejuizos fisiolégicos e mecanicos ocorrem em
plantas parasitadas por M. exigua quando 0s J2 tém éxito em sua penetracao nas raizes dessas
plantas, portanto qualquer medida de controle que interrompa essa ou qualquer outra das etapas
do ciclo do nematoide é de crucial importancia para 0 manejo da doenga, sendo que uma das
fasesmais sensiveis a acdo de métodos de controle é 0 J2 devido ao fato de estar exposto no solo
(HUSSEY, 1985), exatamente a etapa do ciclo de vida de M. exigua afetada em nosso estudo
pelos isolados bacterianos.

A mortalidade de J2 causada por bactérias em experimentos conduzidos ‘in vitro’ ja foi
observada por outros autores. Gattoni et al. (2022), relataram que Bacilus spp. aumentaram a
mortalidade de J2em 62,2% e, segundo o0s autores, 0sS mecanismos envolvidos na mortalidade
do nematoide estdorelacionados a metabdlitos produzidos pela bactéria, 0 que pode também

explicar os resultados obtidos em nossa pesquisa.
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Ao contrario dos nematicidas quimicos, os agentes bacterianos ndo causam danos aos
sereshumanos, animais e meio ambiente, podendo ser usado de forma segura e continua durante
o cultivo de culturas para manejar os nematoides e tem excelente atividade de producdo de
moléculasvolateis, como indol-3-acético (IAA), promotor do crescimento das plantas (ZHANG
etal., 2022).

O isolado B85, identificado como Micrococcus sp., apresentou resultado promissor na
mortalidade de M. exigua em nosso estudo. Segundo Wille et al., (2019) M. luteus produz pelo
menos um composto relacionado ao biocontrole de fitonematoides com niveis de mortalidade
do patégeno que variam entre 78 e 100% e inibicdo da eclosdo de juvenis entre 73 e 100%.

Para confirmar que bactérias isoladas de Meloidogyne hapla se ligam fortemente a
cuticula dos Jz2 desse nematoide, Topalovic, (2019) observou 40 a 200 unidades formadoras de
colbnias (UFCs) do isolado K5 de Micrococcus sp. aderidas por Jz, afetando a mortalidade, a
motilidade e a eclosdo dos juvenis. O autor observou também a reducdo da invaséo das raizes
de tomateiro pelos Jz, sugerindo o papel benéfico de Micrococcus sp. na supressividade do solo
contra M . hapla.

Outro efeito benéfico de Micrococcus sp é o estimulo ao crescimento vegetativo de
plantas. Calsin (2021), por exemplo, verificou que o isolado XT23 de M. luteus produziu
elevados niveis de auxina em estudos ‘in vitro’, o que pode ter estimulado o crescimento de
plantas cujas sementes foram microbiolizadas com essa rizobactéria. Esse fitormonio esta
relacionado a formacéo das raizes, melhorando a absorcdo de nutrientes.

A bactéria B121, Brevibacterium epidermidis, também apresentou resultado promissor
na mortalidade de M. exigua com percentual de mortalidade superior a 75% de J2, embora ndo
haja evidéncias na literatura disponivel dessa bactéria na mortalidade de Meloidogyne spp.,
demonstrando a importancia de estudos posteriores que investiguem com maior profundidade
o seu real potencial para manejo de Meloidogyne spp. em nivel de campo.

A efetividade dos isolados bacterianos B74, B84, B85, B86, B88, B121 na mortalidade
dos J2 de M. exigua em nosso trabalho ajudam a explicar o resultado promissor obtido nas
pesquisas de Co6go (2020) e Figueiredo (2020). Os autores perceberam que o0s dois
biofertilizantes, de onde esses isolados citados anteriormente foram obtidos, reduziram a
populacdo de M. exigua em cafeeiro no campo. Segundo Venzon et al., (2005) a presenca de
rizobacterias nesses produtos realmente explica a reducdo populacional de fitonematoides. Os
metabdlitos produzidos pelas bactérias podem provocar alteragdes na forma, tamanho, ou no
contetido dos sitios de alimentacdo estabelecidos no sistema radicular pelos nematoides, e isso
acarreta a ma alimentacéo das fémeas prejudicando sua reproducio (FERRAZ et al., 2010). E
possivel que um determinado isolado rizobacteriano exiba ndo apenas um modo de agéo sobre

o fitonematoide, mais sim um conjunto de eventos que resulta em sua efetividade.
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Conforme observado em nosso estudo, a maioria dos isolados bacterianos pertencem ao
género Bacillus, ou seja, B74, B75, B84 e B86. O Unico isolado que foi identificado em nivel
de espécie foi 0 B88 (Bacillus thuringiensis).

Moura & Carneiro (2020) notaram que um biopesticida comercial a base de B. subtilis
linhagem FMCHO002 (DSM32155) e B. licheniformis linhagem FMCHO001(DSM32154)
apresentou efeito positivo na reducdo populacional de M. exigua. Segundo os autores, essas
bactérias, sdo capazes de predar e de competir com nematoides, além de estimular o crescimento
das plantas e de induzir a sua resisténcia ao ataque desses fitopatdgenos.

Alguns autores afirmam ainda que uma das principais caracteristicas que tornam B.
subtilis e B. licheniformis bons agentes de controle biolégico é a producdo de compostos toxicos
gue, em contato com 0s nematoides, interferem no seu ciclo reprodutivo, principalmente na
ovoposicdo e eclosdo dos juvenis (SPIEGEL & CHET, 1998; SHARON et al., 2001; EAPEN
et al., 2008; FERREIRA et al., 2008).

O manejo integrado de fitonematoides consiste na utilizagdo conjunta de medidas para
a reducdo populacional de fitonematoides. Nesse sentido, deve-se considerar a inclusao de
novos métodos, como a inclusdo das bactérias presentes nos dois biofertilizantes empregados

em nosso estudo.

4.2. Selecdo e teste de compatibilidade entre isolados bacterianos antagonistas de

M.exigua

Apbs 24 horas de incubacdo as placas foram examinadas periodicamente gquanto ao
crescimento das bactérias e presenca ou auséncia de halos de inibicéo, sendo constatada a auséncia
de efeito antagdnico entre as combinag6es de todos os isolados bacterianos estudados (Figura 4).

COMBINAGAO 1.0: EFEITO B74 COMBINACAO 1.1: EFEITO B74
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Figura 4 - Avaliacdo da compatibilidade de sete isolados bacterianos (B74, B75, B84 e B85, B86,
B88 e B121) obtidos a partir de dois biofertilizantes comerciais: i) um produto organico contendo
cepas de Bacillus subtilis, B. licheniformis e Lactobacillus sp.; ii) um produtofluido 100% orgéanico

rico em matéria organica (acidos hamicos e fulvicos).

Ao analisar os resultados percebe-se que essas bactérias tém potencial de ser empregadas
de forma combinada para manejo dos fitonematoides, pois ndo tém efeito antagdnico entre si. De
acordo com Dupponois & Mateille (1999) o uso combinado de microrganismos para manejo de
fitonematoides é uma pratica desejavel, pois esses microrganismos possuem diferentes modos de

acdo que, se utilizados de forma conjunta, podem potencializar 0 manejo de fitonematoides por
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devido a producéo de antibioticos e toxinas que inibem a eclosdo e a motilidade de juvenis, além
de modificarem os exsudados radiculares, o que dificulta a localizac&o e posterior infeccdo das
raizes pelos nematoides.

Migunova & Sasanelli (2021) destacam que 0s agentes de controle bioldgico, usados
isoladamente, podem ndo proporcionar niveis satisfatorios de manejo, mas a integracdo desses
antagonistas apresentando diferentes modos de acéo, associado a outras taticas, podem levar a
medidas sustentaveis de manejo de Meloidogyne spp. com menor ou nenhuma dependéncia de
nematicidas quimicos.

Segundo Cordovez (2018) compostos organicos volateis (VOCs) de Microbacterium sp.
causaram mais de 50% de mortalidade de J2 de M. exigua em teste ‘in vitro’ em apenas 3 a 4 horas
de exposi¢éo dos J2 a esses compostos. Em nosso estudo, os isolados bacterianos B74 (Bacillus
sp.), B75 (Bacillus sp.), B84 (Bacillus sp.), B86 (Bacillus sp.), B88 (B. thuringiensis), B85
(Micrococcus sp.) e 121 (B. epidermidis) foram eficazes na mortalidade de M. exigua. Os
compostos produzidos por esses isolados ndo foram analisados em nossa pesquisa, mas €
importante o seu conhecimento caso esses isolados sejam utilizados em estudos futuros para
producdo de biopesticidas.

Algumas bactérias produzem enzimas ou toxinas que afetam os ovos ou prejudicam a
eclosdo dos juvenis de fitonematoides (WESTCOTT & KLUEPFEL,1993). Os membros da
familia Bacillaceae, por exemplo, produzem proteases, quitinases, colagenases, lipases e
complexos de enzimas que afetam diferentes estagios do ciclo de vida dos fitonematoides
RADHAKRISHNAN et al., 2017).

Resultados promissores foram relatados também quando foram empregados complexos
bacterianos para 0 maneje de Meloidogyne ethiopica e Xiphinema index em videira. Em
experimentos em que foram utilizadas misturas liquidas, em p6 e ndo formuladas de Bacillus
amyloliquefaciens FR203A, B. megaterium FB133M, B. thuringiensis FS213P e FB833T, B.
weihenstephanensis FB25M, B. frigoritolerans FB37BR e Pseudomonas fluorescens FP805PU foi
observada supressdo da reproducdo dos dois nematoides. Alguns complexos bacterianos
apresentaram inclusive efeitos semelhantes ao nematicida organofosforado Cadusafos
(ABALLAY et al., 2020). Vale lembrar que em nossa pesquisa B. thuringiensis B88 apresentou
resultado satisfatorio na mortalidade de M. exigua.

A bactéria B. thuringiensis (Bt) é uma bactéria Gram positiva que se caracteriza pela
presenca de inclusdes cristalinas denominadas de o&-endotoxinas ou proteinas Cry
(RAMALAKSHMI. et al.,, 2020), que sdo acumuladas na célula durante a esporulagdo e
correspondem a 25% do peso seco da célula (AGAISSE & LERECLUS, 1995). Estas inclusdes
cristalinas podem conter uma ou mais proteinas Cry, que, por sua vez, apresentam atividade contra

insetos, acaros, protozoarios e fitonematoides (SCHNEPF et al., 1998). Ramalakshmi. et al.,
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(2020) relataram que misturas de esporos e cristais de 6 isolados de B. turingiensis mostraram
100% de inibicdo da emergéncia de J2 de M. incognita, além da supressédo do nimero de massas
de ovos, reducéo da populacdo de fémeas e diminuicdo do indice de galhas nas raizes.

Devido a alta toxicidade ao homem e ambiente, além de alto custo, muitos nematicidas
quimicos ja foram excluidos do mercado. Com isso, 0s produtos microbianos e naturais ganham
importancia e sdo candidatos potenciais a substituirem os quimicos (ZINGER et al., 2021).

Vale destacar aqui que os isolados bacterianos B74, B75, B84, B86 e B88, B85, estudados
em nossa pesquisa, podem ser candidatas a futuras formulacdes de biopesticidas. O mercado de
produtos a base de microrganismos antagonsitas a fitonematoides estd crescendo e suas
caracteristicas tecnoldgicas, como persisténcia, possibilidades de transporte, armazenamento e
prazo de validade, tém melhorado significativamente (MIGUNOVA & SASANELLI, 2021).
Segundo os autores, ha algumas formulagdes contendo duas ou mais bactérias para o controle de
Meloidogyne spp. disponivel do mercado atual.

A maioria das formulacGes comerciais existentes é representada por uma Unica cepa. Os
principais alvos desses produtos séo Meloidogyne spp. e Heterodera spp. sendo que o0s produtos a
base de Bacillus spp., Pseudomonas spp. e Serratia spp. tém sido apontados como 0s mais
promissores, porque ndo apenas suprimem os fitonematoides, mas também estimulam o
crescimento das plantas (CASTILLO et al., 2013; XIANG et al., 2017).

Em nosso experimento foram confrontados filtrados bacterianos contra isolados de bactérias
para detectar alguma possivel interferéncia de um isolado sobre o outro. Em futuros experimentos
para verificar a eficacia dessas bactérias na mortalidade de Meloidogyne spp. € importante destacar
que se pode utilizar somente esses filtrados e ndo necessariamente as células bacterianas
(MENDONZA et al., 2008). Além disso é importante lembrar que um dos métodos promissores
para o controle de Meloidogyne spp. é a aplicacdo de consorcios que incluem ndo apenas bactérias
ou filtrados bacterianos, mas também fungos (WOLFGANG et al., 2019).

O resultado pratico que se espera em nivel de campo com a utilizacdo de microganimos
antagonistas a Meloidogyne spp. é a diminuicdo da densidade populacional do patégeno e
estimulacdo da resisténcia sistémica adquida em plantas. Os pesticidas quimicos sdo agressivos
aos agroecossistemas, enquanto as bactérias sdo componentes naturais importantes dos
ecossistemas (WOLFGANG et al., 2019).

A necessidade crescente de aumentar a producdo agricola e reduzir a contaminagéo
ambiental aponta para o futuro promissor das bactérias, como as contidas em biofertilizantes, para
0 manejo de Meloidogyne spp., principal género de fitonematoides em nivel mundial. Os mdultiplos
modos de acdo ‘in situ’ pelas bactérias as tornam uma ferramenta segura e sustentavel contra

manejo dos nematoides de galhas.
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5 CONCLUSAO

Os resultados dos experimentos 1 e 2 sdo animadores pois evidenciam o potencial,
principalmente dos isolados B121, B74, B86, B88, como possiveis agentes de controle bioldgico
de M. exigua e indicam que essas bactérias podem ser empregadas de forma combinada para

manejo dos fitonematoides, pois elas nao tém efeito antagdnico entre si.
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ANEXQOS

Tabela 3 - Clusters formados do Fingerprint gendmico utilizando Rep-PCR

Clusters formados  Representante ldentificagéo Grupo que

Bacterioteca representa

1 M1 B74 1

2 M2 B75 2

3 M3 B76 3

4 M4 B77 5

5 M5 B78 12
6 M6 B79 6

7 M8 B81 8

8 M10 B83 10
9 M11 B84 11
10 M12 B85 12
11 M13 B86 13
12 M14 B87 14
13 M15 B88 15
14 V1 B89 16
15 V19 B107 34
16 V21 B109 36
17 V27 B115 42
18 V32 B120 47
19 V33 B121 48
20 V35 B123 50
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PERCENTUAL DE MORTALIDADE (%)
Figura 5 - Média do Percentual de mortalidade (%) de M. exigua ap0s tratamentos por 24
horas com 20 isolados bacterianos no Expl e Exp2.
“Isolados com espécimes n&o identificadas apresentando mortalidade inferior a 57% :

B76 (57%), B77 ( 55%), B78 ( 56%), B79 ( 57%), B81( 56 %), B83 ( 51%), B87 ( 56%), B89
(57 %), B107 ( 56%), B109 ( 48%), B115 ( 56%) , B120 ( 56 %), B123 ( 54%)



