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RESUMO

A soja (Glycine max) apresenta um papel de destaque na economia mundial com
fundamental importancia na alimentagdo humana e animal. O nematoide-das-lesdes
radiculares, Pratylenchus brachyurus tem provocado expressivos perdas econdmicas a
soja, principalmente na regido Centro-Oeste do pais com perdas de produtividade até 50%
da cultura. A podridao cinzenta da raiz ou podriddo de carvao, provocada pelo fungo
Macrophomina phaseolina ¢ uma doenca radicular de ocorréncia generalizada em todas
as regioes de cultivo, interferindo negativamente na produtividade da soja. Para conviver
com esse complexo de doencas o controle biologico vem se destacando pela utilizagdo de
microrganismos antagonicos com o intuito de diminuir as perdas econdmicas. Esse
trabalho teve como objetivo verificar a interagdo e eficacia de Bacillus methylotrophicus
(Onix®) e Streptomyces griseovirides (Lalstop K61) no manejo de P. brachyurus em
associacdo com M. phaseolina na cultura da soja. Experimentos em laboratorio foram
realizados para verificar a compatibilidade entre S. griseovirides € B. methylotrophicus.
Os microrganismos foram submetidos a exposi¢cdo simultanea em placas de Petri e ndo se
observou a inibigdo de crescimento entre eles. Experimento em casa de vegetagao foi
instalado para verificar o desenvolvimento de plantas de soja utilizando os
microrganismos separados e em combinacdo, o qual demonstrou ndo haver interferéncia
negativa com o uso associado dos produtos. Em adi¢do aos demais, ensaios em casa de
vegetacdo foram realizados para verificar a eficacia dos produtos no manejo de P
brachyurus e M. phaseolina de forma isolada e em associacdo. A severidade da doenga
em associa¢do com o nematoide, foi menor quando utilizou-se os agentes de biocontrole
em conjunto comparados ao controle. O tratamento com S. griseovirides apresentou
maior massa da matéria fresca de parte aérea quando inoculados os dois patégenos. O uso
de S. griseovirides e B. methylotrophicus em associa¢do, promoveu o aumento da altura
de plantas mesmo na presenca dos dois patogenos. A utilizacao dos agentes de biocontrole
promoveram a redu¢do da populagao de P. brachyurus,

Palavras-chave: Nematoide-das-lesoes radiculares; Podriddo cinzenta da raiz; Controle
biologico.
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ABSTRACT

Soybean (Glycine max) has a prominent role in the world economy with fundamental
importance in human and animal nutrition. The root lesion nematode, Pratylenchus
brachyurus, has caused significant economic losses to soybeans, mainly in the Midwest
region of the country, with productivity losses of up to 50% of the crop. Gray root rot or
charcoal rot, caused by the fungus Macrophomina phaseolina, is a root disease that is
widespread in all growing regions, negatively interfering with soybean productivity. To
live with this complex of diseases, biological control has been highlighted by the use of
antagonistic microorganisms in order to reduce economic losses. This work aimed to
verify the interaction and efficacy of Bacillus methylotrophicus (Onix®) and
Streptomyces griseovirides (Lalstop K61) in the management of P. brachyurus in
association with M. phaseolina in soybean. Laboratory experiments were carried out to
verify the compatibility between S. griseovirides and B. methylotrophicus. The
microorganisms were submitted to simultaneous exposure in Petri dishes and no growth
inhibition was observed between them. A greenhouse experiment was installed to verify
the development of soybean plants using the microorganisms separately and in
combination, which showed no negative interference with the associated use of the
products. In addition to the others, tests were carried out in a greenhouse to verify the
effectiveness of the products in the management of P. brachyurus and M. phaseolina in
isolation and in association. The severity of the disease in association with the nematode
was lower when the biocontrol agents were used together compared to the control. The
treatment with S. griseovirides showed higher fresh mass of shoots when both pathogens
were inoculated. The use of S. griseovirides and B. methylotrophicus in association
promoted an increase in plant height even in the presence of both pathogens. The use of
biocontrol agents promoted the reduction of the population of P. brachyurus,

Key words: Root-lesion nematode; Charcoal rot; Biological control.
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INTRODUCAO

A soja (Glycine max) apresenta um papel de destaque na economia, com
fundamental importancia na alimentagdo humana e animal. De acordo com o terceiro
levantamento da safra 2021/22 da Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB), a
soja apresentou um incremento de 3,7% em area plantada em comparacao a safra anterior,
além disso, a produgdo foi estimada em 142.789,9 mil toneladas, caracterizando o Brasil
como maior produtor mundial da oleaginosa (CONAB, 2021). Na busca por elevados
indices de produtividade, pragas e doencas se manifestam como um fator restritivo para
a produc¢ao do grao.

Conhecido como nematoide-das-lesdes radiculares, Pratylenchus brachyurus
(Godfrey 1929) Filipjev and Schuurmans Steckhoven 1941, tem provocado expressivos
prejuizos econdmicos na soja, principalmente na regido Centro-Oeste do pais com perdas
de produtividade de até 50% da cultura (FRANCHINI et al., 2014). Fatores como a
expansdo da area plantada em solos arenosos, juntamente com a utilizagdo de espécies
hospedeiras como o milho e algoddo na entressafra propiciam o aumento significativo
deste nematoide nas areas de cultivo de soja (DIAS et al., 2010; FORETO et al., 2019).

P. brachyurus ¢é considerado um nematoide polifago e endoparasita migrador; no
qual os danos podem ser mecanicos, devido a acdo do estilete no sistema radicular e
movimentagdo no interior das raizes; toxicos, em virtude da inje¢do de secrecdes
esofagianas nos tecidos e pela ag¢do espoliativa (GOULART, 2008; FERRAZ, BROWN.,
2016; TEJO, DOS SANTOS FERNANDES, BURATTO., 2020). Assim, o nematoide tem
a capacidade de destruir os tecidos da planta, interferindo na absor¢do de agua e
nutrientes, além de facilitar a infec¢@o de bactérias e fungos de solo (GONZAGA, 2006).

A podridao cinzenta da raiz ou podriddo de carvao, também ¢ uma doenga radicular
de ocorréncia generalizada em todas as regides de cultivo da soja no Brasil (ALMEIDA et
al., 2014). O agente causal desta doenga ¢ o fungo Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid
(1947) capaz de infectar raizes, caules, folhas e vagens de distintas espécies de plantas,
afetando mais de 500 culturas de importancia economica (SINCLAIR et al., 1989;
ALMEIDA et al., 2001; ISHIKAWA et al., 2018).

O fungo se caracteriza por produzir estruturas de resisténcias (microesclerodios)
formadas pela compactagdo de hifas, que se formam em abundéancia nos tecidos
radiculares infectados, conferindo aspecto cinzento ou encarvoado as raizes. Os

microesclerodios permitem a sobrevivéncia do fungo no solo pelo periodo de 15 anos e
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constituem a principal fonte de indculo primério da doenga (BOARETTO et al., 2012;
ALMEIDA et al., 2014). A infeccdo de M. phaseolina ¢ verificada na fase de plantula, o
fungo tem periodo de incubacdo de 7 dias. Entretanto os sintomas sdo manifestados no
estadio reprodutivo, As plantas que apresentam o fungo no primeiro trifélio, possuem
menor desenvolvimento e redugdo de vigor quando comparadas as plantas sadias. A
doenga tem como consequéncia a maturagdo precoce ¢ desuniforme, interferindo no
enchimento dos graos, reduzindo a produtividade (VINHOLES, 2014).

A infeccdo de fungos pode ser favorecida pela presenca de nematoides que
aumentam a suscetibilidade da planta e severidade dos danos devido aos processos de
parasitismo do patdgeno. (AMORIM et al., 2011). Normalmente, as interacdes entre
doengas ocorrem quando os patdogenos estdo presentes no mesmo orgdo da planta. Além
disso, essas interacdes podem interferir diretamente no processo produtivo das plantas
(SIMKIN; WHEELER, 1974; CORREIA, MICHEREFF., 2018).

Segundo Goulart (2008) o manejo de P. brachyurus ¢ considerado complexo,
devido ampla gama de hospedeiros, indisponibilidade de cultivares resistentes ¢ da
inconsisténcia dos resultados alcangados com o uso de nematicidas quimicos. Assim como
Macrophomina phaseolina, P. brachyurus ¢ uma doenga de dificil manejo em virtude da
polifagia, auséncia de alternativas de controle. Por esse fato, justifica-se a utilizagdo de
métodos alternativos de controle para essa doenga (ALMEIDA et al., 2014).

Diversos sdo os métodos de controle que podem ser empregados no manejo de
patdgenos de solo. Visando uma agricultura sustentavel, o uso de moléculas quimicas vem
se tornando inviavel devido ao elevado custo e toxidez. Por conseguinte, espera-se o
desenvolvimento de novas tecnologias e entre elas estd o controle biologico (DE
OLIVEIRA et al., 2021; DE ANDRADE et al., 2021)

Para M. phaseolina, a cobertura do solo associada ao manejo fisico e quimico ¢
utilizado em abundancia, entretanto, a acao necrotrofico do fungo dificulta essa prética,
resultando em baixa eficiéncia. Devido a baixa eficiéncia e custos elevados, o controle
quimico praticamente ndo ¢ utilizado. Desta forma, se torna relevante a adogdo do
controle bioldgico ao manejo da doenga (SANTOS et al., 2010).

Para o controle de fitonematoides, varias estratégias sao utilizadas para compor o
manejo integrado. Entre elas, também estdo praticas culturais, uso de gendtipos
resistentes e controle quimico. Entretanto, devido ao habito polifago de P. brachyurus, ha
maiores dificuldade no uso e o baixo acesso a genotipos resistentes e ado¢do de rotagao

de culturas com rentabilidade para o manejo (INOMOTO et al. 2006).
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O uso de bionematicidas € uma estratégia de manejo com menor custo, comparado
aos nematicidas quimicos, sendo mais acessivel aos produtores (VIEIRA et al, 2017).

Fungos e bactérias com acao direta sobre P. brachyurus foram escolhidos porque
esses agentes t€ém maior potencial para usos agricolas e tém diferentes modos de agao
para o nematoide controle (SANTIAGO, 2015).

Este microrganismo penetra em ovos de nematoides, destroi o embrido e reduz a
capacidade reprodutiva de sedentdrios fémeas, que sdo posteriormente mortas
(SANTIAGO et al., 2006), e tem efeito toxico em nematdides adultos (DEVRAJAN;
SEENIVASAN, 2002).

De acordo Coelho, Martins, Miranda (2021) com Bacillus na formacao de
endosporos, antagonismo, producdo de enzimas liticas, producdo de siderofaros,
solubilizacao de fosforo e fixacdo de nutrientes, tornam essas bactérias excelentes
candidatas para a formulacdo de bioprodutos. O funcionamento dos agentes biologicos
tem como caracteristica a limitacdo ou estabilizagdo dos nematoides, esta ocorre
por meio da competi¢do, bem como parasitismo e producdo de compostos toXicos
(SANTOS et al., 2019)

De acordo com estudos Fernandes et al., (2014) observaram uma redugdo de
aproximadamente 60% no nimero de ovos de M. incognita utilizando como controle a
microbiolizagdo de sementes com B. subtilis.

O uso de microrganismos no tratamento de sementes, estd relacionado ao
desenvolvimento das plantas com efeitos benéficos na germinagdo das sementes,
desenvolvimento de plantulas e produgdo de graos (HARMAN 2000). Os trabalhos de
Junges (2012) também indica ganhos secundarios como melhorias na qualidade estrutural
e auxilio na disponibilizagdo de nutrientes.

Neste sentido, o controle bioldgico vem se destacando devido a utilizagdo de
microrganismos antagdnicos com o intuito de diminuir as perdas econdmicas causadas

pelos patégenos (COLLANGE et al., 2011).
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OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivo verificar a interagao e eficacia de Bacillus
methylotrophicus (LBCCO0786) e Streptomyces griseovirides (LBCC0431) no manejo de
Pratylenchus brachyurus em associagdo com Macrophomina phaseolina na cultura da

soja.
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MATERIAL E METODOS

Ensaio em laboratério para verificar a compatibilidade de Bacillus
methylotrophicus (cepa LBCC0786) e Streptomyces griseovirides (cepa LBCC0431)

O experimento de compatibilidade entre os agentes de biocontrole foi instalado
em laboratdrio na Lallemand Plant Care em Patos de Minas - MG. As coldnias de cada
microrganismo (Bacillus methylotrophicus LBCCO0786 e Streptomyces griseovirides
LBCC0431) foram isoladas dos produtos comerciais (Onix® e K61) através do processo
de estrias feitas com alga de inoculacao (alga de Drigalski). A partir das colonias isoladas
dos produtos, foram obtidas culturas puras de cada microrganismo.

Para estudar o efeito da compatibilidade entre os dois microrganismos, foi
utilizada a técnica de cultivo pareado em placa de Petri descrito por Denis e Webster
(1971) utilizando o meio Agar-Triptona de Soja (TSA) apds trés dias da obtencdo das
culturas puras Para isso, discos de meio de cultura contendo cada microrganismo foram
transferidos, com o auxilio de uma pinga, para placas de Petri contendo meio TSA e TSA
bipartido, seguido de incubagdo em camara BOD (Biological Oxigen Demand) a 30°C.
Todos os procedimentos foram realizados em condig¢des assépticas, em camara de fluxo
laminar.

O potencial de inibi¢ao dos isolados foi avaliado aos 4 dias apds o semeio nas
placas. A avaliacdo do crescimento foi feita por meio da determinagdo do didmetro de
crescimento. O experimento foi montado em delineamento inteiramente casualizado com
seis repeti¢oes, considerando-se cada placa uma unidade experimental. Os dados obtidos
foram submetidos aos testes de normalidade, homogeneidade e independéncia de
residuos. O modelo que mais se ajustou foi o modelo linear (Anélise de variancia). Em
seguida, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey. As analises estatisticas foram
realizadas utilizando o software Minitab e o nivel de significancia foi estabelecido em o
=0,05.

Ensaio em casa de vegetacdo para verificar a compatibilidade de Bacillus
methylotrophicus (cepa LBCCO0786) e Streptomyces griseovirides (cepa LBCCO0431) no
desenvolvimento da soja.

Para avaliar a compatibilidade das bactérias com a cultura da soja foi instalado e
conduzido ensaio em casa de vegetacao na Lallemand Plant Care em Patos de Minas-MG.
O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado (DIC) com quatro

tratamentos e dez repeti¢cdes. Foi utilizada uma mistura de solo e areia (1:1) para a
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conducao do ensaio em vasos contendo 5L de capacidade. Para cada tratamento, foram
utilizadas 500 gramas de sementes da variedade Desafio. As suspensdes foram preparadas
de acordo com as concentragdes do produto conforme descrito na Tabela 1. Com auxilio
de uma pipeta, a calda foi distribuida sobre as sementes em um béquer grande. Para a
melhor homogeneizacao dos produtos, movimentos circulares foram realizados durante
um minuto. O substrato de cada vaso foi perfurado com o auxilio de um bastdo de vidro

em dois centimetros de profundidade e uma semente por vaso.

Tabelal. Descri¢ao dos tratamentos utilizados para avaliar a compatibilidade de Onix®
(Bacillus methylotrophicus) e K61(Streptomyces griseovirides) no desenvolvimento de
plantas de soja em casa de vegetacao.

Tratamento Descric¢iao Dose (ml ou g/kg) Concentracio do produto
(UFC/mL ou g)
T1 Controle - -
T2 Onix 3mL 1x10°
T3 Kol 0.06 g 1x10"
T4 Onix + K61 3mL+0.06 g 1x10° + 1x10"

UFC: Unidade formadora de colonia
Todos os tratamentos utilizaram Bioprotetor: ImL.Kg! de sementes

Aos 25 dias ap6s a semeadura (V5 no desenvolvimento fenologico vegetal), a
avaliacdo visual de plantas foi realizada de forma em que todos os tratamentos foram
colocados em um aquario com agua de torneira para melhor visualizagdo do sistema
radicular e parte aérea das plantas, além disso, os tratamentos foram comparados entre si.
Apds a lavagem das raizes, o volume radicular de cada planta foi obtido pelo
deslocamento de volume de 4gua em proveta graduada, segundo Rossiello et al. (1995) a
massa da matéria fresca do sistema radicular e da parte aérea foram submetidos a medicao
separadamente em balang¢a analitica com precisdo de duas casas decimais. Posterior a
medicao da massa fresca, sistema radicular e aparte aérea foram transferidos para sacos
de papel e acondicionados na estufa de circulagao forcada durante 72 horas a 65°C para
avaliacao da massa seca.

Os dados foram submetidos aos testes de normalidade, homogeneidade e
independéncia de residuos. Caso os principios ndo fossem alcancados, era realizada a
analise de desvio. Para cada varidvel analisada foi ajustado o modelo que melhor se
adequava aos dados considerando o critério de Informagao De Akaike (AIC). Em seguida,
as médias foram comparadas pelo teste de Tukey. As anélises estatisticas foram realizadas

utilizando o software R e o nivel de significancia foi estabelecido em o = 0,05.
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Ensaio em casa de vegetacdo para verificar a eficacia de B. methylotrophicus cepa
LBCCO0786 e S. griseovirides cepa LBCC0431 no controle de M. phaseolina e P.
brachyurus

Para avaliacdo da eficacia dos agentes de biocontrole foram implantados dois
ensaios no Instituto Federal Goiano — Campus Urutai, em condic¢des de casa de vegetagao,
em delineamento experimental inteiramente casualizado, com 10 repeti¢des. O solo foi
autoclavado (120° C por 20 min) previamente para a conducao do ensaio que se procedeu
em vasos de 900 mL de capacidade. A cultivar de soja Desafio, foi utilizada devido a
suscetibilidade ao Pratylenchus brachyurus ¢ Macrophomina phaseolina.

O tratamento de sementes foi realizado no Laboratério de Manejo Integrado de
Nematoides (LABMIN), antes da semeadura utilizando 500g de semente por tratamento.
O solo foi inoculado com o fungo M. phaseolina no dia da semeadura, e o nematoide
Pratylenchus brachyurus, inoculado sete dias apds a emergéncia das plantas de acordo

com os tratamentos descritos abaixo nas tabelas 2, 3 € 4.

Tabela 2. Descri¢do dos tratamentos e doses utilizadas para manejo de Macrophomina

phaseolina
Tratamento Descricao Dose (ml ou Concentracio do produto
g/kg) (UFC/mL ou g)
T1 M. phaseolina - -
T2 M. phaseolina + Onix 1 mL 1x10°
T3 M. phaseolina + K61 0,06 g 1x10"
T4 M. phaseolina + Onix + K61 1 mL+ 0,06 g 1x10° + 1x10"

Tabela 3. Descri¢ao dos tratamentos e doses utilizadas para manejo de Pratylenchus
brachyurus

Tratamento Descricao Dose (ml ou Concentracio do produto
g/kg) (UFC/mL ou g)
T1 P. brachyurus - -
T2 P. brachyurus + Onix 1 mL 1x10°
T3 P. brachyurus + K61 0,06 g 1x10"
T4 P. brachyurus + Onix + K61 1 mL+0,06 g 1x10° + 1x10"

Tabela 4. Descri¢ao dos tratamentos e doses utilizadas para manejo de Macrophomina
phaseolina em associa¢do com Pratylenchus brachyurus

Tratamento Descriciao Dose (ml ou g/kg) Concentracgio do
produto
(UFC/mL ou g)
T1 M. phaseolina + P. brachyurus - -
T2 M. phaseolina + P. brachyurus + Onix 1 mL 1x10°
T3 M. phaseolina + P. brachyurus + K61 0,06 g 1x10"

T4 M. phaseolina + P. brachyurus + 1 mL + 0,06g 1x10° + 1x10"
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Onix + K61

Todos os tratamentos utilizaram Bioprotetor: 1 mL Kg'de sementes

O isolado de M. phaseolina foi obtido da colecao de fungos da EMBRAPA Arroz
e Feijao, Santo Antonio de Goias — GO. O patdgeno foi cultivado em placas de Petri com
meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA) e mantido em camara de incubag¢ao B.O.D.
por um periodo de dez dias, a 28°C, sob fotoperiodo de 12 horas e umidade 70 % = 10
para a multiplicacdo do fungo. Para a inoculacdo em substrato solido, foram utilizados
erlenmeyers contendo arroz sem casca, previamente umedecidos com agua (100 mL de
agua/ 50 g de arroz) por 10 minutos. Posteriormente a agua foi removida e o arroz
esterilizado em autoclave por 20 minutos a 120 °C.

Apos o resfriamento do arroz, foram adicionados 20 discos de micélio de 3 mm
de culturas puras do patdgeno e agitados diariamente para obter uma colonizagdo mais
rapida e uniforme. A inoculagao foi realizada no mesmo dia da semeadura utilizando arroz
colonizado (correspondendo a 1x10° microesclerddios por planta) na camada superficial
dos vasos e posterior incorporagdo (CRUCIOL, 2018).

Os nematoides foram obtidos de cole¢do pura mantida em casa de vegetacdo em
plantas de tomateiro, foram extraidos do sistema radicular pela metodologia proposta por
Coolen & D’Herde (1972). Este método consiste em submeter o sistema radicular sob
agua corrente, deixar secar em papel toalha e fragmentar as raizes em pedacos de 0,5 - 1
cm de tamanho. A massa radicular foi triturada com auxilio de liquidificador por
aproximadamente 1 minuto juntamente com agua.

A solugdo obtida foi transferida para um conjunto de peneiras 20 sobre 500 mesh.
O material retido na peneira de 500 mesh foi coletado com auxilio de uma pisseta e foi
adicionado 1,5mL de caulim a suspensao e misturado por completo. Foi submetido a
centrifugacéo por 5 minutos. Apds a primeira centrifugacdo, descartou-se o sobrenadante
e adicionou uma solucdo de sacarose. Novamente, ocorreu uma centrifugagdao por 1
minuto. Apds a segunda centrifugacdo, o sobrenadante foi transferido para a peneira de
500 mesh e a solugdo presente na peneira foi “lavada” com auxilio de uma pisseta para
que ndo ocorra residuos de sacarose.

A solugao foi transferida para um tubo Falcon para leitura em microscopio optico.
Com auxilio de uma camara de Peters realizou-se a leitura e quantificagdo dos nematoides
presentes na amostra. A solugdo foi calibrada e cada vaso inoculado com 1mL da

suspensdo, contendo 1000 P. brachyurus.
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Apos 45 dias, a doenga M. phaseolina foi avaliado por meio da severidade da
doenca utilizando a escala de notas segundo (SOARES; MEYER, 2019) (Figura 1). A
massa da matéria fresca de raiz e parte aérea foram submetidas a pesagem separadamente
em balanca analitica com duas casas decimais. A altura de plantas foi mensurada utilizando
uma régua graduada em centimetros, desde a base da planta até o topo da parte apical. O
diametro de caule foi obtido com auxilio de um paquimetro graduado e a extragdo dos
nematoides foi realizada pela metodologia de Coolen e D'Herde (1972) descrita

anteriormente.

Podrid3do de carvao da raiz — Macrophomina phaseolina

REACAO  ESCALA DE AVALIAGCAO
(1] Raizes volumosas, saudaveis, bem desenvolvidas

0-1,0: R
1,1-2,0:MR
2,1-3,0:M8
3,1-4,0:8
4,1-5,0:AS

Raizes volumosas, levemente escuras, bem desenvolvidas
Raizes com até 25% de escurecimento e reducéo de volume
Raizes com até 50% de escurecimento e reducdo de volume

Raizes com até 75% de escurecimento e reducédo de volume

a A WON =

Figura 1. Escala de Severidade da podridao de carvdo da raiz causada pelo fungo M. phaseolina (SOARES;
MEYER, 2019).

Os dados foram submetidos aos testes de normalidade, homogeneidade e
independéncia de residuos. Quando esses principios ndo foram alcangados, realizou-se a
analise de desvio. Para cada varidvel analisada foi ajustado o modelo que melhor se
adequava aos dados considerando o critério de Informacao De Akaike (AIC). O AIC é um
estimador de erro de previsdo e, portanto, da qualidade relativa dos modelos estatisticos
para um determinado conjunto de dados.

O AIC estima a quantidade relativa de informacdes perdidas por um determinado
modelo: quanto menos informagdes um modelo perde, maior a qualidade desse modelo.
Em seguida, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey. A analise de desvio ¢ um
analogo proximo a andlise de varidncia (ANOVA), que usa o desvio residual para avaliar
a significancia do modelo.

O desvio residual também ¢ analogo a soma residual dos quadrados da ANOVA. O
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desvio residual para GLM ¢ Dm = 2 (loge Ls - loge Lm), sendo Lm a semelhanca
maximizada sob o modelo em questdo e Ls ¢ a probabilidade maximizada sob um modelo
saturado (FOX 2016). As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software R e o

nivel de significancia foi estabelecido em a = 0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nao foi observada inibicdo entre os microrganismos dos produtos comerciais
Onix® (B. methylotrophicus LBCCO0786) e Lalstop K61 (S. griseovirides LBCC0431) de
acordo com as varidveis analisados (Tabela 5). Os microrganismos submetidos a
exposicao simultanea em placas de Petri com TSA sem divisdo (forma direta) e bipartida

(indireta) ndo diferiram entre si pelo teste de Tukey em o = 0,05 (Figura 2).

Tabela 5. Exposicdo simultdnea e crescimento de Bacillus methylotrophicus e
Streptomyces griseovirides em placas de Petri ndo bipartido, aos 4 dias.

Tratamento Valor F Valor P Média-Agrupamento
Onix® TSA 3,933 a
. 0,94 0,355
Onix® x K61 TSA 4,016 a
K61 TSA 1,350 a
K61 x Onix TSA 1.00 0.341 1,300 a
Onix® TSA bipartido 3,618 a
Onix® x K61 TSA 0,06 0,809 3633a
bipartido
K61 TSA bipartido 1,383 a
i 0,08 0,787
K_61 X Onix® TSA 1,400 a
bipartido

Meédias seguidas de mesma letra minuscula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade

Diferente do que foi observado neste estudo, Widyantoro et al. (2019) relataram
incompatibilidade entre Streptomyces e Bacillus em meio de cultura caracterizados pela
formagdo de zonas claras de inibicdo entre os dois microrganismos. Os trabalhos de
Hasani et al. (2014) evidenciam que os antibidticos produzidos por Streptomyces possuem
distintos mecanismos de ac¢ao, podendo danificar a parede celular.

Os efeitos da interacdo entre microrganismos sdo dependentes de inumeros
fatores, como a espécie e a cepa de interesse (GRACAS, 2015). Este fato explica a
compatilidade obtida neste trabalho, entre cepa (LBCC0786) e a cepa (LBCC0431) ja que

0 sinergismo nesse caso a auséncia da diferenga estatistica, esse sinergismo obtido entre
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0s microrganismos neste estudo, estdo relacionados a espécie e cepa, além dos tipos de

compostos produzidos por cada bactéria de acordo com a versatilidade dos mecanismos

de agdo.

B. methvlotrophicus TSA

S. griseovirides TSA

B. methvlotrophicus + S.
griseovirides TSA

B. methylotrophicus TSA
Bipartido

S. griseovirides TSA Bipartido

B. methvlotrophicus + S.
griseovirides TSA Bipartido

Figura 2. A. B. methylotrophicus em meio TSA. B. S. griseovirides em meio TSA. C. B. methylotrophicus
X 8. griseovirides. D. B. methylotrophicus em meio TSA bipartido. E. S. griseovirides em meio TSA
bipartido. F. B. methylotrophicus X S. griseovirides em meio TSA bipartido.

O ensaio conduzido em casa de vegetacdo para verificar o desenvolvimento das

plantas utilizando cepa LBCC0786 (B.m) e cepa LBCC043 (S.g) corroborou com o0s

resultados obtidos em laboratério onde ndao houve interferéncia negativa no uso

combinado dos produtos. Foi possivel observar na varidvel correspondente ao volume

radicular que, ndo houve diferenca entre os tratamentos, mas se diferiram do controle ao

nivel de significancia em Tukey a 5% , com p-valor 3.017¢% (Figura 3 e 4).
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Controle B.m S.g B.m+S.g

Figura 3. Aspecto visual de plantas de soja aos 25 dias ap06s os tratamentos

75 a
745
74
735
73
725

Volume radicular/mL

70 S S
Controle B.m

Figura 4. Volume radicular avaliado aos 25 dias.

Para as variaveis referentes a massa fresca de raiz e parte aérea, assim como massa
seca de raiz e parte aérea ndo foram obtidas diferencas significativas entre os tratamentos.
Este resultado fortalece a hipdtese de que ndao hd interferéncia negativa no
desenvolvimento de soja quando utilizamos cepa LBCC0786 e cepa LBCC0431 na
mesma aplicacdo. Os microrganismos formam arranjos complexos de interagdes. E essas
interagdes podem ter impactos distintos, podendo ser positivos, negativos ou neutros
sobre as espécies interagentes. (FAUST; RAES 2012; FREDRICKSON, 1977
PHILLIPOT et al., 2013; SMID; LACROIX, 2013; HE et al., 2013).

Os trabalhos de Broadbent et al. (1971), Merriman et al. (1974) e Bettiol (2019)

demonstraram em seus estudos que isolados de Bacillus spp. e Streptomyces spp.,
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selecionados para controle biologico de patdgenos radiculares como Rhizoctonia solani,
promoveram o crescimento de plantas. Segundo dados de literatura, metabolitos
produzidos a partir de Bacillus spp., apresentam caracteristicas importantes como a
ocorréncia de interagdes benéficas entre o microrganismo, ambiente bidtico e abidtico, a
planta hospedeira e antagonista contra patdégenos (BUTT et al, 1999; FUENTES-
RAMIREZ ¢ CABALLERO-MELLADO, 2006).

Os efeitos das rizobactérias, dentre as quais podemos encontrar as do género
Bacillus no desenvolvimento vegetal, sdo inimeros, incluindo efeitos benéficos em
situagdes de emergéncia e na promogao do crescimento vegetal (SCHISLER, 2004), bem
como no combate a fungos fitopatogénicos (ARAUJO et al., 2005; ARAUJO,
GUERREIRO., 2010)

Nos ensaios de eficdcia, para a avaliagdo de severidade seguindo a escala de notas
(SOARES; MEYER, 2019), observou-se que quando o fungo (M. phaseolina) foi
inoculado isoladamente, houve diferenga entre os tratamentos, mas nao houve
significancia a0 comparar com tratamento sem adi¢do dos agentes de biocontrole. Por
outro lado, quando inoculado M. phaseolina em associagdo com o P. brachyurus os
tratamentos diferiram entre si e do tratamento sem a presenga dos agentes de biocontrole.
O tratamento que recebeu as duas cepas (LBCC0786 e LBCC 0431) diferiu
estatisticamente do controle, apresentando menor nota de severidade na presenca dos dois

patdgenos com p-valor = 0,0003845 (Figura 5 e 6).

ab I

[
—

Escala de severidade

M. phaseolina M. phaseolina M. phaseolina M. phaseolina
+B.m +S.¢o +B.m+S.g

Figura 5. indice de severidade de M. phaseolina avaliados aos 45 dias em soja
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Patogenos  Patdgenos + B.m Patogenos +S.g Patogenos + B.m
+S.g

Figura 6. indice de severidade de M. phaseolina em associagio com P. brachyurus avaliados aos 45 dias
em soja

Para a avaliacdo de severidade no segundo experimento, observou-se que quando
apenas o fungo foi inoculado houve diferenca entre os tratamentos (Figura 7). O
tratamento utilizando cepa LBCC0431 diferiu do controle e do tratamento apenas com a
cepa LBCCO0786 com p-valor = 0.0001548. Quando inoculado o fungo em associagdo
com o nematoide os tratamentos diferiram entre si e o controle (Figura 8). O tratamento
que recebeu as duas cepas (LBCC0786 e LBCC0431) diferiu do controle, apresentando
menor nota de severidade concomitante aos tratamentos onde utilizou-se apenas a cepa

LBCC0786 e LBCC0431, na presenca dos dois patégenos com p-valor = 0,001809.
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Figura 7. Severidade de M. phaseolina avaliados aos 45 dias em soja
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Figura 8. Severidade de M. phaseolina em associagdo com P. brachyurus avaliados aos 45 dias em soja.

Fungos fitopatogénicos habitantes do solo, como no caso de M. phaseolina, sdo
de dificil controle, principalmente por formarem estruturas de resisténcia, os
microesclerddios. O controle quimico ndo tem sido efetivo, economicamente viavel e, em
vista dos problemas ambientais a rota¢do de culturas e o controle bioldgico estdo dentre
as melhores op¢des de manejo (SANTOS et al., 2010).

Logo, as actinobactérias t€ém sido estudadas com alternativa ao uso convencional
de produtos quimicos. E em virtude dos estudos sobre o género Streptomyces, o isolado
S. griseovirides (LBCC0431) foi escolhido para o controle de M. phaseolina no
tratamento de sementes devido a versatilidade de mecanismos de acdo do microrganismo
e o seu potencial no controle de patégenos de solo.

Sendo esses a incorporacdo no solo de uma fonte de carbono labil, que ¢
gerenciada para se decompor anaerobicamente aumentando o teor de umidade do solo e

cobrindo com uma lona para limitar as trocas gasosas e a perda de umidade. Sistemas de
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tratamento de tratamento de sementes com diferentes taxas de varias alteragdes organicas
foram examinados sob diferentes condi¢des ambientais contra varios patogenos de
plantas do solo (ROSSKOPF etal., 2015 ; SHRESTHA et al., 2016), nematoides parasitas
de plantas (HEWAVITHARANA et al.,, 2014 ) e ervas daninhas (PAUDEL et al.,
2018 ; SHENNAN et al., 2018 ; SHRESTHA et al., 2018).

Tiwari e Gupta (2014) destacam a relevancia da producdo de antibidticos
produzidos por Streptomyces spp. no controle de microrganismos patogénicos, assim
como, na utiliza¢ao de produtos naturais, destacando a produ¢do de compostos bioativos
como por exemplo o extrato acetato de etila (BORBA., 2016).

Um estudo utilizando sementes de milho, demonstrou que isolados de
Streptomyces spp. sao capazes de reduzir a incidéncia de microrganismos fitopatogénicos
como Curvularia lunata e Colletotrichum sp. em até 90%, devido a diminuicdo da
mortalidade de plantulas, causadas por doencas ligadas as sementes (BRESSAN;
FIGUEIREDO, 2001).

Nao houve diferenga significativa para massa fresca de raiz quando apenas o
fungo (M. phaseolina) foi inoculado. Entretanto, houve diferenga entre o tratamento
utilizando a cepa LBCC0431 comparado ao controle quando inoculado apenas o
nematoide (P. brachyurus) com p-valor = 0,03311. O mesmo resultado foi observado ao
inocular os dois patdogenos, onde o tratamento com a cepa LBCC0431 também diferiu
significativamente do controle proporcionando maior massa fresca de raiz com p-valor =

0.0133 (Figura 9 e 10).
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Figura 9. Massa fresca de raizes com inoculacdo de P. brachyurus
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Figura 10. Massa fresca de raizes com inoculagdo de P. brachyurus em associagdo com M. phaseolina
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Figura 11. Massa fresca de raizes com inoculag@o de M. phaseolina

No segundo experimento, houve diferenga para massa fresca de raiz quando
apenas M. phaseolina foi inoculada, com p-valor: 0,01567 (Figura 11). Os tratamentos

contendo S. griseovirides se diferiram do tratamento com B. methylotrophicus.
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A variavel referente a massa fresca de parte aérea ndo demostrou diferenca
significativa quando inoculado apenas o fungo (M. phaseolina) assim como inoculado
somente o nematoide (P. brachyurus). Quando houve a associacdo da inoculagdo dos dois
patogenos nao houve diferenca entre o tratamento controle, onde sé havia a presenca de
patogenos, entretanto os tratamentos diferiram entre si. O tratamento com a cepa
LBCCO0431 apresentou maior massa fresca de parte aérea quando comparado ao

tratamento com a cepa LBCC0786 com p-valor = 0.02618 (Figura 12).
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Figura 12. Massa fresca de parte aérea com inoculacdo de P. brachyurus em associa¢do com M. phaseolina

Segundo Sedeghi (2012) evidenciaram o efeito benéfico e a interferéncia de
actinobactérias no desenvolvimento de plantas. SADEGHI et al., (2012) avaliou a
promocao de crescimento de plantas utilizando isolados de Streptomyces e aumentos
significativos na taxa de germinagao, porcentagem e uniformidade, além de comprimento
€ peso seco em comparacdao com ao controle foram obtidos.

Nao houve diferenca entre a massa fresca de parte aérea, na avaliagdo de altura de
plantas quando os patégenos foram inoculados separadamente. Entretanto, na associagao
de M. phaseolina e P. brachyurus a altura de plantas diferiu de todos os tratamentos,
inclusive do controle quando se utilizou a cepa LBCC0786 e a cepa LBCC0431 na mesma

aplicacdo (Figura 13).
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Figura 13 Altura de plantas com inoculacdo de P. brachyurus em associa¢do com M. phaseolina

A principal utilizacdo das actinobactérias como Bacillus estdo direcionada no
controle de fungos e bactérias patogénicas; isto ¢ elucidado neste trabalho com a reducgao
da severidade de M. phaseolina de forma isolada e em associagdo com o nematoide P.
brachyurus. Bem como, tratamentos com o agente de biocontrole S. griseovirides
contribuiram para maior massa fresca de raizes, parte aérea e altura de plantas.

Observa-se efetividade no uso de Bacillus no controle de Fusarium oxysporum
causador da murchadeira em trigo e de Colletotrichum musae, agente causador da
antracnose na cultura da banana (TAECHOWISAN; PEBERDY; LUMYONG, 2003), no
controle de Rhizoctonia solani e na murcha bacteriana do tomateiro (SABARATNAM,;
TRAQUAIR, 2002; CARRER, 2002.), além do controle de Fusarium moniliforme em
sementes de milho (BRESSAN; FIGUEIREDO 2003).

Estudos anteriores corroboram com os resultados obtidos neste trabalho,
refor¢ando a capacidade do género Streptomyces em compor uma importante ferramenta
no controle de patogenos de solo.

De acordo com Tahvonen, Hannukkala, Avikainen (1995) o efeito do tratamento
de sementes com Streptomyces para manejo de podriddes de raizes foi estudado em
condi¢des de campo, onde se observou efetividade na redu¢ao da doenga radicular.

Além disso, estudos realizados por Bressan e Figueiredo (2001) isolados de
Streptomyces spp. apresentaram efetividade antagonista no controle de Stenocarpella
maydis em condigdes in vitro e em sementes de milho.

Avaliando a populagdo de P. brachyurus nas raizes quando inoculado apenas o

nematoide, foi possivel observar diferenca significativa com p valor = 0,01434. Os



30

tratamentos com a cepa LBCC0786, e a cepa LBCC0786+ cepa LBCC0431 reduziram a
populacdo de P. brachyurus/10g de raizes. Quando houve a associag¢do de P. brachyurus
com M. phaseolina, o tratamento com as duas cepas (LBCC0786+ LBCC0431) diferiu

dos demais apresentando maior populacao de nematoides em 10 gramas de raizes (figura

14 ¢ 15).

20 700

ab

Populacdo de P.brachyurus/10g de raiz

P. brachyurus P. brachyurus - P. brachyurus +  P. brachyurus +
B.m S.e B.m+ S.e

Figura 14 Avaliacdo da populacdo de P. brachyurus/10g de raizes
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Populagao P. brachyuius/ 10g de raiz

Figura 15. Avaliagdo da populagdo de P. brachyurus/10g de raizes em associagdo com M. phaseolina

Quando ocorreu a inoculagdo dos dois patogenos (P. brachyurus + M.
phaseolina), as populacdes do nematoide se comportaram de maneira distinta. E isto pode

ser explicado pela relagdo entre os microrganismos, os microrganismos produzem
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compostos que alteram a rizosfera, tornando a multiplicacdo de patdogenos menos
eficiente. Os microrganismos do solo auxiliam na decomposi¢cdo da biomassa, na
circulagdo de elementos utilizados na sintese das estruturas bioldgicas, no fornecimento
de nutrientes as plantas, na biodegradagao de impurezas e na manutengao da estrutura do
solo.

Um complexo de doencgas ¢ formado de uma interagdo sinérgica entre dois
microrganismos. As interagdes de sinergismo podem ser positivas quando a associagdo
entre um nematoide e um patdégeno promovem danos superiores a planta comparados aos
danos individuais. Segundo Cattelan (1999), ha sinergismo entre bactérias promotoras de
crescimento em plantas e bactérias fixadoras de N2 em leguminosas, o que confirma os
resultados apresentados neste trabalho, observando-se efeito da coinoculagao.

A interacdo pode ser descrita como antagoOnica, quando a associagdo entre um
nematoide e um patdgeno resulta em danos menores do que a soma de dano de cada
organismo. Quando a associa¢do entre nematoide e fungo promovem danos equivalentes
a soma dos danos individuais, a intera¢do pode ser relatada como neutra (BACK et al.,
2002).

Observando apenas a inoculacdo dos patogenos; sem adi¢do dos agentes de
biocontrole, a inoculagdo conjunta do nematoide e de M. phaseolina, resultou em uma
menor populagdo de P. brachyurus quando comparado a inoculacao apenas do nematoide.
Esta visdo ¢ apoiada por Jorgenson (1970); Ketudat (1969) e Costa e colaboradores (2020)
onde, em um complexo de doengas com a presenca de fungos e nematoides, o declinio
das populacdes de nematoides pode ser relacionado com a competi¢ao entre os dois
microrganismos por espago radicular e nutrientes. Além disso, quando ocorre complexo
de doencgas; as plantas podem ser mais predispostas a senescéncia precoce e morte
(GRIFFIN et al., 1993; WALKER et al., 1998).

Em contrapartida, resultados obtidos por Al-Hazmi e Al-Nadary (2015)
demostraram que a inoculacao simultanea do nematoide M. incognita raca 2 ¢ o fungo
Rhizoctonia solani em feijoeiro, aumentou o numero de galhas e o indice de podridao
radicular. Isto pode estar relacionado com o habito de parasitismo do nematoide, o
comportamento do patégeno e a cultura de estudo.

De acordo com Bell¢, Fontana (2018) as doengas radiculares e vasculares estao
entre as principais causas de reducdo na produtividade de culturas de interesse economico
mundial. O controle de doencas radiculares ¢ dificultado, pois os patdégenos coevoluiram

com as plantas por milhdes de anos e estdo altamente adaptados ao ambiente subterrdneo
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em associagdo com o hospedeiro (MICHEREFF et al., 2005).

Ao avaliar somente a inocula¢do de P. brachyurus, os tratamentos com o agente
de controle bioldgico B. methylotrophicus de forma isolada e em associagdo com S.
griseovirides proporcionaram a reducao populacional do nematoide.

As bactérias estdao dentre os microrganismos mais estudados como potenciais
agentes de controle bioldgico com efeito nematicida (MACHADO et al., 2012). Essas
bactérias apresentam diferentes modos de acdo, como a producdo de substancias
bactericidas, fungicidas e nematicidas que inibem o desenvolvimento dos patdgenos
(LUZ, 1996).

As bactérias atuam por meio do parasitismo nos nematoides produzindo
antibidticos, de toxinas e enzimas, da inducdo de resisténcia, além de promover o
desenvolvimento das plantas e interferir no processo de reconhecimento planta-hospedeiro
(STIRLING,1991; FAVORETO et al., 2019). Assim, os produtos a base do
género Bacillus predominam sobre outros microrganismos de biocontrole e sdo
considerados Otimos candidatos para o desenvolvimento de biopesticidas eficientes
( TORRES et al. 2017).

Trabalhos anteriores exploraram a eficacia de bactérias do género Bacillus
methylotrophicus no controle de diferentes géneros de fitonematoides. Estudos realizados
por Zhou et al (2016) para controle de P. brachyurus em triagem in vitro e experimentos
em condi¢des de estufa, foi obtido sucesso na sele¢do de agentes de controle bioldgico.
Nos estudos, B. methylotrophicus, se mostrou eficaz na redu¢dao da doenca provocada
pelo nematoide das galhas em repetidos testes de campo (NUNES, MONTEIRO,
POMELA., 2010; CARVALHO., 2018). Ainda no trabalho de Zhou et al. (2016), os
autores observaram que a producdo de tomateiros infectados com M. incognita utilizando
a aplicagdo de B. methylotrophicus resultou em incremento de produtividade e promogao
de crescimento.

Em condi¢des de casa de vegetacdo, B. methylotrophicus, afetou o fator de
reproducdo de M. incognita de forma negativa em plantas de algoddo, aos 180 dias apos
a inoculagdo dos nematoides (FAVERA, 2014). Trabalhos recentes utilizando a mesma
cepa de Bacillus methylotrophicus deste projeto, ratificam a eficdcia do agente de
biocontrole como uma ferramenta expressiva no controle do nematoide das lesoes.

Estudos realizados por Silva (2017) mostraram que o microrganismo B.
methylotrophicus foi eficiente no controle de P. brachyrus em todo o ciclo da cultura da

soja em experimento conduzido em campo, proporcionando reducdo significativa das
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populacdes de nematoide na area. De acordo com o trabalho de Marcal (2019) B.
methylotrophicus expressou uma taxa de reducdo no numero populacional de P
brachyurus em raizes de soja quando comparado com o controle, em trés épocas
analisadas; similar aos resultados encontrados neste trabalho. Além disso, o autor
verificou maiores incrementos de produtividade ao utilizar o microrganismo.

Em geral, os dados da literatura mostram que a agdo do agente bioquimico
individual contra os fitonematoides € ineficaz. Como resultado, combinar a esses
microrganismos, se mostra um forte nematicida, com fungos ou bactérias compativeis ¢
intrigante. A utilizacao dos agentes de biocontrole promoveram a redu¢ao da populagao
de P. brachyurus,

Como resultado, a combinagdo desses microrganismos parece promissora, pois ha
um efeito aditivo na redugdo das taxas de reproducdo de nematoides em galhas quando
ambos sao usados simultaneamente. Estudos futuros poderiam incluir o uso desses
microrganismos em mudas antes do tratamento de sementes ajudam no desenvolvimento
e na germinacdo das plantas. Sendo necessarios estudos para avaliar quais sdo os efeitos

ativados na planta que resultam na promog¢ao do crescimento.
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CONCLUSOES

De acordo com os experimentos executados e as variaveis analisadas neste
trabalho, o uso de Onix (Bacillus methylotrophicus LBCC0786) associado ao Lalstop
K61 (S. griseovirides LBCC0431) se mostraram produtos eficazes no manejo com

potencial referente ao patossistema P. brachyurus € M. phaseolina na cultura da soja.
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