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ALVES, Silas Mian. Bacillus velezensis CMLLO06: Potencial para controle de
doencas de solo. 2021. 67 f. Dissertacao (Mestrado em Agronomia) — Universidade
Estadual de Londrina, Londrina, 2021.

RESUMO

A soja (Glycine max (L.) Merr.) € considerada a principal oleaginosa cultivada no
mundo, sendo o Brasil maior produtor e exportador dessa cultura, movimentando mais
de U$ 32 bilhdes na safra 2019/2020. A producgdo da soja no Brasil é severamente
limitada pelas restricbes impostas por fatores bidticos e abibticos, destacando as
doencas de solo devido a forte influéncia na produtividade e a dificuldade na
erradicacdo. Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o
potencial da cepa CMLL0O6 como biocontrole para diferente patdgenos de solo na
cultura da soja. Nesse estudo inclui o sequenciamento bacteriano, mineragdo de
genes responsaveis pela sintese de metabdlitos secundarios e a atividade antifiungica
e nematicida desse isolado. Essa cepa foi obtida em amostras de solo no norte do
Parand, Brasil, e com base nas informacdes da identidade média de nucleotideos e
na hibridizacao digital DNA-DNA foi identificado como Bacillus velezensis. O genoma
dessa cepa foi estimado em 3.981.409 pb com um teor de GC de 46,48% e apresentou
4047 sequéncias de DNA codificantes. Com base na informagdo do webserver
antiSMASH 5.1.0, foram identificados 13 clusters de biossintese de metabdlitos
secundarios, no qual alguns desses tem um importante papel na supressao de
patdogenos e na promocdo de crescimento da planta. A cepa CMLL0O6 apresentou
atividade antifungica in vitro (Macrophomia phaseolina, Rhizoctonia solani e
Sclerotinia sclerotiorum) e in vivo (Sclerotinia sclerotiorum), com incremento de 54 e
26% na germinacdo e no numero de plantulas sadias de soja, respectivamente,
quando comparado com o controle (com infeccdo). Em relacdo a supressao de
nematoides na soja, apresentou uma porcentagem de controle de 69 e 60% para
Meloidogyne javanica e Pratylenchus brachyurus, respectivamente. Com base nesses
resultados, essa cepa tem um importante papel para o controle de doencas do solo
na cultura soja, sendo promissor para o desenvolvimento de produtos comerciais.

Palavras-chave: Glycine max (L.) Merr.; controle biolégico; Sclerotinia sclerotiorum;
Meloidogyne javanica e Pratylenchus brachyurus.



ALVES, Silas Mian. Bacillus velezensis CMLLO6: Potential to control soil-borne
diseases. 2021. 66 p. Dissertacao (Mestrado em Agronomia) — Universidade Estadual
de Londrina, Londrina, 2021.

ABSTRACT

Soybean (Glycine max (L.) Merr.) Is considered the main oilseed cultivated in
worldwide, with Brazil being the largest producer and exporter of this crop, with a
turnover of more than U $ 32 billion in the 2019/2020 harvest. Soybean production in
Brazil is severely limited by restrictions imposed by biotic and abiotic stress,
highlighting soil diseases due to the strong influence on yield and the difficulty in
eradication. In this context, the present study aimed to evaluate the potential of the
CMLLOG6 strain as a biocontrol for different soil-borne pathogens in soybean. This study
includes bacterial sequencing, mining of genes responsible for the synthesis of
secondary metabolites and the antifungal and nematicidal activity of this strain. This
strain was obtained from soil samples in northern Parana, Brazil, and based on
information on the average nucleotide identity and on digital DNA-DNA hybridization,
it was identified as Bacillus velezensis. The genome of this strain was estimated at
3,981,409 bp with a GC content of 46.48% and presented 4047 coding DNA
sequences. Based on information from the antiSMASH 5.1.0 webserver, 13 secondary
metabolite biosynthesis clusters were identified, in which some of these have an
important role in suppressing pathogens and promoting growth plant. The strain
CMLLO6 showed antifungal activity in vitro (Macrophomia phaseolina, Rhizoctonia
solani and Sclerotinia sclerotiorum) and in vivo (Sclerotinia sclerotiorum), with an
increase of 54 and 26% in germination and in the number of healthy soybean
seedlings, respectively, when compared with the control (with infection). Regarding
nematode suppression in soybean, it presented a control percentage of 69 and 60%
for Meloidogyne javanica and Pratylenchus brachyurus, respectively. Based on these
results, this isolate plays an important role in the control of soil-borne diseases in
soybean crops, being promising for the development of commercial products.

Keywords: Glycine Max (L.) Merr.; Biological control; Sclerotinia sclerotiorum;
Meloidogyne Javanica and Pratylenchus Brachyurus.
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1. INTRODUCAO

A soja (Glycine max (L.) Merr.) é considerada a principal oleaginosa
cultivada no mundo, com um total de 364 Mt de graos produzidos em 2020 (USDA,
2020). O Brasil, contribui com aproximadamente 133 Mt, com um aumento de
aproximadamente 7,12 Mt ano? e 91,41 Kg ha ano* durante os ultimos dez anos
(CONAB, 2020). Mesmo com esse cenario positivo, a produtividade e a distribuicéo
espacial da cultura da soja sdo severamente limitadas pelas restricbes impostas por
fatores bidticos e abibticos (HARTMAN et al., 2015; REIS et al., 2020).

Dentre os fatores biéticos, as doencas de solo tém sido reconhecidas
como um dos principais fatores limitantes para cultura da soja, devido a forte influéncia
na produtividade e a dificuldade na erradicacédo de alguns patégenos em sistemas de
cultivo (WEN et al., 2017; CORATO, 2020). Recentemente, SAVARY et al. (2019)
revelaram que as perdas de produtividade ocasionadas por doencas e pragas ha
cultura da soja podem variar entre 11 a 32,4%, sendo que as doencas de solos tém
um importante impacto sobre a cultura.

Dentre as principais doencas flungicas do solo para cultura da soja no
Brasil destacam-se o mofo-branco (Sclerotinia sclerotiorum) (WILLBUR et al., 2019),
a podridao radicular (Rhizoctonia solani) (BLANCO et al., 2018), a podridao do carvéo
(Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid) (REIS et al., 2014) e a sindrome da morte
subita (Fusarium sp.) (COSTA et al., 2016). Por exemplo, para S. sclerotiorum estima-
se que cerca de 30% da area semeada (~10 milhdes de ha) de soja no Brasil estejam
infestadas, provocando perdas econdmicas anuais estimadas de U$$ 1,47 bilhdo
devido a reducéo no rendimento e no custo de fungicidas (LEHNER et al., 2017).

Para os nematoides, os principais problemas ocasionados na
cultura da soja no Brasil sdo devidos ao ataque dos nematoides de galhas
(Meloidogyne javanica e M. incognita), do nematoide de cisto (Heterodera glycines),
do nematoide reniforme (Rotylenchulus reniformis) e do nematoide das lesbes
radiculares (Pratylenchus brachyurus) (DIAS et al., 2010; MACHADO, 2014,
OLIVEIRA et al., 2021). Segundo a Sociedade Brasileira de Nematologia (SBN), os
nematoides podem provocar prejuizos anuais de US$ 6,5 bilhdes para o agronegécio
brasileiro, sendo que para a cultura da soja esse prejuizo pode chegar a US$ 3,0

bilhdes.
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O manejo das doencas de solo € de dificil controle devido as
caracteristicas ecolégicas, o0 que torna importante a realizacdo do manejo integrado,
que inclui a rotacdo ou sucessdo de culturas nédo hospedeiras, a utilizacdo de
cultivares resistentes ou tolerantes e os controles quimico e biolégico (KATAN, 2017,
PANTH et al., 2020). Dentre essas medidas de controle, o controle biolégico vem
sendo cada vez mais utilizado na supressdo de patdgenos do solo devido a sua
eficiéncia de controle, baixo impacto ambiental e aos seus efeitos diretos na planta,
como por exemplo, inducao de resisténcia local/sistémica e promoc¢ao de crescimento
vegetal (RAHMAN et al., 2018; TEIXEIRA et al., 2021). Além disso, o custo para o
desenvolvimento de um produto comercial biolégico € 75X menor quando comparado
com o quimico sintético (RAM et al., 2018).

No Brasil, € observado um crescimento substancial no nimero de
registros de produtos biologicos para controle de doencas em plantas, destacando os
géneros Trichoderma e Bacillus (AGROFIT, 2020). O género Bacillus representa um
grande grupo de bactérias gram-positivas que pertencem ao filo Firmicutes e vém se
destacando na agricultura devido ao seu metabolismo secundério diversificado e a
capacidade de produzir uma ampla gama de substancias antagonistas diferentes
estruturalmente (FIRA et al., 2018). Por exemplo, o isolado B. velezensis FZB42 tem
aproximadamente 8% do seu genoma envolvido na producdo de metabdlitos
secundarios, incluindo bacteriocinas, peptideos antimicrobianos e lipopeptideos,
policetideos e sideréforos que, ao mesmo tempo, mostram propriedades promotoras
de crescimento vegetal (FAN et al., 2018; YE et al., 2018).

Considerando os avanc¢os do controle biolégico nos ultimos anos
e 0 aumento da demanda desses produtos no mercado, esse estudo teve como
objetivo avaliar o potencial da cepa Bacillus velezensis CMLLO6 como biocontrole para
patdgenos de solo na cultura da soja, com destaque para S. sclerotiorum, M. javanica
e P. brachyurus. Além disso, nesse estudo também incluiu-se o sequenciamento do
genoma da bactéria e a mineracdo dos genes responsaveis pela sintese de

metabolitos secundarios.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 IMPORTANCIA ECONOMICA DA SOJA

A soja é originaria do continente asiatico, mais especificamente da
China, pertence a divisdo Magnoliophyta, classe Magnoliopsida, ordem Fabales,
familia Leguminosae, subfamilia Papilionoideae, género Glycine e espécie Glycine
max. Apresenta numero de cromossomos 2n = 40, € autbgama, anual, herbacea,
ereta, apresenta crescimento morfolégico diversificado, com numero variado de
ramificacdes. Seu ciclo € de 80 a 150 dias, dependendo do gendétipo e das condi¢bes
edafocliméaticas (SEDIYAMA, TEIXEIRA e BARROS, 2009).

No cenério agricola mundial, a soja € considerada a principal
oleaginosa produzida e o quarto produto entre as oleaginosas mais utilizado para
consumo humano (FAO, 2020). Seus grédos sado amplamente utilizados na
agroindustria (producédo de 6leo vegetal e racdes para alimentacéo animal), industria
guimica e de alimentos. Também € uma potencial fonte alternativa de biocombustivel
e tem sido utilizada principalmente nos Estados Unidos, sendo que, em 2016, mais de
55% da produgédo de biodiesel foi da matéria prima “soja” (KIM, 2018).

A soja é considerada uma das mais importantes commodities
produzidas e comercializadas no mundo, sendo produzida em mais de 60 paises
(CONAB, 2019). A producdo mundial é de aproximadamente 333,7 milhfes de
toneladas, numa érea de 120,5 milhdes de hectares, movimentando 107,8 milhdes de
dolares anualmente. O Brasil € o maior produtor mundial (Figura 1), com producédo
aproximada de 114,3 milhdes de toneladas, numa area de 35,9 milhdes de hectares.
O segundo maior produtor sdo os Estados Unidos e, somando-se sua producao a do
Brasil, tem-se 63,3% da soja produzida no mundo (FAO, 2020).

A soja € a principal cultura no Brasil, tanto em extensao territorial
guanto em volume produzido. Representa 50% dos graos produzidos no pais, o0 que
a torna o produto mais importante para a balanca comercial nacional, fazendo do
Brasil o maior exportador do grao. O montante das exportacdes brasileiras em 2018
foi de 239,26 bilhdes de toneladas e a exportacéo de soja foi responsavel por 40,64
bilhdes de toneladas (CONAB, 2019).
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Figura 1. Ranking dos dez maiores produtores mundiais de soja (milh6es de

toneladas).

4,4 3’7 2,9

= Brasil = EUA ' Argentina = China = india

= Paraguay m Canada = Russia = Ucrania = Bolivia

Fonte: FAO (2021)

A cultura é produzida na maior parte do territério brasileiro,
principalmente nas regides Centro Oeste, Sul e Sudeste, sendo 0os maiores produtores
nacionais o estado do Mato Grosso, cuja producédo € de 35,885 milhdes de toneladas,
numa area de 10,004 milhdes de hectares; o Parana, com producao de 21,598 milhdes
de toneladas, numa éarea de 5,503 milhdes de hectares; Goias, com 13,159 milhdes
de toneladas, numa area de 3,545 milhdes de hectares; e o Rio Grande do Sul, com
11,444 milhdes de toneladas, numa éarea de 5,902 milhdes de hectares (CONAB,
2020).

A oleaginosa é o principal produto agricola do Parana e representa
metade dos gréos produzidos no estado, apresentando em 2019 valor bruto de
producao de 19,94 bilhdes de reais. Na ultima safra (2019/2020), o estado produziu o
maior volume de soja da sua historia, o que o classificou como segundo maior produtor

brasileiro. A produtividade obtida foi de 3792 quilos por hectare e o volume produzido
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representou aproximadamente 17% da producdo nacional. Mais da metade da
producao € exportada, sendo a China o principal destino, com aproximadamente 90%
do total, seguida pelo Paquistdo, Bangladesh, Tailandia e Vietna. Os trés municipios
maiores produtores, de acordo com a safra 2019, foram: Tibagi, que gerou renda de
444.,6 milhdes de reais, seguido por Cascavel, que gerou renda de 399,0 milhdes de

reais e Guarapuava, com renda de 335,6 milhdes (DERAL, 2021).

2.2 PRINCIPAIS DOENGAS DA CULTURA DA SOJA

Concomitantemente ao aumento da producao de soja, a incidéncia de
pragas e doencas na cultura é crescente, sendo esses 0s principais fatores que
limitam sua produtividade. Isso é consequéncia da expanséo das areas de producao,
principalmente em novas regides, utilizacdo de cultivares com baixa variabilidade
genética e da intensificacdo do monocultivo (BARROS, 2009).

No mundo, ja foram listadas mais de 100 doencas (SINCLAIR;
BECKMAN, 1989) e, aproximadamente 50 delas, causadas por fungos, virus,
bactérias e nematoides, ja foram identificadas no Brasil (YORINORI, 2002). A
importancia econémica de cada doenca varia de ano para ano e de regido para regiao,
dependendo das condi¢des climaticas de cada safra. As perdas anuais causadas por
doencas na cultura sdo estimadas em cerca de 15 a 20%, mas ha doencas que podem
resultar em perdas de até 100% da producédo (EMBRAPA, 2007).

As principais viroses que acometem a cultura da soja sdo: mosaico
calico (Alfalfa Mosaic Virus - AMV), mosqueado do feijdo (Bean Pod Mottle Virus -
BPMV), mosaico comum da soja (Soybean Mosaic Virus - SMV), necrose da haste
(Cowpea Mild Mottle Virus - CPMMYV) e queima do broto (Tobacco Streak Virus - TSV).

As principais doengas bacterianas ocorrentes na cultura séo:
crestamento bacteriano (Pseudomonas savastanoi pv. glycinea), fogo selvagem
(Pseudomonas syringae pv. tabaci) e pustula bacteriana (Xanthomonas axonopodis
pv. glycines) (ITO, 2013).

A maioria das doencas que incidem na cultura da soja sdo causadas
por fungos, sendo os que incidem na parte aérea a antracnose (Colletotrichum
truncatum), cancro da haste (Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis) crestamento
foliar e mancha puarpura da semente (Cercospora kikuchii), ferrugem asiatica

(Phakopsora pachyrhizi), mancha alvo (Corynespora cassiicola), mancha olho-de-ra
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(Cercospora sojina), mildio (Peronospora manshurica), oidio (Microsphaera difusa),
seca da vagem e da haste (Phomopsis phaseoli) e septoriose ou mancha-parda
(Septoria glycines) (Figura 2) (ITO, 2013).

Os nematoides sé&o patdgenos muito importantes para a soja e, a cada
ano, tém ganhado mais relevancia, tendo em vista a sua disseminacao pelo pais, bem
como sua agressividade para a cultura. Mais de 100 espécies de nematoides,
envolvendo cerca 50 géneros, ja foram relatados parasitando soja em todo o mundo.
No Brasil, os que a parasitam sdo o nematoide de cisto (Heterodera glycines), os
nematoides de galhas (Meloidogyne incognita e Meloidogyne javanica), o0 nematoide
das lesbes (Pratylenchus brachyurus) e o nematoide reniforme (Rotylenchulus
reniformis) (Figura 2) (HENNING et al., 2014).

Figura 2: Principais doencas causadas por fungos e nematoides que incidem na
cultura da soja.
~re
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Morte por fusarium (Fusarium spp.) Nematoide de cisto (Heterodera glycines),

Podriddo cinzenta (Macrophomina phaseolina) Nematoides de galhas (Meloidogyne incognita e M. javanica),
Podriddo parda da haste (Phialophora gregata) Nematoide das lesoes (Pratvlenchus brachyurus),
Rizoctoniose (Rhizoctonia solani) ( Nematoide reniforme (Rotylenchulus reniformis)
Tombamento e murcha de sclerotium (Sclerotium rolfsii).

2.2.1 DOENCAS FUNGICAS DE SOLO

Patogenos de solo sdo definidos como organismos que habitam no
solo a maior parte do seu ciclo de vida, podem sobreviver um longo periodo no solo
na auséncia de hospedeiros, apresentam capacidade de competicdo saprofitica e

seus estadios de disseminagéo e sobrevivéncia confinados no solo, apesar de alguns
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apresentarem capacidade de produzir esporos disseminados pelo ar ou pela agua
(MICHEREFF, ANDRADE e MENESES, 2005).

As doencgas de solo estdo entre as principais responsaveis pelos
danos econdmicos causados por doencas na agricultura (MICHEREFF ANDRADE e
MENESES, 2005) e, dentre elas, as causadas por fungos estédo entre as de destaque.
Os fungos constituem o maior grupo de habitantes do solo, causando doencas nos
mais diversos ambientes agricolas, em todas as culturas cultivadas, com variados
tipos de sintomas (WHEELER e RUSH, 2001).

Muitos fungos habitantes de solo possuem alta competicdo
saprofitica, o que Ihes permite sobreviverem em restos culturais em alta densidade
populacional. Nesse ambiente, h&d fungos que produzem agregados miceliais,
esclerédios, o6sporos, clamiddésporos ou outros tipos de esporos, que sao resistentes
a condicdes adversas, permanecendo viaveis na auséncia de plantas hospedeiras.
Tais caracteristicas tornam dificil a erradicacdo desses fungos quando estabelecidos
numa area. (WHEELER e RUSH, 2001).

As principais doencas causadas por fungos habitantes do solo na
cultura da soja sdo: mofo branco (Sclerotinia sclerotiorum), morte por fusarium
(Fusarium spp), podriddo cinzenta (Macrophomina phaseolina), podriddo parda da
haste (Phialophora gregata), rizoctoniose (Rhizoctonia solani) e tombamento e
murcha de sclerotium (Sclerotium rolfsii) (GODOY, 2016).

O mofo branco, apresenta mais de 400 espécies de plantas
hospedeiras. Toda parte aérea da planta pode ser afetada, porém, as infeccbes
iniciam-se frequentemente em pétalas caidas nas axilas das folhas e dos ramos
laterais. Os sintomas caracteristicos sdo a murcha seca das folhas e a podridao
aquosa da haste. Sobre a parte afetada pode-se desenvolver micélio branco e
estruturas de resisténcia denominadas esclerédios, que apresentam tamanho variavel
e podem ser formados tanto na superficie quanto no interior das hastes e das vagens
infectadas (ITO, 2013; HENNING, 2014).

A fase mais suscetivel da planta compreende do estadio de
florescimento pleno ao inicio da formacdo de vagens. A ocorréncia do fungo é
favorecida por temperaturas amenas e alta umidade relativa, de 10 a 21°C, condi¢des
em que os esclerodios germinam e desenvolvem apotécios na superficie do solo.
Estes produzem ascosporos que sao liberados no ar e sdo responsaveis por infectar

as plantas. A doenca é de dificil controle, pois o fungo ataca a planta tanto por via
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aérea, por meio dos ascésporos, quanto via solo, por meio da germinacdo de
escleradios (ITO, 2013; HENNING, 2014).

A morte por fusarium pode ser causada por diversas espécies de
fungos do género Fusarium, podendo ocorrer no estadio inicial da cultura e no estadio
reprodutivo. As plantas afetadas apresentam amarelecimento foliar e, com o
progresso da doenca, podem evoluir até a morte. Em condicdo de alta umidade,
forma-se micélio branco sobre a haste, onde séo formadas estruturas de resisténcia,
os clamidosporos. As condicdes ideais para o desenvolvimento do fungo sao alta
umidade, temperaturas entre 20 e 28°C e solos com pH abaixo de 6. Fusarium spp.
podem sobreviver em sementes e restos culturais. Visto isso, sdo recomendados a
utilizacdo de sementes sadias, o tratamento de sementes, incorporacdo de restos
culturais e a rotacao de culturas (ITO, 2013).

O fungo Macrophomina phaseolina é amplamente disseminado, tem
centenas de espécies de plantas como hospedeiras e produz estruturas de resisténcia
denominadas microesclerédios, que Ihe permite sobreviver sob condi¢cdes adversas.
A ocorréncia da podridao cinzenta é favorecida em condi¢fes de estresse hidrico e
temperaturas entre 28 e 35°C. Os sintomas caracteristicos sédo a podriddo da haste
acima do solo, das raizes e, com o avanco da doenca, sdo formadas estruturas de
reproducéo do fungo. Em caso de alta severidade, pode ocorrer desfolha prematura,
ma formacdo de vagens e até a morte da planta. O fungo pode sobreviver em
sementes, nos restos culturais e no solo (ITO, 2013). Cultivos em solos compactados
resultam em plantas com sistema radicular superficial e, consequentemente,
apresentam menor tolerdncia a seca, tornando-as mais fracas e, portanto, mais
suscetiveis ao patégeno (HENNING, 2014).

A podridao parda da haste (Phialophora gregata) se desenvolve mais
rapido em plantas mais velhas e € mais critica em cultivos intensivos. Ocorre em
regides de temperaturas amenas, de 16 a 18°C. As plantas sao infectadas via sistema
radicular, a partir de 30 dias ap0s a germinacdo, e o0s sintomas se manifestam no
estadio reprodutivo da planta, onde podem se observar folhas carijé e o escurecimento
da medula e do sistema vascular. Em casos severos, quando a planta morre antes
do enchimento de vagens, ha intensa queda destas e as folhas podem murchar
rapidamente. O fungo ndo é transmitido via semente, sobrevive no solo, bem como
em restos culturais (ITO, 2013; HENNING, 2014).
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A Rizoctoniose, causada pelo fungo Rhizoctonia solani, pode ocorrer
em qualquer estadio da cultura. O desenvolvimento da doenca é favorecido por
temperaturas amenas, periodos chuvosos e solos compactados. Plantulas infectadas
apresentam estrangulamento do colo da haste e consequentemente seu tombamento.
Se infectadas apds a fase de plantula, no florescimento ocorre a podriddo aquosa da
haste proximo ao nivel do solo, bem como as raizes adquirem coloracao castanho-
escura e o tecido cortical apresenta-se mole e se solta com facilidade, expondo o
lenho da planta. Na lavoura, ha a formacgéo de reboleiras. O patégeno sobrevive em
sementes, restos culturais, no solo em forma de esclerédios, em hospedeiros
alternativos e na rizosfera, porém sua disseminacao via semente € baixa (ITO, 2013;
HENNING, 2014).

O tombamento e a murcha de sclerotium, causadas pelo patégeno
Sclerotium rolfsii, podem ocorrer em qualquer estadio da cultura, porém, sdo mais
comuns na fase inicial e na fase reprodutiva. Na fase inicial, pode causar tombamento
da plantula, resultante de uma podriddo mole e aquosa, que geralmente inicia-se
abaixo do nivel do solo. Em plantas mais velhas, as folhas apresentam clorose e
necrose entre as nervuras, que murcham e caem. Em condi¢Bes de alta umidade, o
fungo se desenvolve no decorrer da haste, onde forma uma cobertura branca de
micélio, podendo produzir esclerddios. As condicdes ideais para ocorréncia da doenca
sdo temperaturas entre 25 e 35°C, solo com alta umidade, compactado e com pH
baixo. O fungo € comum em todas as regifes brasileiras e pode incidir em mais de
200 espécies vegetais, podendo sobreviver em restos culturais, em sementes e no
solo por muitos anos na forma de esclerédios (ITO, 2013; HENNING, 2014).

2.2.2. NEMATOIDES

Dentre os patdgenos de solo que limitam a produtividade da cultura
da soja, destacam-se os nematoides, que causam danos diretos as plantas, reduzindo
0 crescimento e tornando-as improdutivas ou indiretamente ocasionando a entrada de
patdgenos oportunistas (PINHEIRO, 2013). A expansado da soja para novas fronteiras
agricolas, a intensificacdo da monocultura e a adocdo de praticas inadequadas de
manejo tém aumentado os problemas causados por nematoides na cultura (JUHASZ,
2013).
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Heterodera glycines caracteriza-se pela formacao de cistos, que é o
corpo da fémea adulta morta contendo ovos em seu interior. Estes sdo altamente
resistentes a condi¢des adversas e contém em média 500 ovos. Plantas parasitadas
apresentam clorose, hanismo, poucas vagens no periodo reprodutivo e, em lavouras
com altas populacdes do nematoide, pode ocorrer a morte prematura das plantas. Na
regido central do Brasil, em condi¢cdes de altas populacbes, a espécie pode causar
perdas de até 100%. As perdas séo significativas mesmo em lavouras sem sintomas
aparentes, como acontece nos estados do Parana, Rio Grande do Sul e Sdo Paulo
(DIAS et al., 2009; HENNING et al., 2014).

O nematoide R. reniformis predomina em solos siltosos e argilosos e
apresenta tolerancia ao estresse hidrico, por meio de um mecanismo de anidrobiose
gue permite que este suporte a dessecacado. As lavouras parasitadas pelo nematoide
apresentam-se desuniformes, com extensas areas de plantas subdesenvolvidas, sem
formacdo de reboleiras tipicas, e o sistema radicular da planta é reduzido. Apés
parasitar o sistema radicular e atingir o parénquima, o nematoide torna-se sedentario,
adquirindo o formato de um “rim”, razdo pelo qual a espécie € conhecida como
reniforme (FERRAZ; MONTEIRO, 2011; SUASSUNA et al., 2006)

2.2.2.1 NEMATOIDES DAS GALHAS

Os nematoides formadores de galhas radiculares pertencem ao
género Meloidogyne e constituem o grupo de maior importancia para a agricultura. A
ampla distribuicdo destes parasitas junto ao grande numero de hospedeiros e a
interacd0 com outros organismos patogénicos faz das espécies deste género
importantes limitadoras da producao agricola mundial (ORIGINAL, 2014).

A denominagao popular deste género vem da formagao de “galhas”
no sistema radicular da planta parasitada (Figura 3), que correspondem a células
gigantes com funcdo de nutrir o parasita. J& foram relatadas cerca de 90 espécies
pertencentes a este género (PERRY; MOENS e STARR, 2009), dentre as quais M.
incognita e M. javanica apresentam maior importancia econémica para a cultura da
soja (SILVA et al., 2016).

Os prejuizos causados pelos nematoides das galhas sao diversos,
podendo variar com o nivel de resisténcia das plantas, com a densidade populacional

e com o0 manejo realizado na area cultivada (DIAS et al., 2010). Nas areas infestadas
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com estes parasitas, sdo observadas manchas em reboleiras nas lavouras, onde as
plantas apresentam-se pequenas e cloréticas. As vezes pode n&o ocorrer reducdo no
tamanho, mas no florescimento nota-se intenso abortamento de vagens e
senescéncia prematura das plantas atacadas. Nas raizes, sdo observadas galhas em
nameros e tamanhos variados, dependendo da suscetibilidade da cultivar e da

densidade populacional do nematoide (BRIDA et al., 2016).

Figura 3. Galhas formadas no sistema radicular de planta de soja parasitada por
Meloidogyne spp.

Fonte: Dall’Agnol e Dias (2019).

Os nematoides das galhas penetram nas raizes das plantas e migram
dentro do complexo intercelular para o cértex na regido de diferenciacdo celular,
estabelecendo uma relacéo intima com as plantas hospedeiras, por meio de um
processo altamente especializado. As plantas suscetiveis reagem a alimentacao dos
juvenis e sofrem mudancas morfolégicas e fisiolégicas pronunciadas (KARSSEN;
MOENS, 2006).

O ciclo de vida de Meloidogyne spp. inicia-se pela fase de ovo,
passando por mais quatro estadios juvenis até atingir a fase adulta, que ocorre entre
trés e quatro semanas no verao e, no inverno, pode ser prolongado até sete semanas.
As fémeas geralmente encontram-se parcial ou completamente no interior das raizes,

onde podem produzir centenas de ovos (PINHEIRO et al., 2013).
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Os ovos sao postos pelas fémeas junto & massa gelatinosa composta
de matriz glicoproteica, cuja funcéo é proteger e manter os ovos unidos. Dentro do
ovo, forma-se o juvenil de primeiro estadio (J1), que progride para juvenil de segundo
estadio (J2) e eclode, em condi¢des 6timas (Figura 4), como temperatura e umidade
adequadas e presenca de raizes em desenvolvimento (PINHEIRO et al., 2013).

Uma vez no solo, os J2 séo atraidos até as raizes pelos exsudados
liberados por estas, onde comegam a se alimentar assim que as parasitam. Sao
quimioatraidos até o local onde ser& o inicio do sitio de alimentagcédo perene, sendo
esse sitio localizado nas células do protoxilema ou protofloema. Estas células sofrem
um processo de diferenciacdo e passam a ser chamadas de células gigantes; e o
nematoide passa a ser sedentario, assumindo formato de salsicha. Em condi¢des
ambientais favoraveis, os J2 continuam seu desenvolvimento para os estadios
subsequentes, J3 e J4 (Figura 4), quando passam a nao possuir estilete funcional e
tém sua alimentacdo suspensa até a forma adulta. No final do estadio J4, ocorre a
diferenciacdo entre machos e fémeas e, atingindo a forma adulta, o ciclo recomeca
(PERRY; MOENS e STARR, 2009).

A erradicacdo desses nematoides € extremamente dificil devido a
suas caracteristicas ecoldgicas. Em uma catalogacédo, Castro et al. (2011) detectaram
78 populacdes de Meloidogyne spp. em nove estados brasileiros produtores de soja.
Meloidogyne javanica foi detectado em 64,1% e M. incognita, em 23,1% das areas
catalogadas. Dentre os sintomas apresentados pela planta apés a infeccdo de M.
javanica, dois sdo mais evidentes e costumam ocorrer associados: galhas radiculares
de formatos variaveis, no geral bem visiveis, e escassez de raizes secundarias. Essa
combinagao resulta em sistemas radiculares rasos, pobres e deformados. Outros
orgados subterraneos, como os tubérculos (cenoura, beterraba, batata doce etc.)
podem exibir galhas, resultando em grandes perdas na producédo e despadronizacao
do produto (ARAUJO; BRAGANTE, 2012).



Figura 4. Ciclo de vida de Meloidogyne spp.
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Fonte: CASTAGNONE-SERENO et al., (2013)

Os nematoides das galhas sédo de dificil controle, o que torna
importante a integracdo de varios métodos para que seu manejo seja efetivo. Os
métodos utilizados sdo a rotacdo ou sucessdo de culturas com espécies nao
hospedeiras, a utilizagéo de cultivares resistentes ou tolerantes e os controles quimico
e biolégico (PINHEIRO et al., 2014).

2.2.2.2 NEMATOIDES DAS LESOES RADICULARES

Os nematoides das lesdes radiculares recebem esta denominacéo
pelo fato de causarem lesdes nas raizes das plantas hospedeiras. Em relacéo a danos
econdmicos, ocupam o segundo lugar no Brasil, superados apenas pelos nematoides
das galhas. Cerca de 70 espécies do género ja foram descritas, porém, apenas
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Pratylenchus brachyurus (Figura 5) apresenta relevancia para a cultura da soja, sendo
muito disseminado em quase todas as regides produtoras (CASTILLO et al., 2012).

O nematoide € um endoparasita migrador que causa danos
mecanicos no sistema radicular das plantas nho momento da sua alimentacdo e
movimentacao no interior dos tecidos. Causa danos por meio da acdo téxica de
substéancias que liberam no cértex radicular, bem como acéo espoliadora, pela retirada
do conteudo citoplasmatico, modificando e destruindo os tecidos, comprometendo a
absorcdo de agua e nutrientes pelas plantas (GOULART, 2008). Além dos danos
diretos, podem causar danos indiretos, facilitando a entrada e colonizacéo das raizes
por fitopatdgenos oportunistas, tais como fungos e bactérias (FAVORETO et al.,
2019).

Figura 5 — Fémea de Pratylenchus brachyurus.
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Fonte: ALVES (2020)

Plantas parasitadas apresentam sistema radicular reduzido, pouco
volumoso e escurecido, bem como a parte aérea pouco se desenvolve e as folhas
apresentam-se murchas e cloréticas (HENNING et al., 2014; FAVORETO et al., 2019).
Em areas com alta populacdo do nematoide, ha formacédo de reboleiras, onde as
plantas apresentam nanismo, mas, em alguns casos, permanecem verdes (DIAS et

al., 2010). Os maiores danos ocorrem em regides de solos com elevados teores de
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areia, principalmente se a lavoura de soja for antecedida por pastagem (HENNING et
al., 2014). Além de soja, P. brachyurus também pode parasitar outras espécies
vegetais de importancia econémica, tais como milho, cana de acuUcar, algodao e
amendoim (HENNING et al., 2014).

O ciclo de vida do nematoide compreende a fase de ovo, juvenil (4
estadios, de J1 a J4) e adulto. Todos os estadios moveis sao infectantes, podendo
invadir e abandonar o sistema radicular. As fémeas depositam de 70 a 120 ovos no
interior das raizes parasitadas, mas também podem fazer a ovoposi¢édo diretamente
no solo, o que é menos comum. Posteriormente o juvenil de segundo estadio eclode
do ovo e migra a procura de raizes para invadi-las e iniciar o parasitismo. O ciclo dura
de trés a seis semanas sob condi¢cdes favoraveis, porém pode ser afetado pela
espécie de planta hospedeira e temperatura, sendo esta ideal de 29-30°C (FERRAZ
e BROWN, 2016).

Ainda ndo ha nenhuma cultivar resistente ao nematoide, bem como
as chances de se encontrar fontes de resisténcia ndo sao muito animadoras, tendo
em vista que a relacao de P. brachyurus com a soja € pouco complexa, nao havendo
a formacdo de célula especializada para alimentacdo, como ocorre para 0S

nematoides de cisto e de galhas (DIAS et al., 2010).

2.3 FORMAS DE CONTROLE DE DOENCAS DO SOLO

A capacidade dos solos agricolas em suprimir doencas esta
relacionada as suas condic¢des fisicas, quimicas e bioldgicas, portando, 0 seu manejo
adequado é de fundamental importancia para o ndo estabelecimento de doencas, ou
baixa agressividade nas plantas caso ocorram (BELLE e FONTANA, 2018). As
recomendacdes de manejo prescritas para aumentar a supressividade do solo se
baseiam no aumento de matéria organica no solo, rotacdo de culturas, reducéo de
mecanizacdo, para que o ambiente favoreca o equilibrio da microbiota e,
consequentemente, haja competicdo entre microrganismos benéficos e
fitopatogénicos (STIRLING, 2013).

Os patogenos de solo sdo de dificil controle devido suas
caracteristicas ecologicas, sendo de grande importancia a do¢cdo de mais de um

método de controle, realizando-se 0 manejo integrado de doencas. Este consiste na
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integracao de praticas de cultivo, tais como rotacao de culturas, utilizacdo de cultivares
resistentes, controle fisico, controle quimico, controle cultural e controle biolégico, as
quais, juntas, auxiliam na mortalidade de microrganismos patogénicos, interferindo
minimamente no ecossistema natural e reduzindo as chances de patdégenos se
adaptarem a alguma pratica defensiva especifica (BELLE e FONTANA, 2018).

A rotacao de culturas tem como principal objetivo reduzir o contato do
patégeno com o hospedeiro suscetivel, evitando a infeccao e, consequentemente, a
ocorréncia da doenca. Neste método, os restos culturais sdo mineralizados por
microrganismos, de modo que o indculo é eliminado ou mantido abaixo da taxa
necessaria para infeccdo. Por meio desta tatica, pode-se controlar patégenos que
sobrevivem em restos culturais que ndo possuem estruturas de resisténcia (BELLE e
FONTANA, 2018).

A rotacdo de culturas contribui para o controle de doencas por meio
da eliminacdo de hospedeiros alternativos e de indculo para a cultura subsequente.
Contudo, devido a versatilidade dos patdgenos, esse controle ndo é possivel em todas
as rotacles e, deste modo, esta tatica € mais eficiente na alteracao qualitativa da
microbiota do solo, propiciando o aumento de microrganismos antagénicos (BERNI et
al., 2002).

A utilizacdo de cultivares resistentes € um dos primeiros fatores a ser
considerado no planejamento de implantagcdo de uma lavoura, sendo importante a
escolha de uma cultivar de amplo espectro de resisténcia (BOSH e GILLIGAN, 2003).
Ha dois tipos de resisténcia de plantas geralmente reconhecidas: Resisténcia
qualitativa, que € condicionada por apenas um gene, enquanto a quantitativa é
condicionada por multiplos genes de efeito parcial (POLAND et al., 2009). Assim, a
inclusdo de cultivares resistentes em programas de estratégias de controle de
doencas é muito importante, pois ajuda na diminui¢cdo do inéculo das populacdes de
patdgenos, com o intuito de aumentar a eficiéncia de controle das doencas, além de
reduzir a capacidade de adaptacéo do patdogeno para superar a resisténcia da planta
(BELLE e FONTANA, 2018).

O principio do controle fisico € a eliminagdo de microrganismos
fitopatogénicos do solo antes do plantio, geralmente por meios drasticos. Porém,
devido a natureza radical desse tipo de controle, também s&o eliminados do solo
organismos néo-alvos. O controle fisico pode ser realizado por meio de vapor,

solarizacdo do solo e de biofumigagdo, porém, o método mais utilizado € a
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solarizacdo, apesar da dificuldade de ser realizado em grandes areas devido aos
entraves econdmicos. A solarizac&o consiste na cobertura do solo umido com plastico
transparente em periodos com alta radiacédo solar (GAMLIEL e KATAN, 2012).

O controle quimico consiste na utilizagdo de produtos quimicos, seja
via tratamento de sementes ou sulco de plantio. Esse controle € amplamente utilizado
na agricultura, mas, tratando-se de doencas radiculares, o controle quimico € um
grande desfio devido as caracteristicas dos patégenos e do ambiente do solo. Saber
0 momento adequado para realizacéo das aplicacdes é de fundamental importancia,
visto que aplicacdes desenfreadas podem fazer com que o patdégeno adquira
resisténcia ao ingrediente ativo utilizado, além de aumentar os custos de producao.
Assim, existem critérios existentes para tomada de decisdo quanto a aplicacdo de
fitossanitarios, como diagnose adequada do patégeno, estadio fenoldgico da cultura,
condicBes climaticas, andlise de custo-beneficio e se tem outras formas de controle
disponiveis (CAROLINA, LEITE e LOPES, 2018).

Um dos pontos criticos em relacdo ao controle quimico de doencas
radiculares é a limitacdo quanto a eficiéncia dos produtos para tal finalidade, visto que
os produtos funcionam bem quando aplicados de maneira preventiva. Apos a infeccéo
do patégeno, as plantas geralmente expressam sintomas criticos rapidamente. A
grande dificuldade de controlar essas doencas com produtos fitossanitarios deve-se
também as caracteristicas etiolégicas dos patdgenos, sejam fungos, bactérias ou
nematoides, pois muitas espécies apresentam estruturas de resisténcia, o que dificulta
a acao de produtos.

O controle cultural de doencas consiste em medidas adotadas pré-
plantio e durante o desenvolvimento da cultura, visando a prevencdo ou a
interceptacdo da epidemia. Esse método tem como principal objetivo evitar o contato
do in6éculo vidvel com o hospedeiro suscetivel, de modo a diminuir a taxa de infeccdo
e 0 progresso da doenca. Ha muitas praticas que podem ser adotadas para controle
cultural, mas as principais séo: rotacdo de culturas, manejo do solo e dos restos
culturais, populacdo adequada de plantas, irrigacdo, adubacao verde, compostagem,
fertilizac@o do solo, época de plantio e profundidade de semeadura. Além disso, é de
grande importancia manter o equilibrio nutricional das plantas, para que estas tolerem
a infeccdo (BELLE e FONTANA, 2018).
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2.3.1 CONTROLE BioLOGICO DE DOENCAS DO SOLO

O controle bioldgico consiste na regulacéo populacional de plantas ou
animais por inimigos naturais, que sdo os agentes biéticos de mortalidade (PARRA et
al., 2002). E uma tatica que envolve plantas, espécies fitéfagas, parasitoides,
predadores e entomopatdgenos, bem como suas interacdes, promovendo o equilibrio
entre 0s organismos que compdem o0s ecossistemas. Este controle pode ocorrer
naturalmente, por meio do equilibrio biolégico natural, ou de forma induzida
(BRAGANTE e BRAGANTE, 2012).

O desequilibrio biolégico do solo estimula a ocorréncia de doencas
nas plantas, causadas por patégenos que nele habitam. Deste modo, solos com alta
diversidade microbiana apresentam maior capacidade de suprimir microrganismos
fitopatogénicos e, consequentemente, as doencas (BETTIOL e GHINI, 2005).
Microrganismos que se adaptam no mesmo habitat e interferem nos processos vitais
de fitopatégenos sdo denominados agentes antagonistas (MORANDI et al., 2014).
Assim, a utilizacdo de antagonistas adaptados ao habitat do patégeno € muito
importante num programa de controle biologico (MARIANO et al., 2005).

O controle biologico de doencas radiculares € bem sucedido, pois a
rizosfera € um ambiente mais manipulavel que a filosfera (ANDREWS, 1992). Os
patdogenos de solo sdo controlados pelos agentes de biocontrole, que atuam na
destruicdo de propagulo, prevencédo de formacgdo ou destruicdo do indculo, reducdo
da viruléncia do patdgeno ou por meio da promoc¢éo do desenvolvimento da planta
(MARIANO et al., 2005). Deste modo, para utilizagdo de microrganismos como
biocontroladores é essencial a obtencdo de conhecimentos sobre seu potencial
antagonico e quais 0s mecanismos de acdo utilizados por estes contra 0s
fitopatbgenos. Os mecanismos de acao sdo caracterizados pela forma com que os
microrganismos biocontroladores expressam sua OpoOSiCd0 aos patdgenos, que
podem ser a antibiose, 0 parasitismo, a competicdo, a indugdo de resisténcia e a
predacdo (LOPES e MICHEREFF, 2018).

A antibiose € uma interagcdo entre microrganismos em que O
microrganismo antagonista secreta metabdlitos antimicrobianos, também conhecidos
como antibiéticos, que inibem ou impedem o desenvolvimento do outro organismo
(BEDENDO et al., 2011). Muitas espécies de fungos do género Trichoderma atuam

por este mecanismo, secretando compostos quimicos ou enzimas especificas com
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acao contra fitopatdgenos (MORANDI et al., 2014). Ja foram relatados mais de 200
metabdlitos potencialmente antimicrobianos produzidos por diversas espécies de
deste género. Muitas espécies de bactérias do género Bacillus sdo amplamente
estudadas quanto a producdo de substancias antimicrobianas, tais como 0s
lipopeptideos surfactina, iturina e fengicina, que atuam contra fitopatogenos (LOPES
e MICHEREFF, 2018).

A competicdo é uma estratégia de sobrevivéncia, em que dois
microrganismos que possuem comportamento de desenvolvimento similares se
utilizam de competicéo para inibir o desenvolvimento do outro. Os recursos ecoldgicos
envolvidos nessa competi¢cao sdo: nicho-ecoldgico, luminosidade, agua, temperatura,
umidade, ions importantes, oxigénio e nutrientes (LOPES e MICHEREFF, 2018).

O parasitismo é uma relagéo nutricional em que o organismo parasita
se alimenta de outro organismo (LAYTON et al., 2014). Geralmente, o parasita se fixa
ou se enrola ao redor do hospedeiro e secreta metabdlitos secundarios e/ou enzimas
liticas sobre ele (MUKHERJEE et al., 2012). Durante esta interacdo o parasita pode
se nutrir a partir de estruturas reprodutivas e vegetativas do hospedeiro (MORANDI et
al., 2014).

A inducdo de resisténcia caracteriza-se pela acdo de microrganismos
gue induzem as plantas a desencadearem respostas de defesa contra os patdégenos
(LAYTON et al., 2014). ApGs a inducao de resisténcia, dentre os varios mecanismos
expressos pelas plantas, destacam-se as proteinas relacionadas a patogénese, as
barreiras histoldgicas e a producéo de lignina (LOPES e MICHEREFF, 2018).

A predacdo € uma interacdo ecologica em gue 0 microrganismo
predador se limenta outro organismo. Nematoides fitoparasitas e fungos nematéfogos
sdo os microrganismos predadores mais estudados, por apresentarem grande
potencial no controle bioldgico, reduzindo popula¢gdes de nematoide em condicfes de
casa de vegetacio e campo (BRAGA e ARAUJO, 2014). Os fungos nematdfogos séo
potenciais agentes de biocontrole de diversos nematoides e sdo encontrados em
ambientes diversos (ARAUJO et al.,, 2013). Os fungos predadores desenvolvem
estruturas especializadas, denominadas armadilhas, que ficam dispostas ao longo de
suas hifas e tém como finalidade capturar nematoides.

A introduc&o de microrganismos adaptados ao habitat do patégeno é
de grande importancia para o sucesso do controle bioldgico. Assim, diversos

microrganismos sao isolados, selecionados e utilizados para biocontrole de doencas
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de plantas. Trichoderma spp. e Bacillus spp. sdo 0os microrganismos mais explorados
para controle de fitopatégenos, pois apresentam grande potencial biotecnolégico e
industrial (MACHADO et al., 2012).

O género Trichoderma compreende fungos de vida livre, mais comuns
em regides de clima temperado e tropical, apresentam habito saprofitico e/ou
endofitico, s&o comumente encontrados em solos organicos e os diferentes isolados
podem apresentar coloragcdo amarela, branca e verde. O fungo é filametoso,
apresenta rapido crescimento, com hifas que d@o origem a conidi6foros muito
ramificados, gerando varios conidios (MACHADO et al., 2012; MUNIR et al., 2013).

As espécies de Trichoderma que apresentam potencial de biocontrole
de fitopatégenos sdo T. harzianum, T. atroviride, T. virens e T. asperellum. Como
biocontroladores de doengas, muitos mecansimos de agédo sdo utilizados por estes
fungos, tais como competicdo, parasitismo, antibiose e inducdo de resisténcia
(MACHADO et al., 2012). Este fungo é base da maioria dos biofungicidas existentes
no mercado, de modo que, dos 44 produtos registrados, 20 deles sdo a base de
trichoderma, 16 a base de Bacillus spp., 6 a base da combinacédo entre Bacillus spp.
e Trichoderma spp., 1 a base de Beauveria sp. e 1 a base de Clonostachys sp. (figura
6).

Figura 6 - Microrganismos base de biofungicidas comerciais, com destaque a Bacillus

spp. e Trichoderma spp..
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Ja foram relatados mais de 200 organismos inimigos naturais de
nematoides, como fungos, bactérias, nematoides predadores, tardigrados,
colémbolas e acaros (KERRY, 2000). Dentre estes, os empregados na agricultura de
forma induzida sdo fungos e bactérias, os quais sdo base dos bionematicidas
comerciais (Figura 7) (VAZ, 2011).

Algumas caracteristicas sdo essenciais na escolha desses
microrganismos como agentes de controle de nematoides, tais como nao ser
patogénico a plantas, seres humanos e outros animais; capacidade de reduzir
populacdes de nematoides; sobreviver no solo em condicfes adversas, até sem a
presenca do hospedeiro; alta capacidade de disseminacdo no solo; facilidade de
reproducédo; compatibilidade com fertilizantes, defensivos e outras préticas culturais e
permanecer viavel ao longo do tempo de armazenamento do bioproduto (FERRAZ et
al., 2010).

Entre os organismos utilizados em programas de manejo, destacam-
se as rizobactérias. Estas podem atuar sobre as populacdes de nematoides de varias
formas, como por competicdo por espaco ou nutrientes; producdo de compostos,
como antibidticos, enzimas e toxinas; inducéo de resisténcia sistémica nas plantas;
dificultar o reconhecimento dos tecidos das plantas pelos nematoides e promocao do
crescimento das plantas, tornando-as mais tolerantes ao ataque destes patégenos
(ALVES et al., 2011).

Dentre as rizobactérias benéficas para o desenvolvimento das
plantas, destacam-se as do género Bacillus (FERNANDES et al., 2014). O género é
descrito como um dos principais grupos microbianos com a capacidade de agir no
controle de doengas (FERREIRA, 2015).

2.5 BACILLUS SPP.

O género Bacillus foi estabelecido por Cohn em 1872 e apresenta
mais de 200 espécies e subespécies ja identificadas (LOGAN e DE VOS, 2009). As
espécies deste género predominam no solo e na rizosfera, onde representam
aproximadamente 95% das bactérias gram-positivas (DE SILVA et al., 2017). Este
género pertence a familia Bacillaceae, descrita na literatura cientifica como uma das

familias com maior atividade bioquimica (LAYTON et al., 2014).



35

As bactérias do género Bacillus apresentam formato de bastonete,
sdo gram-positivas, produzem endosporo e podem ser aerObias ou anaerébias
facultativas. Cada bactéria produz apenas um enddsporo, que € resistente a
condicbes adversas, permitindo que estas se desenvolvam em muitos habitats,
incluindo os extremos, como areia do deserto, nascentes de agua quente e solos do
Artico (CAWOY et al, 2011).

As espécies de bactérias do género Bacillus se destacam por
apresentarem uma multiplicidade de mecanismos antagbnicos a fitopatdbgenos que
incidem nas culturas agricolas (ARAUJO e MARCHESI, 2009). Os mecanismos
envolvem a antibiose, a competicdo por espaco ou nutrientes, a interacao direta com
0 patégeno e a inducéo de resisténcia da planta (LAYTON et al., 2014). Porém, dentre
estes mecanismos, antibiose € o mais conhecido e mais estudado (CAWQY et al,
2011).

Remuska e Maristela (2007) avaliaram o efeito dos agentes
antagonistas B. thuringiensis e Trichoderma sp. no crescimento micelial dos fungos
fitopatogénicos: Sclerotium rolfsii, Diaporthe phaseolorum, Pythium aphanidermatum.,
Monilinia fructicola, Sclerotinia sclerotiorum, Rhizoctonia solani, Fusarium solani e
Bipolaris sorokiniana. Bacillus thuringiensis mostrou-se eficiente no controle de M.
fructicola, S. sclerotiorum, F. solani e S. rolfsii, impedindo que o fungo S. sclerotiorum
formasse esclerddios, bem como mostrou-se mais eficiente que Trichoderma sp. no
controle dos fitopatégenos D. phaseolorum, P. aphanidermatum, M. fructicola, S.
sclerotiorum, R. solani e F. solani.

Massawe et al. (2018) testaram metabdlitos secundarios produzidos
por cinco isolados de Bacillus spp. isolados de sementes de milho, no controle in vitro
de Sclerotinia sclerotiorum, e observaram que trés dos isolados controlaram o fungo
em 33,3; 25,6 e 19,2%. Os volateis produzidos pelos trés isolados foram testados no
controle in vitro de S. sclerotiorum e apresentaram controle de 86,6; 78,1 e 75,4%.

Jain et al. (2017) testaram um isolado de Bacillus sp. advindo da
rizosfera de soja no controle in vitro de Rhizoctonia solani e Fusarium oxysporum. No
ensaio de antagonismo direto, o isolado controlou os fungos R. solani em 45% e F.
oxysporum em 63%. No ensaio com os filtrados da cultura, houve controle de 91,73%
para F. oxysporum e 88,32% para R. solani. Plantas de soja inoculadas com os fungos

e o isolado bacteriano apresentaram maior atividade enzimatica, relacionada a
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resposta de defesa da planta, quando comparado com plantas inoculadas somente
com os patégenos.

Varias espécies do género Bacillus apresentam potencial de controle
de nematoides, com acao direta, por meio da producédo de metabdlitos secundarios
com acao nematicida (MENDOSA, KIEWNICK e SIKORA, 2008), ou indireta, por meio
da inducdo dos mecanismos de defesa das plantas. Dentre os metabdlitos
secundérios produzidos por Bacillus spp., as enzimas liticas sdo 0os mais estudados
para o controle de nematoides, como as quitinases, proteases e glucanases (MARIN-
BRUZOS e GRAYSTON, 2019). Além das enzimas liticas, outras moléculas ja foram
relatadas com acdo nematicida, como algumas proteinas Cry produzidas por B.
thuringiensis: Cry5, Cry6, Cry12, Cry13, Cryl4, Cry21 e Cry55 (MARIN-BRUZOS e
RAYSTON, 2019).

Tratando-se de ac¢do indireta, tanto Bacillus spp. quanto outras
rizobactérias produzem metabolitos secundarios que séo reconhecidos pelas plantas.
Apés o reconhecimento, as plantas ativam genes relacionados a defesa, e outros
compostos que as ajudam a superar o ataque do patdgeno, sendo esta resisténcia
denominada resisténcia sistémica adquirida (SAR) (BENEDUZI et al., 2012).
Compostos indutores de resisténcia ja foram identificados, tais como:
lipopolissacarideos, sider6foros (VAN LOON et al.,, 1998), N-acil-homoserina,
lactonas, antibioticos e exopolissacarideos (VLEESSCHAUWER e HOFTE, 2009).

Existem 43 nematicidas microbiologicos registrados a base de
bactérias e fungos. Dentre os produtos, 26 sdo a base de Bacillus spp., 4 a base de
Bacillus spp. em combinacdo com Purpureocillium lilacinum, 6 a base de
Purpuriocillium lilacinum, 2 a base de Pasteuria nishizawae, 4 & base de Pochonia
chlamydosporia e 1 a base de Trichoderma harzianum (figura 7).

O numero de registros de bionematicidas no Brasil cresce
significativamente a cada ano, de modo que, de 2019 a 2021, o crescimento foi de
100% . Estudos em busca de novas cepas com potencial nematicida sdo constantes,
assim como a busca por entender melhor os mecanismos utilizados por estes

microrganismos no controle de nematoides (AGRIFIT, 2021).
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Figura 7 - Microrganismos-base dos bionematicidas comerciais registrados, destaque
para espécies do género Bacillus.
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Wei et al. (2014) testaram uma estirpe de B. subtilis da planta
medicinal chinesa “Trichosanthes kirilowii” no controle de M. incognita em plantas de
tomate, em condicdes de casa de vegetacdo. Apos 56 dias da inoculacéo da bactéria,
o numero de galhas associado a infec¢éo por M. incognita nas raizes dos tomateiros
foi significativamente reduzido. Metabdlitos produzidos pelo isolado bacteriano foram
testados in vitro no controle da mesma espécie de nematoide, causando a mortalidade
de juvenis e reducéo significativa da ecloséo de J2.

Zhou et al. (2016) testaram 19 cepas de rizobactérias no controle in
vitro de M. incognita, trés delas do género Bacillus (B. amyloliquefaciens, B.
methylotrophicus e B. subtilis). Todas causaram a morte de 65% de juvenis do
nematoides 24 horas apos a inoculacdo. Sete cepas que apresentaram os melhores
resultados in vitro, incluindo as trés cepas de Bacillus spp., foram testadas em casa
de vegetacdo em plantas de tomate, quando trés destas apresentaram resultados
satisfatorios, reduzindo a populagédo de M. incognita em mais de 58%.

Chinheya, Yobo e Laing (2017) testaram isolados de Bacillus spp.

inoculados via tratamento de sementes no controle de M. javanica na cultura da soja.
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O tratamento com o isolado bacteriano BC29 resultou em maior reducdo de galhas
(83,71%) e maior reducdo de massas de ovos (86,48%).

El-Nagdi, El-Khair e Dawood (2018) testaram um isolado de B. subtilis
e um isolado de B. pumilus em aplicacdo pos-emergéncia na cultura da ervilha, para
controle de M. incognita. B. subtilis e B. pumilus, respectivamente, reduziram os J2 do
solo (50-80%) e das raizes (57-78%), as fémeas (55-74%), o numero de galhas (65-
74%) e massas de ovos (57-70%), assim como ambos, em combinacdo, também
reduziram significativamente os parametros citados.

Zhou et al. (2019) extrairam isolados de bactérias da rizosfera de
plantas de pepino e tomate. Dois destes isolados, um identificado como Pseudomonas
spp. e outro como Bacillus spp., foram inoculados nas raizes de plantas de tomate,
que, posteriormente, foram inoculadas com M. incognita. As plantas inoculadas com
os isolados da bactéria apresentaram menor formacéo de galhas nas raizes e reducao

do nimero de ovos (60%) em relacdo a testemunha.
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3 ARTIGO

3.1 MATERIAL E METODOS

3.4.1 ORIGEM DA CEPA CMLLO6

A cepa bacteriana CMLLO6 pertence a colecao de microrganismos do
Laboratério de Ecofisiologia e Biotecnologia Agricola (LEBA) e do Laboratorio de
Biotecnologia Microbiana (LABIM), na Universidade Estadual de Londrina (UEL). Esta
foi isolada de solo rizosférico coletado na fazenda escola da UEL e selecionada para
este estudo com base nos resultados de um screening realizado para atividade

antifangica e swarming com varios isolados bacterianos.

3.4.2 IDENTIFICACAO MOLECULAR

A cepa bacteriana foi cultivada por 24 horas em placa de petri
contendo meio de cultura Lurian Bertani agar (LBA: triptona 10 g L; extrato de
levedura 5,0 g L'%; cloreto de sédio 5,0 g L't e &gar bacteriol6gico 15 g L™). A biomassa
de algumas col6nias puras foram utilizadas para extracdo do DNA gendmico utilizando
o kit de extragdo PureLink™ Microbiome DNA Purification kit (Invitrogen,
ThermoFisher Scientific, Watham, Massaschussetts, USA). A integridade do DNA foi
verificada por meio de gel de agarose a 1% e o DNA quantificado por
espectofotometria em NanoDrop 2000/2000c (ThermoFisher Scientific, Wilmington,
Delaware, USA).

A reacdo de sequenciamento foi realizada em volume de 10 uL
contendo 2,33 pL de tampao (5x), 10 uM de forward primer, 1,0 yL de bigdye (BigDye®
terminator cycle sequencing ready reaction kit; Perkin-Elmer Applied Biosystems,
Califérnia-USA), 1 pL do produto de amplificacéo purificado e dgua ultrapura até 10
ML. A reacado foi repetida e realizada separadamente para o primer reverso. As
condicbes usadas para a reacdo de sequenciamento seguiram o0 padrdo de
amplificacdo recomendado pela fabricante do sequenciador, Applied Biosystem. A
precipitacdo dos produtos amplificados ocorreu pela adigao de 2,5 yL de EDTA (125
mM) e 30 uL de etanol a 100%. Em seguida, as amostras foram incubadas por 15 min
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em temperatura ambiente, precipitadas por centrifugacéo a 3000 xg por 30 min (4°C),
lavadas com 30 pL de etanol (70%) e secas a 95°C por 30 seg. Para o
sequenciamento, as amostras foram ressuspendidas em 10 yL de formamida Hi-Di,
desnaturadas a 95°C por trés minutos, imediatamente incubadas em gelo e
submetidas a eletroforese capilar no sistema automatizado 3500 xL (Applied
Biosystems, Califérnia-USA).

A gqualidade das leituras, bem como os parametros de corte, foram
observados e escolhidos usando FastQC (ANDREWS 2010). Com o programa
Trimmomatic (BOLGER, LOHSE e USADEL, 2014), as leituras cruas foram filtradas
com base nos parametros definidos pelo FastQC. Novas andlises de qualidade das
leituras foram realizadas apos as filtragens para checar se os parametros escolhidos
foram adequados.

Uma série de montagens de novo foram realizadas com softwares
diferentes (SPAdes e IDBA hybrid) (PENG et al., 2010) testando parametros de
montagem diferentes e, depois, comparadas entre si com o programa QUAST
(GUREVICH et al., 2013). As principais métricas, como tamanho total de alinhamento,
namero de contigs, maior contig, valores N50 e nimeros de genes, de acordo com o
genoma de referéncia fornecido no QUAST, foram usadas para escolher o melhor
assembly. Usando o webserver Contiguator, contigs da melhor montagem foram
alinhados com um genoma de referéncia para geracéo dos scaffolds. Leituras brutas
do sequenciamento foram mapeadas contra os scaffolds gerados no Medusa para
solucédo de gaps, utilizando a GUI do programa CLC Genomics workbench 12 e o
programa Bowtie2 (LANGMEAD e SALZBERG, 2012).

Scaffolds gerados com contagem baixa de leituras para suportar a sequéncia
foram descartados. As lacunas no scaffold foram tratadas por curadoria manual com
mapeamento de leitura usando Bowtie2 e preenchimento de lacunas usando CLC
Genomics Workbench 12 GUI. O inicio do genoma foi determinado por comparacao

com uma cepa de referéncia, assumindo o gene dnaA como o primeiro gene.

3.4.3 PREDICAO DE METABOLITOS SECUNDARIOS

A identificagdo dos possiveis Biosynthetic gene clusters (BGCs) foi
realizada por meio do Web server antiSMASH 4.0 (WEBER et al., 2015), que combina
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diferentes bancos de dados genéticos, moléculas antimicrobianas e BGCs para prever

a posicao e possivel funcéo dos clusters (BLIN et al., 2019).

3.4.4 ENSAIO DE ANTAGONISMO DIRETO POR CULTURA DuPLA

Os fungos Rhizoctonia solani, Sclerotinia sclerotiorum e
Macrophomina phaseolina foram cedidos pela empresa Brasmax®. Para o preparo do
indculo, estes foram repicados em placas de petri contendo meio de cultura batata
dextrose agar (BDA) e incubados em B.O.D a 25°C por um periodo de dois a cinco
dias, de acordo com a velocidade de crescimento de cada fungo.

Para o preparo do inéculo bacteriano, a cepa CMLLO6 foi ativada em
placa de petri contendo meio de cultura LB (item 3.4.2), incubada em B.O.D a 28°C
por 24 horas e submetida a um segundo cultivo sob as mesmas condic¢des. Trés a
cinco colonias foram suspensas em solucédo salina (0,85%) e a turbidez foi ajustada
por meio da escala nefelométrica McFarland 0,5.

Uma aliquota de 5 pL do inéculo da cepa CMLLO6 foi espalhada em
linha com auxilio de alca bacteriol6gica a 0,5 cm da extremidade das placas de petri
contendo meio de cultura BDA. Em seguida, um disco micelial de 6 mm de diametro
dos fungos (R. solani, S. sclerotiorum e M. phaseolina) foi inoculado na extremidade
oposta ao indculo da bactéria. Placas somente com os fungos foram utilizadas como
controle. A avaliacao foi realizada em tempos diferentes, de acordo com a velocidade
de crescimento de cada fungo, sendo para R. solani 48 horas e para S. sclerotiorum
e M. phaseolina, 96 horas ap6s a montagem. Foi medido o crescimento micelial dos

fungos em mm com auxilio de paquimetro e calculada a porcentagem de inibicéo.
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3.4.5 ATIVIDADE DO FERMENTADO AUTOCLAVADO E DO SOBRENADANTE LIVRE DE
CELULAS DA CMLLO6 SOBRE O CRESCIMENTO MICELIAL DE SCLEROTINIA

SCLEROTIORUM

Um pré-inéculo foi preparado a partir de col6nias puras (obtidas
conforme descrito no item (3.4.4), as quais foram suspensas em solucéo salina (0,85%
cloreto de sédio) e a turbidez foi ajustada por meio da escala nefelométrica McFarland
0,5. O in6culo foi preparado a partir de 30 pL dessa suspenséo bacteriana, que foram
transferidos para um erlenmeyer de 125 mL contendo 30 mL de caldo LB e incubados
a 28 °C por 24 h a 180 rpm em incubadora (Shaker orbital Tecnal - TE 422, Brasil).

Para fermentacdo, um erlenmeyer contendo 400 mL de meio de
cultura (Glicose 20 g L1, extrato de levedura 5 g L, triptona 5 g L%, fosfato de potassio
monobasico, 1 g L, fosfato de potassio dibasico 0,5 g L, sulfato de magnésio 0,5 g
L1, sulfato de ferro 0,5 g L, cloreto de célcio 0,5 g L™ e cloreto de s6dio 0,5 g L) foi
inoculado com uma aliquota de 4 mL do in6culo e incubado a 28°C por 72 horas a 180
rpm em incubadora orbital (Shaker orbital Tecnal - TE 422, Brasil). Apés a producao,
parte do fermentado foi centrifugado a 9000 rpm por 10 min a 4 °C e posteriormente
filtrado em membranas de 0,22 um para obtencdo do sobrenadante livre de células
(SLC), enquanto a outra parte foi autoclavada por 15 min a 120°C para obtencédo do
fermentado autoclavado.

O fungo S. sclerotiorum foi cultivado em meio BDA em placa de Petri
de 90 mm de diametro por cinco dias a 25 °C. Deste cultivo, foi retirado um disco
micelial de 6 mm de diametro, que foi adicionado ao centro de trés placas de petri
contendo BDA, com pocos de 6 mm de didametro, perfurados em duas extremidades.
Em um dos pocgos foram adicionados 200 pL do sobrenadante livre de células,
enquanto no pogo oposto foram adicionados 200 pL do do fermentado autoclavado.
Trés placas inoculadas somente com um disco micelial do fungo foram utilizadas como
controle. Apds 96 horas, o crescimento micelial do fungo foi medido em mm com

auxilio de um paquimetro e calculada porcentagem de inibicao.
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3.4.6 ATIVIDADE DA CEPA CMLLO6 SOBRE SCLEROTINIA SCLEROTIORUM EM SEMENTES

DE SOJA

O fermentado da CMLLOG6 foi obtido conforme descrito no item (3.4.4),
posteriormente congelado a - 80 °C e liofilizado por 48 h a - 60 °C. Para determinacao
da concentracdo em unidades formadoras de colbnia por grama (ufc/g), 1 g do liéfilo
foi suspenso em solucgéo salina (0,85% cloreto de sédio) e realizou-se uma diluicdo
seriada, sendo plaqueadas as dilui¢cdes -6 e -7. Com o li6filo, realizou-se a formulagéo
do produto (pedido de patente pendente) com concentracéo final de 1x10%° ufc/mL.

Além da CMLLO6, foram utilizados os seguintes produtos comerciais:
i) Inoculante (Bradyrhizobium japonicum), ii) Fungicida microbiolégico Serenade®
(Bacillus amyloliquefaciens + Trichoderma harzianum), iii) Fungicida quimico Certeza®
(Tiofanato metilico + Fluazinan) e iiii) Premax® (protetor celular). Para o produto
CMLLO6, a dose utilizada foi de 500 mL/ 500 kg de sementes, enquanto para 0s
demais produtos seguiu-se a recomendacao do fabricante.

Sementes de soja foram desinfectadas por imersdo em solucéo de
hipoclorito de sodio (1% v:v) por 1min, depois submetidas a triplice lavagem (1 min)
por imersdo em agua purificada estéril e secas em cabine de seguranca por quatro
horas. Lotes de 200 sementes foram separados e tratados com o0s produtos em sacos
plasticos. Apés 24 h, as sementes foram infectadas com S. sclerotiorum, por meio de
contado direto com o micélio fangico por 24 horas.

Vinte sementes foram dispostas de forma linear em placas de petri
(150 mm) previamente forradas com papel filtro estéril umedecido com agua purificada
estéril. As placas foram acondicionadas em camara de incubacao por sete dias sob
temperatura de 25 °C e fotoperiodo de 12 h. O delineamento adotado foi o
inteiramente casualizado, com seis tratamentos e cinco repeticbes, sendo cada
repeticdo uma placa com 20 sementes. O primeiro tratamento foi o controle, com
sementes sem tratamento e sem infec¢ao, o segundo consistiu em sementes somente
infectadas pelo fungo, o terceiro, quarto, quinto e sexto consistiram em sementes
tratadas com os produtos (inoculante comercial + premax), (inoculante comercial +
CMLLO06), (inoculante comercial + Premax + fungicida microbiolégico) e (inoculante
comercial + Premax + fungicida quimico), respectivamente.

Na avaliacdo, sementes sadias e germinadas foram quantificadas e o

resultado expresso em porcentagem de sementes sadias e porcentagem de
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germinacao. Atendidos os pressupostos, os dados foram submetidos a analise de

variancia e as médias comparadas pelo teste da diferenca minima significativa (LSD).

3.4.7 PREPARO DO INOCULO PARA O ENSAIO DE CONTROLE DE NEMATOIDES

A cepa bacteriana foi ativada em placa de petri contendo meio de
cultura LBA (item 3.4.3), incubada em camara B.O.D. (SS Scientific) por 24 h a 28 °C.
Posteriormente, foi estriada em duas placas contendo o mesmo meio de cultura, que
foram incubadas novamente sob as mesmas condi¢des por 24 h.

A biomassa bacteriana formada na superficie da placa foi raspada e
suspendida em solucéo (0,85% cloreto de sddio). 1 mL desta suspenséao foi diluido
em série em tubos de ensaio contendo 9 mL de solugéo salina e 100 L das diluicdes
-5, -6 e -7 foram plaqueados em meio de cultura LB para determinagcédo de ufc/ mL.
Posteriormente, a suspenséo foi ajustada para 2,0x10° ufc/mL.

3.4.7.1 ENSAIOS PARA CONTROLE DE NEMATOIDES

Foram conduzidos dois experimentos nos meses de setembro a
novembro de 2020 para testar o potencial nematicida da cepa CMLLO6 de B.
velezensis na cultura da soja. Um para Pratylenchus brachyurus, conduzido no
Instituto de Desenvolvimento Rural do Parana (IDR-PR) e outro para Meloidogyne
javanica, conduzido na Universidade Estadual de Londrina (UEL).

Os ensaios foram realizados com a cultivar de soja Bonus®, suscetivel
a M. javanica e P. brachyurus. O delineamento experimental adotado foi o inteiramente
casualizado, com cinco tratamentos e oito repeticées. Os tratamentos consistiram em
sementes tratadas com CMLLO6, sementes sem tratamento, que foi considerado o
controle positivo (planta inoculada somente com o nematoide) e sementes tratadas
com trés bionematicidas comerciais, separadamente, sendo eles o quimico
(abamectina) e os biolégicos a base de B. firmus e outro de uma mistura de B. subtilis
e B. licheniformis.

O tratamento de sementes foi realizado em béqueres de 50 mL, onde
foram inoculadas com os produtos separadamente e homogeneizadas até que

estivessem secas. Para a cepa CMLLO6 foi inoculada uma aliquota de 1,23 pL de
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suspensao por semente, enquanto para os produtos comerciais, foi seguida a
recomendacao do fabricante. As sementes foram semeadas em copos de isopor de
946 mL, contendo areia e solo na propor¢cdo 7:1 previamente esterilizados.
Acrescentou-se 3 g de Osmocote® (15% N, 9% P205, 12% K20, 1% Mg, 2.3% S,
0.05% Cu, 0.45% Fe, 0.06% Mn, 0.02% Mo) por copo.

Sete dias ap0s a semeadura, as plantas foram inoculadas com 1 mL
de uma suspensao contendo 1000 ovos e juvenis de M. javanica ou 500 ovos e juvenis
de P. brachyurus, que foram extraidos de acordo com a metodologia proposta por
Boneti e Ferraz (1981) e quantificados em camara de Peters sob microscépio de luz.
Sessenta dias ap6s a semeadura, as raizes das plantas foram lavadas em agua
corrente, secas com papel absorvente e pesadas em balanca semi-analitica.
Posteriormente, foram processadas de acordo com a metodologia proposta por Boneti
e Ferraz (1981) e os ovos e juvenis foram quantificados em camera de Peters sob
microscopio de luz. Foi determinado o fator de reproducdo do nematoide (n° de
nematoides na amostra/n° de nematoides inoculados) e o0 nimero de nematoides por

grama de raiz.

3.5 Resultados

3.5.1 CARACTERIZACAO FENOTIPICA

A coloracdo de Gram mostrou que a cepa CMLLO6 € uma bactéria
Gram-positiva em forma de bastonete e produz enddsporos posicionados na parte

terminal da célula.

3.5.3 MONTAGEM E ANOTACAO DO GENOMA

As estratégias de montagem do genoma CLC Genomics Workbench 11
e IDBA Hybrid demonstram os melhores resultados para montagem. Um BLASTN foi
realizado usando o maior contig para encontrar um genoma de referéncia para a etapa
CONTIGuator. O isolado LABIM 40 de B. velezensis (CP023748) (BAPTISTA et al.,
2018) foi selecionado para alinhar os contigs e para gerar os pseudoconting (scaffold).

O scaffold continha 38 gaps que foram alinhados manualmente usando Bowtie2 e CLC
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Genomics Workbench 11. Quando fechado, o genoma mostrou uma taxa de 98,73%
de alinhamento das leituras, um tamanho de 3.981.409 pb (Tabela 1). Pela anotacéo
do genoma, foi verificado um contetdo de GC de 46,48%, 4047 CDS sendo 24
daqueles relacionados com rRNA e 77 sequéncias de tRNA.

Tabela 1. Caracteristicas do genoma de Bacillus velezensis CMLLO6.

Tamanho do Genoma (bp) 3.981.409
Contetdo GC (%) 46,48%
Plasmideo -

Total CDS preditos 4047
rRNA operons 24

tRNA operons 77

Leitura do alinhamento (%) 98,73%

N° do Acesso no GenBank

3.5.4 IDENTIFICACAO DO ISOLADO E ANALISE FILOGENETICA

Comparando a cepa CMLL 06 com as principais espécies do grupo B.
subtilis, foi observado que a identidade média de nucleotideos (ANI) e hibridizacao
digital DNA-DNA (dDDH) foi superior com os grupos dos isolados da espécie B.
velezensis, com valores variando de 98,31 — 99,97% para ANI e 55,7 a 92,4% para
dDDH (Tabela 2). Quando comparado com B. amyloliquefaciens (isolados DSM7 e
MT 45) os valores de ANI e dDDH foram de 94,05 - 94,12% e 55,7%, respectivamente,
enquanto para B. subtilis (isolados 168 e D125) foram de 77,17 - 77,26% e 20,7,
respectivamente. Para B. cereus (isolado FR135) os valores foram de 66,3 e 38,9%,
respectivamente. Na comparacéao realizada com o Gegenees e orthoANI/GGDC, foi
observado que a cepa CMLL 06 esta localizada dentro do cluster contendo a maioria
das espécies de B. velezensis (Figura 8). O genoma circular do isolado CMLLO6 esta

representado na Figura 9.
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Figura 8. Arvore filogenémica da similaridade entre os isolados do grupo Bacillus

subtilis. A matriz foi gerada pelo Gegenees e exportada para SplitsTree.

Bacillus velezensis FZB42
Bacillus velezensis CBMB205
Bacillus velezensis Bac57
Bacillus velezensis CMLLO6
Bacillus velezensis LABINM40
Bacillus velezensis S141

Bacillus velezensis NKG1
Bacillus velzensis QST713
Bacillus amyloliquefaciens MT45

Bacillus amyloliquefaciens DSIM7

Bacillus cereus FRI35
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Tabela 2. Comparacdo do genoma do isolado CMLL 06 com outras espécies de Bacillus.

Isolados Acesso n° GenBank  dDDH(%)Y  ANI (%) GC (%) Bp Fonte
(Gp)
Bacillus velezensis
CMLLS6 46,48 3,98
QST713 CP025079 88,1 98,51 45,9 4,23 Produto Comerical da Bayer (Pandin et al, 2010)
FzB42 CP000560.2 91,0 98,93 46,5 3,92 Solo (Chen et al., 2009)
CBMB205 CP011937.1 84,3 98,31 46,5 3,93 Dados néo publicados(Lee e Jeon, 2015)
Bac57. CP033054.1 84,9 98,31 45,89 4,23 Lagoa do mar vermelho
NKG1 CP024203.1 91,1 98,92 46,3 4,2 Solos vulcéanicos nas montanhas Changbai (Ge et al., 2016)
S141 AP018402.1 92,4 99,11 46,5 3,97 Rizosfera da soja (Sibponkrung et al., 2017)
LABIM40 CP025079.1 100 99,97 46,5 3,97 Contaminante (Baptista et al., 2018)
Bacillus amyloliquefaciens
DSM7 NC _014551.1 55,7 94,05 46,1 3,98 Rizosfera do trigo (Hao et al., 2012)
MT45 NC_014551.1 55,7 94,12 46,1 3,89 Né&o especificado
Bacillus subtilis
D125 CP020102.1 20,7 77,26 43,6 4,14 Solo (Niazi et al., 2014)
Bacillus cereus
FR135 CP003747.1 38,9 66,30 354 5,48 Né&o especificado

YdDDH: Hibridizag&o digital DNA-DNA, ANI: identidade média de nucleotideos, GC: contetido de guanina e citosina no genoma, e Bp: tamanho do genoma em gigabases (10°)
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Figura 9. Representacéao circular do genoma do isolado Bacillus velezensis CMLL 06

usando o programa BRIG.
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3.5.5 ANALISE ANTISMASH DE METABOLITOS SECUNDARIOS

Por meio do webserver antiSMASH 5.1.0 foram identificados 13
clusters de genes biossintéticos (BGCs) no genoma da cepa CMLL 06 (Tabela 1).
Destes, seis apresentaram 100% de similaridade e estdo ligados a sintese de
bacilisina, bacilibactina, difficidina, fengicina, bacilaene e macrolactina. Um cluster
obteve 56% de similaridade com a sintese de surfactina e outro com 7% de

similaridade com a sintese de butirosina A e B.
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Tabela 3. Genes codificadores de biomoléculas encontrados no genoma do isolado CMLL 06 identificado por meio do webserver

antSMASH.
11 Tipo A partir de (pB) Até (pB) Agrupamento conhecido Similaridade (%)
1 Outros 319.241 360.659 bacilisina Outros 100
2 RiPP-like, NRPS 887.909 938.416 bacilibactina NRP 100
3 transAT-PKS, transAT-PKS-like 1564.019 1670.323 difficidina Polyketide + NRP 100
4 T3PKS 1790.886 1830.849
5 Terpeno 1924.316 1944.443
6 NRPS, betalactone, transAT-PKS 1968.032 2107.593 fengicina NRP 100
7 transAT-PKS-like, transAT-PKS, 2167.353 2276.912 bacilaene Polyketide + NRP 100
NRPS, T3PKS
8 transAT-PKS 2501.255 2589.491 Macrolactina Polyketide 100
9 Terpeno 2921.767 2942.507
10 PKS-like 3025308 3066.552 Butirosina A e B Saccharide 7
11 NRPS 3418.913 3462.854 NRP:lipopetideo 43
12 NRPS 3599.344 3660.833 surfactina NRP:lipopetideo 56
13 LAP, thiopeptide 3671.549 3701.285 surfactina

NRPS, non-ribosomal peptide synthetase; NRP, non-ribosomal peptide. PKS, polyketide synthetase. AT, acetyltransferase; T3PKS, type 3 Pks.
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3.5.6 ATIVIDADE ANTIFUNGICA

No ensaio por cultura dupla a cepa CMLLO6 apresentou atividade
antifingica para Macrophomia phaseolina, Rhizoctonia solani e Sclerotinia
sclerotiorum, com porcentagens de controle do crescimento micelial de 39,26, 29,65
e 42,65%, respectivamente (Figura 10). Nao foi observado contato entre CMLLO6 com
os fungos, de modo que o crescimento micelial dos fungos foi paralisado antes de

chegar na cultura bacteriana, indicando atividade antagonista da bactéria.

Figura 10. Inibicdo do crescimento micelial (%) para Macrophomina phaseolina,

Rhizoctonia solani e Sclerotinia sclerotiorum pela cepa CMLL 06.
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Quando analisado o sobrenadante livre de células (filtrado) do
isolado CMLLOG6 contra S. sclerotiorum também foi observado a alta porcentagem de
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inibicdo, com valor de (66%) (Figura 11). Além disso, também foi avaliado o
fermentado autoclavado contra S. sclerotiorum para avaliacdo da estabilidade das
moléculas, sendo detectado 58% de inibicdo, indicando o alto potencial de controle
dos metabolitos da CMLLO6.

Figura 11. Inibicdo do crescimento micelial (%) de Sclerotinia sclerotiorum utilizando

o fermentado e o sobrenadante livre de células da cepa Bacillus velezensis CMLL 06
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No experimento de infec¢do de S. sclerotiorum em sementes soja,
foi observado efeito significativo (p< 0,01) dos tratamentos para as caracteristicas

porcentagem de germinacao e de plantulas sadias. Para germinacéo (%), os maiores
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valores foram observados para os tratamentos controle (sem infeccdo) e fungicida
guimico (100 e 97%, respectivamente), seguido pela cepa CMLL06 com 71% (Figura
12). Os menores valores de germinacao (%) foram detectados para o inoculante
Bradyrhizobium japonicum (Semias 5079 e 5080), para o fungicida microbiol6gico
comercial e para o controle (com infeccdo), com valores de 26, 30 e 46%,
respectivamente (Figura 12).

A porcentagem de plantulas sadias foi concordante com os resultados
obtidos na germinacéo (%), sendo os maiores valores detectados para os tratamentos
controle (sem infeccdo) e quimico (100%), seguidos pela CMLLO6 com 73%. Os
tratamentos B. japonicum, fungicida microbiolégico comercial e o controle (com

infecgao) proporcionaram 21, 33 e 58% de plantulas sadias, respectivamente.

Figura 12. Porcentagem de germinacao e plantulas sadias de soja inoculadas com

diferentes produtos e, posteriormente, infectada com Sclerotinia sclerotiorum.

100 a
S0
)
2 a0 b
8 .
g 70
=]
[ C
2 50
E‘ 40 d
e 30
-
E 20
10
n a
100
w G
8 b
T RO
7
2 70
q !
< C
A 60
- 8
= 50 d
E 40
g 30
-
"
g 20
o
B 10
] - —
Bj + Fungicida
Inoculante .\.-1.1:'.mmu!::.lu_nm Bj + Fungicida
Controle (Sem Controle {Com comencial . Comercial Quimico Comercial
g = Bj + CMLLOG {Bacillus S
mnfecgio) infecgaon) Bradyrhizobium { Twofanato-Metilico
amy lol iguefaciens
japonicum {Bj) + Trchoderma + Fluaznam)
choddc i
hrziamam)

Os tratamentos seguidos de mesma letra ndo diferem estatisticamente (p<0,01) pelo teste da diferenca
minima significativa (LSD).
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3.5.7 ATIVIDADE NEMATICIDA

Pela andlise de variancia foi observado efeito significativo
(p<0,01) dos tratamentos para fator de reproducéo (FR) e nUmero de nematoides por
grama de raiz (NGR) em M. javanica e P. brachyurus na cultura da soja. Para M.
javanica, os tratamentos nematicida quimico (Abamectina), nematicida microbiolégico
comercial A (Bacillus subtillis + Bacillus licheniformis) e cepa CMLL 06 obtiveram os
menores valores para FR (0,51, 0,46 e 0,79, respectivamente) e NGR (16,02, 19,51 e
25,35, respectivamente) quando comparado com os demais tratamentos (Figura 6A e
B). O nematicida microbiol6gico comercial B (Bacillus firmus) apresentou FR e NGR
de 1,65 e 52,35, respectivamente, diferindo do controle (sem tratamento) cujos valores

foram de 2,55 e 89,07, respectivamente.

Figura 13. Fator de reproducdo (FR) e numero de nematoides por grama de raiz
(NGR) em soja inoculadas com diferentes produtos via tratamento de semente e,
posteriormente, inoculadas com Meloidogyne javanica (A e B) e Pratylenchus

brachyurus (C e D).
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Os tratamentos de mesma letra ndo diferem estatisticamente (p<0,01) pelo teste da diferenga minima
significativa (LSD).

Para P. brachyurus, o menor valor de FR e NGR foi obtido para a cepa
CMLLO6 (1,61 e 20,39, respectivamente) (Figura 13 C e D). Para os demais
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tratamentos, os maiores valores de FR foram obtidos para os tratamentos nematicida
microbiolégico A, controle (sem tratamento) e quimico (5,37, 4,06 e 4,05,
respectivamente), enquanto para NGR o0s maiores valores foram obtidos para
nematicida microbioldgico A, nematicida microbiolégico B e quimico (62,1, 57,59 e

43,48, respectivamente).

3.6 Discussao

As doencas de plantas causadas por patégenos transmitidos pelo solo
sdo reconhecidas mundialmente como um fator crucial devido a perda de
produtividade e a dificuldade na erradicacéo, principalmente em sistemas de cultivo
intensivo (CORATO, 2020; PANTH et al., 2020). Diversas medidas de controle vém
sendo recomendadas, sendo o0 uso de agentes de biocontrole uma importante
estratégia para controle dos patdgenos do solo. Esses agentes podem atuar através
do parasitismo, antibiose, competicdo pelo hospedeiro e nutrientes, além da inducéo
de resisténcia em plantas (KOHL et al., 2019). O género Bacillus € considerado um
importante agente de biocontrole e vem sendo amplamente empregado contra
diversos patégenos e em diversas culturas (SHAFI et al., 2017; ALOO et al., 2019).
No presente trabalho, a equipe identificou uma cepa (numero da colecdo: CMLLO06),
proveniente do solo da Fazenda Escola da Universidade Estadual de Londrina (UEL),
com alto efeito de antagonismo contra Sclerotinia scleorotiorum e de swarming. Com
base nessas informacoes, esse isolado foi sequenciado, visando-se identificar genes
relacionados ao potencial de biocontrole contra patégenos de solo. Além disso, foram
avaliados o potencial desse isolado para o controle de fungos (M. phaseolina, R. solani
e S. sclerotiorum) e nematoides (M. javanica e P. brachyurus).

A cepa CMLLOG6 foi identificada como Bacillus velezensis e, pela
analise gendmica, foram identificados clusters de genes especificos relacionados com
a biossintese de metabdlitos secundarios, que tém importante papel na supresséao de
patbgenos e na promogdo de crescimento da planta. Bacillus velezensis tem
demonstrado ser um importante agente de biocontrole e promotor de crescimento
vegetal em diversas culturas de importancia econémica (PAN et al., 2017; CHEN et
al., 2018; FAN et al., 2018; AZABOU et al., 2020; ZHU et al., 2020; TEIXEIRA et al.,

2021). Por exemplo, o isolado FZB42, que ja foi citado em mais del40 artigos,
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relacionados a identificacdo de compostos antimicrobianos responsaveis pelo efeito
de biocontrole, a expressdo de genes envolvidos na interacdo planta-bactéria, no
estudo de pequenos RNAs reguladores (sRNAs) e na modificagdo de enzimas
envolvidas em sintese de compostos antimicrobianos. Essas informacfes estao
depositadas no banco de dados ‘AmyloWiki’ (FAN et al., 2018).

Na cepa CMLL06, foram identificados lipopeptideos (LP)
(surfactina e fengicina), que tém um importante efeito na supressao de patdégenos, na
estimulacdo de mecanismos de defesa das plantas e na formacéo de biofilme, que é
um fator chave para o sucesso da colonizacdo de agentes de controle biologico
(ONGENA e JACQUES, 2008; ZHAO et al., 2017; PENHA et al., 2020). Seu modo de
acdo na atividade antifingica esta relacionado com a sua natureza anfifilica e sua
interagdo com a membrana da célula alvo, resultando em mudancas na estrutura e na
permeabilidade (ZHAO et al., 2017; PENHA et al., 2020). Nesse contexto, essa classe
de metabolitos pode estar diretamente relacionada a atividade antifangica da CMLL06
Nnos ensaios in vitro e in vivo contra fungos fitopatogénicos, podendo ser alvo de
futuros estudos in silico e de downstream. Para nematoides, Kavitha et al. (2012)
verificaram que os LP de surfactina e iturina produzidos por B. subtilis foram
responsaveis pela supresséo da eclosédo de ovos de M. incognita e desempenharam
importante papel na mortalidade dos juvenis.

Outra classe de metabdlitos secundérios identificada na CMLLO6
foi as dos policetideos (PKS) (difiicidina, bacilaene e macrolactina), que tém
importante papel na atividade antimicrobiana, atuando na inibicdo seletiva da sintese
de proteinas (CHEN et al., 2006; CAULIER et al., 2019). Chen et al. (2009) verificaram
que a difficidina produzida pelo isolado FZB42 apresentou efeito antagdnico
significativo a Erwinia amylovora, que causa o fogo bacteriano em arvores frutiferas.
Por sua vez, Yuan et al. (2012) demonstraram o efeito da macrolactina produzida pela
isolado NJN-6 (B. amyloliquefaciens) no controle de Ralstonia solanacearum,
importante patdgeno do solo. Nesse contexto, CMLLO6 tem potencial para controle de
doencas bacterianas do solo ainda n&o explorado.

Na cepa CMLLO6, foi também identificado o metabdlito
bacilibactina, importante sideréforo (MIETHKE et al.,, 2006), que é altamente
conservado no grupo B. subtilis, sendo induzido em resposta a limitacdo de ferro no

meio ambiente. Ele permite que Bacillus sp. adquira Fe3* e outros metais de maneira
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eficiente, privando assim os fitopatégenos deste elemento essencial (NIEHUS et al.,
2017; ANDRIC et al., 2020).

Quatro dos 13 clusters identificados na cepa CMLLO6 né&o
apresentaram similaridade no banco de dados e, portanto, seus produtos ainda n&o
foram identificados e descritos, abrindo oportunidades para novos estudos. Teixeira
et al. (2021), minerando o0 genoma do isolado de B. velezensis CMRP 4490, também
nao identificaram cinco dos 13 clusters dos metabolitos secundarios, indicando novos
cluster de metabdlitos secundarios.

A cepa B. velezensis CMLL06 apresentou uma ampla gama de
metabdlitos antimicrobianos, indicando ser importante agente de biocontrole para
protecdo das plantas. Esse fato € corroborado nos ensaios in vitro contra diversos
fungos de solo de importancia agricola e no ensaio in vivo contra S. sclerotiorum.
Nesse ensaio, CMLLO6 proporcionou incremento de 54 e 26% nha germinagao e no
namero de plantas sadias, respectivamente, quando comparado com o controle (com
infeccdo), enquanto o tratamento microbioldégico comercial ndo apresentou diferenca
do controle. Quando comparado com sementes tratadas somente com Bradyhizobium
japonicum + Premax® (protetor bacteriano), a CMLL0O6 apresentou incrementos de
173 e 247% na germinagdo e de plantas sadias, respectivamente, demonstrando a
importancia desse microrganismo na co-inoculagdo com B. japonicum em areas
infectadas com S. sclerotiorum.

CMLLO6 também apresentou efeito de supressdo contra 0s
principais nematoides da cultura da soja, M. javanica e P. brachyurus, com reducéao
do FR de 69 e 60%, respectivamente. Os produtos comerciais (quimico,
microbiolégico A e microbiolégico B) apresentaram reducdo de 80, 35 e 82%
respectivamente, do FR para M. javanica, enquanto para P. brachyurus, nao foi
observado efeito significativo desses tratamentos em relacdo ao controle. Portanto,
CMLLO6 tem importante papel para o controle de doencas do solo na cultura da soja,

sendo promissor para o desenvolvimento de produtos comerciais.

3.7 Concluséo

A cepa CMLLO6 foi identificada como Bacillus velezensis e diminuiu o
fator de reproducédo de Meloidogyne javanica e Pratylenchus brachyurus e o nimero

de nematoides por grama de raiz na cultura da soja. A atividade antagonista in vitro
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contra Rhizoctonia solani, Macrophomina phaseolina e Sclerotinia sclerotiorum e in
Vivo contra S. sclerotiorum pode estar relacionada aos cluters ligados a sintese de
surfactina, fengicina e bacillibactina, presentes no genoma da cepa. Levando em
consideracao os resultados deste estudo, CMLLO6 € um microrganismo com potencial
biotecnoldgico para utilizacdo como agente de controle de doencas de solo na cultura

da soja.
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