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RESUMO

O controle biologico tem papel importante na protecao de raizes reduzindo a penetragdo e danos
causados por Pratylenchus brachyurus em soja. As boas praticas de multiplicagdo de
organismos bioldgicos utilizados no manejo contra doengas em plantas proporcionam aumento
na producdo de células e maior efetividade contra patdégenos. O objetivo deste trabalho foi
avaliar as condi¢des de cultivo para Bacillus spp. na producdo de células e penetragdo de
Pratylenchus brachyurus em raizes de soja. Inicialmente produtos registrados contendo
Bacillus spp. foram multiplicados sob condi¢des controladas e avaliados no controle de P.
brachyurus em soja. Em seguida, o produto selecionado Bacillus subtilis UFPEDA 764 foi
multiplicado nos meios de cultura comerciais: Agropacelli; Multibacter e
MCM-+Micronutrientes. Para o estudo das varidveis temperatura(°C) e pH nos diferentes meios
de cultura, os efeitos foram estudados através da técnica Delineamento Composto Central
Rotacional (DCCR). Uma matriz com 11 ensaios, oito tratamentos e trés pontos centrais para
cada meio de cultura foi utilizada. Foram investigados os niveis de temperatura (24,7; 26; 29;
32e33,3°C) e pH (5,8; 6; 6,6; 7,2 ¢ 7,4). Para os meios de cultura comerciais as estimativas de
todas as varidveis respostas: bactérias totais; bactérias endosporogénicas; peso da parte aérea
verde; peso da parte aérea seca; peso da raiz; e nimero de P. brachyurus penetrado por grama
de raiz, correlacionadas aos modelos lineares e quadraticos e as andlises separadas dos efeitos
de cada variavel foram realizadas aos tratamentos € nenhuma destas combinagdes apresentaram
significancia (p<0,10), exceto em DCCR do meio de cultura Agropacceli para a variavel peso
seco da parte aérea. Os niveis de temperatura e pH estudados nos meios de cultura comerciais
para o cultivo de Bacillus subtilis UFPEDA 764 sao eficientes na multiplicagdo sob condig¢des
controladas em laboratorio. O Bacillus subtilis UFPEDA 764 produzido nos diferentes meios
de cultura reduziu a penetragdo de P. brachyurus em comparagdo ao controle negativo.

Palavras-chave: Cultivo de Bacillus spp.; Controle de Pratylenchus brachyurus, Controle
bioldgico.



ABSTRACT

Biological control plays an important role in protecting roots by reducing penetration and
damage caused by Pratylenchus brachyurus in soybean. Good practices for the multiplication
of biological organisms used in the management of plant diseases provide an increase in cell
production and greater effectiveness against pathogens. The objective of this work was to
evaluate the cultivation conditions for Bacillus spp. on cell production and penetration of
Pratylenchus brachyurus into soybean roots. Initially registered products containing Bacillus
spp. were multiplied under controlled conditions and evaluated in the control of P. brachyurus
in soybean. Then, the selected product Bacillus subtilis UFPEDA 764 was multiplied in
commercial culture media: Agropacelli; Multibacter and MCM-+Micronutrients. To study the
variables temperature (°C) and pH in different culture media, the effects were studied using the
Central Composite Rotational Design (CCRD) technique. A matrix with 11 assays, eight
treatments and three central points for each culture medium was used. Temperature levels (24.7;
26; 29; 32 and 33.3°C) and pH (5.8; 6; 6.6; 7.2 and 7.4) were investigated. For commercial
culture media, estimates of all response variables: total bacteria; endosporogenic bacteria; green
shoot weight; dry shoot weight; root weight; and number of P. brachyurus penetrated per gram
of root, correlated to linear and quadratic models and separate analyzes of the effects of each
variable were performed on the treatments and none of these combinations showed significance
(p<0.10), except in CCRD of the medium of Agropacceli culture for the variable dry weight of
the aerial part. The temperature and pH levels studied in commercial culture media for the
cultivation of Bacillus subtilis UFPEDA 764 are efficient in multiplication under controlled
laboratory conditions. Bacillus subtilis UFPEDA 764 produced in different culture media
reduced the penetration of P. brachyurus compared to the negative control.

Keywords: Cultivation of Bacillus spp.; Control of Pratylenchus brachyurus,; Biological
control.



INDICADORES DE IMPACTO

O trabalho teve como objetivo avaliar a multiplicacdo de Bacillus subtilis UFPEDA 764 em
meios de cultura comerciais (Multibacter, Agropacceli e MCM+Micronutrientes) e seu efeito
na redug¢do da penetracdo do nematoide Pratylenchus brachyurus em raizes de soja, sob
condicdes laboratoriais. Todos os meios foram eficientes, com destaque para o Agropacceli,
que aumentou significativamente o peso seco da parte aérea das plantas. Observou-se redugao
expressiva na penetra¢ao do nematoide nas raizes tratadas com os produtos fermentados, o que
representa um avango tecnologico no controle bioldgico. Este resultado ¢ particularmente
relevante para o estado do Mato Grosso, onde o patdgeno esta presente em até 94% das amostras
e pode causar perdas de até 50% na produgdo de soja. A pesquisa contou com cerca de 10
participantes da Universidade Federal de Lavras (UFLA), entre docentes, estudantes e técnicos.
O estudo tem carater extensionista, ao propor solugdes praticas e sustentaveis para agricultores
e técnicos, promovendo o uso de biotecnologia no manejo fitossanitario. Os impactos se
concentram nas areas de Meio Ambiente, Tecnologia e Producdo, e Trabalho, conforme a
Politica Nacional de Extensdo, e estdo alinhados aos ODS 2, 8, 12 e 15 da ONU, ao incentivar
praticas agricolas mais eficientes, seguras e sustentaveis. Os resultados obtidos tém aplicacdo

direta na producao agricola e potencial de replicacdo em outras regidoes produtoras do Brasil.

IMPACT INDICATORS

This study aimed to evaluate the multiplication of Bacillus subtilis UFPEDA 764 in commercial
media (Multibacter, Agropacceli, and MCM-+Micronutrients) and its effect on reducing
Pratylenchus brachyurus penetration in soybean roots under laboratory conditions. All media
proved effective, with Agropacceli significantly increasing plant dry weight. A marked
reduction in nematode penetration was observed in roots treated with fermented products,
indicating a technological advance in biological control. This is particularly relevant in Mato
Grosso, where the pathogen affects up to 94% of sampled areas, with productivity losses
reaching 50%. The study involved about 10 participants from the Federal University of Lavras
(UFLA), including faculty, students, and technicians. The research has an extensionist focus,
offering practical and sustainable solutions for farmers and technicians through accessible
biotechnology for crop protection. The impacts are within the thematic areas of Environment,
Technology and Production, and Labor, and align with SDGs 2, 8, 12, and 15, by supporting
more efficient, safe, and sustainable farming practices. The results are directly applicable to

agriculture and can be replicated in other soybean-producing regions of Brazil.
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1. INTRODUCAO

Segundo a Conab (2022) houve incremento de 1,8 milhdo de hectares de soja plantada
no Brasil e no estado do Mato Grosso o aumento foi de 6,3%, na safra 21/22 em comparagao a
20/21. Os avancos em extensao da area plantada para novas regides somados aos cultivos
sucessivos, ampla janela de plantio e mudangas climaticas podem intensificar o aparecimento
de doengas que incidem na cultura. Dentre os fatores determinantes ao crescimento e
desenvolvimento da soja destaca-se os problemas de emergéncia e estabelecimento das
plantulas como dificuldades enfrentadas no Brasil. Os nematoides causadores de doengas
radiculares compdem um dos grupos de patogenos que prejudicam a cultura da soja.

Nematoides parasitas de plantas sdo organismos altamente especializados que habitam
preferencialmente a rizosfera e sdo responsaveis por perdas econdmicas expressivas na
agricultura mundial (WEN-KUN et al., 2016). Dentre os nematoides estudados de maior
impacto econdmico destacam-se os endoparasitas sedentarios e migradores: Pratylenchus spp.
(JONES; FOSU-NYARKO, 2014; VIEIRA et al., 2015), seu ataque tem sido relatado em
muitas espécies de plantas cultivadas (MACHADO et al., 2012), especialmente na cultura da
soja (DIAS et al., 2010). Em levantamento realizado no estado do Mato Grosso por Silva et al.
(2004), foi verificado a presenca de Pratylenchus brachyurus (nematoide das lesdes
radiculares), em 94% das amostras coletadas em 18 municipios. O dano do P. brachyurus na
soja ocasiona nanismo, amarelecimento e perda de rendimento que pode chegar a 50%, a
depender da densidade populacional do nematoide e do tipo de solo (DIAS et al., 2010). A
penetracao deste patdégeno pode ocorrer por meio da acdo mecanica ou enzimatica (inter e
intracelular) através das células do cortex, as lesdes provocadas podem ocasionar rompimento
superficial e destrui¢do do sistema radicular.

O manejo do Pratylenchus brachyurus ¢ complexo em func¢do do seu habito migrador,
polifago e endoparasita (GOULART, 2008) e seu controle envolve o manejo integrado com
rotacdo e/ou sucessao de culturas, em combina¢do com métodos de controle quimico ou
biologico (FAVORETO et al., 2019). As praticas estdo associadas a diminuir os danos e
procuram interromper a dispersdo do nematoide as areas de cultivo, segundo Freitas et al.
(2001). O controle biolégico demonstra-se como método importante no manejo contra
nematoides, de acordo com Vaz (2011), bactérias e fungos sdo descritos como 0s principais
agentes de controle biologico (ACB) e a industria disponibiliza varios destes ABC eficientes
na reducdo dos danos causados por nematoides (BARBOSA et al., 2019). Sahebani e Hadavi

(2008), sugerem que os mecanismos provaveis na aplicacdo de microrganismos para controle
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de nematoides causadores de doengas radiculares, estdo ligados a producdo de enzimas
extracelulares que promovem o biocontrole ou, at¢ mesmo, a indugdo de resisténcia direta na
cultura por acelerar a producdo de metabdlitos secundarios. Além disto, populacdes de
microrganismos benéficos associados ao sistema radicular das plantas com alto teor de matéria
organica favorecem a decomposi¢ao dos restos vegetais e a ciclagem de nutrientes (OLIVEIRA
et al., 2019) e isto beneficia também a supressividade do solo. O manejo do solo, a forma de
introducao e as praticas culturais para o estabelecimento dos ACB no campo sdo pecas
fundamentais para a eficiéncia do controle biologico. De acordo com Lopes et al. (2008), o
equilibrio do solo ¢ importante para controlar as populacdes de nematoides através de
mecanismos de competicdo, parasitismo e produgdo de compostos toxicos.

Bactérias utilizadas no controle biologico do género Bacillus destacam-se devido a sua
atividade biologica contra diversos microrganismos responsaveis por doengas em plantas. A
espécie Bacillus subtilis ja ¢ usada ha mais de 50 anos no biocontrole de diversas doengas (YAN
et al., 2011). Os mecanismos de a¢do dos Bacillus spp. sdo diversos, podendo auxiliar no
aumento de absorc¢ao de nutrientes, inducdo de resisténcia, antibiose, competicao e a promogao
de crescimento (BETTIOL et al., 2012). Compostos antimicrobianos produzidos por Bacillus,
como: lipopeptideos ciclicos, podem ser classificados de acordo com as seguintes familias
quimicas: surfactinas, iturinas e fengicinas (PERES-GARCIA et al., 2011). Atualmente,
diversos produtos biologicos a base de bactérias do género Bacillus estdo disponiveis no
mercado. Seu modo de agao em nematoides envolvem a produgao de metabolitos toxicos que
afetam negativamente os ovos de nematoides e juvenis de segundo estagio (J2), alteragao da
comunidade microbiana da rizosfera, competi¢do por sitios de penetragdo, coloniza¢do do
rizoplano e indu¢@o de defesa da planta contra nematoides (ZHENG et al., 2016).

O género Bacillus ¢ composto de bactérias Gram positivas, integrantes do filo
Firmicutes, apresentam aspecto de bastonete, formam enddsporos, € podem se encontrar de
forma isolada, em pares ou agrupadas em filamentos, a maioria ¢ aerdbia, podem ser imoveis
ou se movimentar por flagelos peritriquios (LOGAN, 2009). Este género, encontra-se
praticamente em todos os ambientes, crescem em temperatura que variam entre 25° e 37° C,
apesar de algumas espécies se desenvolverem em faixas de temperatura muito altas ou muito
baixas. Em relagdo ao pH, este género suporta também valores extremos, determinadas espécies
podem crescer entre pH 2 a 10. A grande heterogeneidade de ambientes e condi¢des de
crescimento constituem a variedade de nichos ecologicos que as espécies de Bacillus sao
capazes de ocupar e os diferentes substratos que podem ser utilizados no seu crescimento.

(LOGAN, 2009; ROONEY et al., 2009).
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A obtencdo de bactérias destinadas ao controle biolodgico de doencas de plantas ¢é
efetuada através da fermentagdo onde se deseja obter grande numero de células com
caracteristicas uniformes, que crescem sob condi¢des definidas e controladas. A otimizacao do
cultivo de micro-organismos demonstra ser uma ferramenta pratica e preciosa para a industria
e processos fermentativos na fazenda, pois melhora o rendimento do produto. Em Bacillus
condicOes de crescimento com limitagdes de nutrientes resultam na iniciacdo de diferentes
estratégias de adaptacao bacteriana, entre elas a esporulacio (BURKHOLDER; GROSSMAN,
2014; PEREGO; HOCH, 2014). E a produgao metabolitos nas fazes do crescimento microbiano
dependem principalmente da cepa, da composicdo do meio de cultura e das condigdes de
cultivo.

O aperfeigoamento do cultivo de Bacillus pode ser realizado através da otimizagao
estatistica que permite investigar determinadas varidveis significativas em um grande
planejamento experimental (SAAVEDRA et al., 2021). Segundo Rodrigues e lemma (2014),
as varidveis que obtém maiores influéncias no processo sdo selecionadas para estudos, podendo
entdo ser empregada a técnica conhecida por Delineamento Composto Central Rotacional
(DCCR), que explora todo o espaco experimental. Esta técnica possibilita a avaliagdo dos
efeitos de cada variavel individualmente e de suas interagdes sobre uma dada resposta.

Com isso, estudos relacionados a avaliacdo de meios de cultura comerciais utilizados
por produtores para a multiplicagdo de Bacillus spp. na fazenda sdo de grande importancia.
Assim, este trabalho objetivou avaliar as variaveis temperatura e pH no cultivo de Bacillus spp.
em diferentes meios de cultura comerciais, tendo sido verificado a producao de células e a

penetragdo de Pratylenchus brachyurus em raizes de soja.
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PRIMEIRA PARTE

SELECAO DO PRODUTO COMERCIAL (Bacillus spp.) COM MAIOR EFICIENCIA
PARA O CONTROLE DE Pratylenchus brachyurus EM RAIZES DE SOJA.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Selecao dos inoculos (Bacillus spp.) para fermenta¢ao em laboratério

A selecdo dos inoculos para fermentagdo utilizados neste trabalho foi realizada no
Laboratorio de Controle Biologico de Doencas em Plantas do Departamento de Fitopatologia
da Universidade Federal de Lavras (MG) em parceria com a produtores de soja do Mato Grosso.
Os agricultores realizaram o processo da multiplicacao de Bacillus spp. nas propriedades rurais
para controle do Pratylenchus brachyurus em lavouras de soja na safra 20/21. Em outubro de
2020, nos municipios de Campo Verde, Claudia, Gaticha do Norte, Ipiranga, Ipiranga do Norte,
Itanhangua, Itiquira, Jaciara, Marcelandia, Nova Canaa do Norte, Nova Maringd, Nova Mutum,
Nova Ubiratan, Nova Xavantina, Queréncia, Rondonopolis, Sapezal, Sorriso, Trivelato, Unido
do Sul e Vera do estado do Mato Grosso, foram coletadas nos produtores: cento e oitenta e duas
(182) amostras de trinta e oito (38) diferentes produtos bioldgicos comerciais (Bacillus spp.) €
cento e oitenta e duas (182) amostras provenientes das fermentagdes realizadas pelos produtores

dos mesmos produtos bioldgicos comerciais coletados.

Figura 1. Esquematizacdo da coleta: produto bioldgico comercial e produto fermentado na
multiplicagdo on farm.
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Concomitantemente, coletaram-se dados junto aos produtores através de um
questionario que conteve informagdes referentes as condi¢oes de cultivo do produto biolodgico
comercial; produto fermentado; tempo de armazenamento do produto fermentado; meio de
cultura e equipamentos utilizados. De acordo, com as respostas obtidas no questiondrio
realizou-se um estudo sobre a adesdo dos produtores aos produtos biologicos e meios de cultura,
ambos comerciais. Para a coleta, a solugdo proveniente da fermentacao foi agitada por cinco
minutos no recipiente de armazenamento e coletada de maneira asséptica, com luvas de latex
descartaveis. Foram retiradas 2 aliquotas de 50mL do produto comercial e produto fermentado
por batelada, as quais foram acondicionadas em frascos plasticos com capacidade de 100mL
previamente esterilizados e identificados. As amostras foram acomodadas em caixas térmicas
com gelo para preservagao dos organismos e encaminhadas ao laboratério (ja referenciado) para
avaliacdo. Em uma das aliquotas de cada amostra, realizou-se o método de diluigdo seriada para
quantificagdo de bactérias totais e endosporogénicas (item 2.3). Os produtos biologicos
comerciais e os meios de cultura que obtiveram maiores concentragdes de unidades formadoras
de colonia (UFC/mL) de bactérias endosporogénicas (BE) e também nas concentragdes de
UFC/mL de BE no produto fermentado proximo aos de seus respectivos produtos biologicos
comerciais, sugerindo padrdo de resposta da multiplicagdo, foram selecionados.

De acordo com a sumarizagdo dos dados de bactérias totais (BT) e bactérias
endosporogénicas (BE) das amostras dos produtos biologicos (Bacillus spp.) selecionados,
observou-se as médias nas fermentacdes feitas pelos produtores na fazenda: Biobac®:
1,91x10°UFC/mL BT e 1,31x10° UFC/mL BE; Fermentado de Biobac®: 1,10 x10°UFC/mL BT
e 1,17x10°UFC/mL BE; Onix®: 7,24x10°UFC/mL BT e 5,69x10°UFC/mL BE; Fermentado de
Onix®: 1,41x10%UFC/mL BT e 1,46x10°UFC/mL BE; Rizos®: 5,04x10°UFC/mL BT e
5,07x10’"UFC/mL BE e Fermentado de Rizos®: 1,35x10°UFC/mL BT e 6,76 x10’UFC/mL BE
. O produto Bioimune® foi somado aos testes, pelo fato de os produtores de soja realizarem sua
multiplicagdo na fazenda para utilizar em varios alvos patogénicos da cultura, incluindo
Pratylenchus brachyurus. Contudo, amostras do produto comercial e dos seus produtos

®

fermentados nao foram coletadas, pois Bioimune® nao possui registro para controle de

nematoides no ministério da agricultura, pecudria e abastecimento (MAPA).
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Tabela 1. Identificagdo dos produtos biologicos comerciais.

Produtos Ingrediente ativo Lote Fabricante Classe'
Onix® Bacillus 012/20/8678 Lallemand, Nematicida
methylotrophicus (Patos de microbiologico
UFPEDA20 Minas-MG)
Rizos® Bacillus subtilis 006/20/8800 Lallemand, Nematicida
UFPEDA 764 (Patos de Minas- microbiologico
MG)
Bioimune®  Bacillus subtilis BV02 005-21- Grupo Vittia, Fungicida e
3.700 (Sao Joaquim da bactericida
Barra-SP) microbiologico
Biobac® Bacillus subtilis Y1336 001-20- UPL do Brasil, Fungicida,
15200 (Salto do bactericida e
Pirapora-SP) nematicida
microbiologico

* Classe de registro do produto no ministério da agricultura, pecudria e abastecimento — MAPA.

2.2 Multiplica¢do dos produtos biolégicos comerciais selecionados em laboratorio sob

condic¢des controladas.

No Laboratorio de Controle Bioldgico de Doencas em Plantas do Departamento de
Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras (MG), foi realizado a multiplicagdo dos
produtos biologicos comerciais selecionados (Tabela 1) para obtengdo dos seus produtos
fermentados sob condi¢des controladas. Para tal, utilizou-se frascos de Erlenmeyer tampados
com algodao e papel aluminio, com capacidade 250mL, previamente identificados,
esterilizados e contendo 90mL de meio de cultura padrao (5g de peptona bacterioldgica, 3g de
extrato de carne; 1000mL de agua destilada e pH = 6,8). Foi formulado uma suspensao do
inoculo ou produto biolégico comercial, na concentragio de 1 x 10% UFC/mL bactérias
endospordgenicas de cada produto e pipetou-se 10mL das suspensdes nos frascos contendo
90mL do meio de cultura (1:10). Sendo assim, a taxa inicial da concentracao do ino6culo no
meio de cultura foi de 0,10, esses foram mantidos em mesa de agitacao orbital (TECNAL) a
200rpm e 28°C por 48h. Apods transcorridos as 48h de cultivo dos produtos comerciais (Bacillus
spp.) foi realizado a contagem de células bacterianas e endosporogénicas nas amostras das
fermentagdes através do métodos de quantificacdo (ROMEIRO, 2007), item 2.3.

Para avaliar a penetracao de Pratylenchus brachyurus em raizes de soja, foi realizado o
teste de eficiéncia de controle de P. brachyurus (item 2.4) com os produtos bioldgicos
comerciais Onix®; Rizos®; Bioimune® e Biobac® e seus respectivos produtos fermentados em
laboratério sob condi¢des controladas OT1 (fermentado de Onix®); RT2 (fermentado de

Rizos®); BIOT3 (fermentado de Bioimune®) e BACT4 (fermentado de Biobac®).
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2.3 Método de quantificaciio de bactérias totais e endosporogénicas

A técnica de plaqueamento e contagem de colonias (UFC) em microgotas consistiu na
diluicdio seriada (10 até 10®*) em solugio tamponada ou peptonada e no plaqueamento de 0,1ul
de cada dilui¢do em meio de cultura agar nutriente (ROMEIRO, 2007). Para a quantificagdo de
células endosporogénicas, o mesmo processo de dilui¢do seriada foi feito, porém as amostras
ficaram por 12 minutos em banho-maria 4 80°C para eliminagdo de células vegetativas. Apos a
gota secar, a placa foi mantida em estufa com temperatura de 28°C para crescimento das
coldnias. Posteriormente (24 h), realizou-se a contagem de 3 a 30 colonias em cada microgota
e se estimou a concentragdo de bactérias. Foram plaqueadas quatro microgotas de cada amostra,

isto totalizou quatro repetigoes.

2.4 Teste de eficiéncia de controle de Pratylenchus brachyurus

Efetuou-se, previamente o teste de germinagdo e vigor conforme prescricdes da Regra
para Analise de Sementes — RAS (BRASIL, 2009) nas sementes de soja da variedade
75174RSF/IPRO Dom Mario. As sementes de soja foram colocadas em profundidade
aproximada de 1,5 cm em tubos falcon com 55mL de areia autoclavada e logo apds, tratadas
com os produtos fermentados e os produtos comerciais (20 pl de cada produto e 140 pl de agua
esterilizada). Esta pesquisa foi conduzida em delineamento inteiramente casualizado (DIC),
cada parcela conteve uma planta e foram utilizadas seis parcelas por tratamento. Para os
produtos comerciais se utilizou solugdo estoque a 1 x 108 UFC/mL para ajustar a concentragio
dos produtos utilizados neste teste.

Os produtos comerciais € os seus respectivos produtos fermentados foram aplicados
diretamente no substrato, simulando a aplicacdo no sulco de plantio. O controle negativo
consistiu na aplicacdo de dgua autoclavada. Apds aplicacdo dos tratamentos, as plantas foram
mantidas a £28°C com irrigacdo de maneira a manter a capacidade de campo.

O patogeno foi inoculado dez dias apos a montagem do teste. A extragdo da populacdo
pura de P. brachyurus foi baseado na metodologia de Coolen e D'Herde (1972). A suspensao
foi ajustada para a concentracdo de 200 espécimes de P. brachyurus para cada 1,5mL. As
espécimes do nematoide foram distribuidas em dois orificios de aproximadamente 2cm de
profundidade, proximos ao caule de cada planta, utilizando pipeta automatica.

A avaliacdo e o processo de coloragdo do P. brachyurus nas amostras ocorreu 14 dias

apo6s a inoculacao, baseado na metodologia de Byrd et al. (1983) com adaptagdes. A contagem
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do niimero de Pratylenchus brachyurus penetrado por planta foi efetuada com auxilio de uma

lupa microscopio estereoscopio.

Figura 2. Avaliagdo da penetracio do P.

brachyurus 14 dias ap6s a inoculagdo.

3. RESULTADOS

Figura 3. Espécimes de P.

brachyurus (J2/J3) pelo método
de coloragdo baseado em Byrd
et al. (1983) no cortex do
sistema radicular de plantas de
soja, visualizada no

microscopio optico 100X.

A concentracdo inicial de 1x10” UFC/mL bactérias endosporogénicas no meio de cultura

padrao representou o ponto de partida da multiplicagdo de todos os produtos comerciais

contendo Bacillus sob condi¢des controladas em laboratorio. Foi observado os resultados das

analises de quantificagdo de bactérias totais e endosporogénicas das fermentagdes ao final das
48h. E o produto fermentado de Bacillus methylotrophicus UFPEDA20 (OT1) obteve 2,08x10°
UFC/mL de bactérias totais (BT) e 1,44x10” UFC/mL de bactérias endosporogénicas (BE). Em
Bacillus subtilis UFPEDA 764 (RT2), constatou-se 4,94x10° UFC/mL BT e 2,78x10% UFC/mL
BE. No produto fermentado de Bacillus subtilis Y1336 (BACT4) a concentragdo de 7,91X10%
UFC/mL BT e 1,25X10® UFC/mL BE foi observada ao final das 48h. E por fim, foi constatado
em Bacillus subtilis BV02 (BIOT3) a concentragdo de 3,63x10% UFC/mL BT e 5,75x107

UFC/mL BE as 48h de cultivo.
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Figura 4. Concentragdo de bactérias endosporogénicas (BE) ao final das 48h de fermentagao

dos produtos bioldgicos comerciais em laboratorio.
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OT1 — Fermentado de Bacillus methylotrophicus UFPEDA20 (Onix®); RT2 - Fermentado de Bacillus
subtilis UFPEDA 764 (Rizos®); BACT4 - Fermentado de Bacillus subtilis Y1336 (Biobac®) ¢ BIOT3 -

Fermentado de Bacillus subtilis BV02 (Bioimune®).

Segundo a concentragdo inicial de 1x10” UFC/mL de bactérias endosporogénicas (BE)
do indculo (produtos biologicos comerciais) em todas as fermentagdes sob condigdes
controladas. Foi constatado no fermentado de Bacillus methylotrophicus UFPEDA20 (OT1) o
resultado da concentragdo BE (1,44x10” UFC/mL) ap6s as 48h muito proximo ao indculo inicial
utilizado (1x10” UFC/mL BE). Para o fermentado de Bacillus subtilis UFPEDA 764 (RT2)
houve acréscimo de 26,8% na concentragdo de BE (2,78x10® UFC/mL) no final do cultivo em
comparag¢do com o inicial. Em fermentado de Bacillus subtilis Y1336 (BACT4), verificou-se a
multiplica¢o de bactérias endosporogénicas (1,25X10® UFC/mL BE) com aumento de 11,5%
da concentracdo inicial. E no fermentado Bacillus subtilis BV02 (BIOT3) o resultado final
encontrado apds 48h da fermentacdo demonstrou pequeno acréscimo de 4% em BE (5,75x10’
UFC/mL) quando comparado a concentracao do indculo no inicio.

A porcentagem de germinagdo (G): calculada pela formula G = (N/A) x 100, em que: N
= namero de sementes germinadas (159); A = nimero de sementes na amostra (A = 200) x 100
foi de G = 79,5%. Foram realizadas analises estatisticas ao teste de eficiéncia de controle do P.
brachyurus em plantas de soja para cada tratamento utilizando o produto comercial Onix®

(Bacillus methylotrophicus UFPEDA20); Rizos® (Bacillus subtilis UFPEDA 764); Bioimune®
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(Bacillus subtilis BV02) e Biobac® (Bacillus subtilis Y1336) e seus respectivos fermentados
OTI1 (fermentado de Bacillus methylotrophicus UFPEDA20); RT2 (fermentado de Bacillus
subtilis UFPEDA 764); BIOT3 (fermentado de Bacillus subtilis BV02) e BACT4 (fermentado
de Bacillus subtilis Y1336). A tabela 2 (anexo I), apresenta os dados onde se observa que houve
diferenca significativa entre os tratamentos ao nivel de significancia de 5%. De acordo com o
teste de bartlett a 5%, o valor-p: 0.07509483 h4 homocedasticidade das respostas. Assim, foi
realizado o teste tukey de comparacdo das médias. Todas as andlises foram realizadas no
software R.

A Tabela 3, apresenta a comparagdo das médias dos tratamentos, o tratamento controle
negativo-CN (somente agua esterilizada) (a) obteve o pior resultado na penetragdo de P.
brachyurus, seguindo por BACT4 (ab). Os tratamentos Bioimune®, Rizos®, Onix® e Biobac®
(abc) nao diferenciaram entre si. O tratamento BIOT3 (bc) obteve a mesma repostadeceb. E
RT2 e OT1 (c) apresentaram a menor penetragdo do fitonematoide em relagcdo aos demais
tratamentos. Sendo assim, selecionou-se o produto Rizos® (Bacillus subtilis UFPEDA 764) para
a etapa de otimizagdo do cultivo em diferentes meios de cultura para bactérias, por apresentar
controle superior aos tratamentos CN; BACT4; BIOIMUNE®; RIZOS®; ONIX®; BIOBAC®;
BIOT3 e conter a espécie Bacillus subtillis utilizada em larga escala pelos produtores, a qual

ndo se encontra em OT1 que obteve o mesmo resultado que RT2.
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Tabela 3. Dados significantes pelo teste de Tukey (P<0.05) para os tratamentos estudados
na sele¢ao do produto comercial.

Tratamentos Médias Grupos
CN 4.580 a
BACT4 4.468 ab
BIOIMUNE® 3.274 abc
RIZOS® 2.938 abc
ONIX® 2.666 abc
BIOBAC® 2.258 abc
BIOT3 2.104 be

RT2 2.078 c

OT1 1.854 c

CN - controle negativo (somente agua esterilizada); BACT4 — fermentado de Bacillus subtilis Y 1336;
BIOT3 — fermentado de Bacillus subtilis BV02; RT2 — fermentado de Bacillus subtilis UFPEDA 764;
OT1 - fermentado de Bacillus methylotrophicus UFPEDA20; Bioimune® (Bacillus subtilis BV02);
Rizos® (Bacillus subtilis UFPEDA 764 ); Onix® (Bacillus methylotrophicus UFPEDA20) e Biobac®
(Bacillus subtilis Y1336).

4. DISCUSSAO

A diferenca dos valores da multiplicagdo de bactérias endosporogénicas (BE) e bactérias
totais (BT) em laboratorio, podem ser entendidas como resultado de possiveis contaminagoes,
quer seja, durante o processo de multiplicagao, quantificagdo ou mesmo do ino6culo. Também,
pode ocorrer da amostra proveniente da fermentagdo conter células vegetativas que ainda ndo
sofreram o processo de endosporogénese, resultando assim em valores diferentes de BT
(bactérias totais) e BE (bactérias endosporogénicas). Esta ultima afirmagao, demonstra-se mais
assertiva nesse estudo, pelo fato de durante o processo de quantificagdao nao ter sido observado
colonias com morfologias diferentes nas placas.

O uso de produtos bioldgicos para controlar fitonematoides ¢ uma alternativa viavel;
esses produtos sdo seletivos e tém baixo custo, segundo Araujo e Marchesi (2009). Os produtos
comerciais Onix®; Rizos®; Bioimune® ¢ Biobac® demostraram eficiéncia na diminuicdo de
Pratylenchus brachyurus penetrado em raizes de soja. O uso de Bacillus também foi verificado

por Araugjo et al. (2002) e houve redugdo da migragdo do nematoide, afetou a orientagdo e
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interferiu na producao de exsudatos das raizes. Assim, os nematoides morrem por gastar sua
energia se movimentando no solo para encontrar o hospedeiro. A redugcdo em 42% da
penetragio do P. brachyurus ocasionada com o produto Onix® quando comparado ao controle
negativo (somente agua esterilizada), correlaciona o encontrado por Mazzuchelli et al. (2020)
onde taxa média de controle do nematoide encontrada para cana-planta foi proxima a 40%,
observando-se que o uso de B. subtilis no sulco permitiu cerca de 53% de controle para trés
safras.

Em um estudo com Rotylenchus reniformis ¢ P. brachyurus os autores (HIGAKI;
ARAUIJO, 2012) relataram diminui¢do de juvenis e aumento do crescimento de plantas com o
uso de abamectina. A reducdo da populacdo de P. brachyurus também foi observada com
aplicagdo de abamectina e imidacloprido + tiodicarbe aplicados no tratamento de sementes,
segundo Bortolini et al. (2013). Cabrera et al. (2009), demonstrou eficiéncia da abamectina no
tratamento de sementes para reduzir a infesta¢do inicial de nematoides no solo. O controle
quimico demonstra eficiéncia no tratamento de sementes assim como o bioldgico, mas por outro
lado, o controle bioldégico tem beneficio pela possibilidade de maior persisténcia do
microorganismo no solo e na rizosfera das plantas. A caracteristica migradora de Pratylenchus
spp. oferece também dificuldade as moléculas quimicas encontrarem o alvo, isto vou visto por
Corte et al. (2014), uma vez que a ndo formacao do sitio de alimentagdo radicular prejudicou a
eficacia do controle quimico para este género. Todavia, a introducdo de bactérias no solo pode
garantir controle a longo prazo além do tratamento de sementes, em cana conforme citado por
Dinardo-Miranda, (2008) no verao o efeito dos nematicidas quimicos pode durar 90 dias apds
o plantio.

A reducdo da penetracdo de P. brachyurus em RT2 e OT1 nas raizes de soja pode ter
ocorrido, pelo fato de Bacillus spp. produzirem lipopeptideos ativos ou metabolitos secundarios
durante sua multiplica¢do que podem ter diferenciado sua composicao dos produtos comerciais.
Segundo Araujo (2018), bactérias do género Bacillus sdo rizobactérias que podem sintetizar
metabdlitos secundarios que interferem no ciclo dos nematoides e/ou transformam os

exsudados das raizes interferindo no processo de reconhecimento do nematoide a planta.

5. CONCLUSOES

O produto fermentado de Bacillus subtilis UFPEDA 764 (Rizos®) sob condi¢des
controladas de laboratorio reduz a penetragdo de P. brachyurus em raizes de soja analogo ao

fermentado de Onix® (Bacillus methylotrophicus UFPEDA20); superior aos produtos
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comerciais e fermentados de Bioimune® (Bacillus subtilis BV02) e Biobac® (Bacillus subtilis
Y1336) e também superior aos produtos comerciais Rizos® e Onix®. Todos os produtos
comerciais € seus respectivos fermentados reduzem a penetracdo de P. brachyurus em raizes

de soja quando comparados ao controle negativo (somente dgua esterilizada)
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ANEXO I

Tabela 2. Analises de varidncia do teste eficiéncia de controle de P. brachyurus em raizes
de soja para sele¢ao do produto comercial.

GL SQ oM Fc Pr>Fc
Tratamento 8 41.455 5.1819 3.9508 0.0019346
Residuo 36 47.218 1.3116
Total 44 88.674

CV =39,31%
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SEGUNDA PARTE

Estudo das variaveis temperatura (°C) e pH na multiplicacio liquida do produto biologico
comercial (Bacillus subtilis UFPEDA 764) em meios de cultura comerciais.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Selecao de variaveis para a multiplicacio liquida do produto semente

Para o estudo das varidveis significativas na multiplicacdo liquida do produto semente
Bacillus subtilis UFPEDA 764, foram selecionados meios de cultura destinados a multiplicagao
de Bacillus spp. nas propriedades. Sendo assim, elegeu-se por quantificagdo (item 2.2) das
amostras do produto fermentado pelos produtores in loco os meios de cultura utilizados na
multiplicagdo de Bacillus spp. que obtiveram maiores concentracdes de unidades formadoras
de colonia (UFC/mL) de bactérias endosporogénicas, de acordo com levantamento feito nos
agricultores do Mato Grosso. Foram selecionados os meios de cultura: Agropacceli; MSM +
Micronutriente e Multibacter. Os meios Agropacceli e Multibacter sdo os mais utilizados pelos
produtores de soja. Foi verificado nas empresas fabricantes dos meios de cultura que a
composi¢do ou matéria prima utilizada na fabricacdo dos mesmos ¢ segredo industrial sendo
esta informagao restrita da industria.

Neste estudo, para sele¢cdo das variaveis significativas aos diferentes meios de cultura
A; B; M (tabela 1) utilizou-se a técnica conhecida por Delineamento Composto Central
Rotacional (DCCR). Segundo Rodrigues e lemma (2014), as variaveis que obtém maiores
influéncias no processo sao selecionadas para novos estudos e otimiza¢ao, podendo entdo serem
empregadas. As variaveis estudadas temperatura(°C) e pH nas faixas propostas dessa pesquisa
correspondem os niveis praticados pelos agricultores na multiplicacdo de Bacillus spp. nas

propriedades.
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Tabela 1. Meios de cultura selecionados

Codigos Meio de cultura Fabricante Localizacao
A Agropacceli Agropacceli Campo Verde, MT
B MCM + Micronutrientes ~ Amazon Bioquim Primavera do leste, MT
M ~ Multibacter ~ Agrobiologica ~ Leme, SP.

Tabela 2. Apresenta as varidveis e seus valores codificados e reais estudados neste

planejamento.
Variavel Niveis
Codigo  -1,41 -1 0 1 1,41
Temperatura (°C) Xi 24,7 26 29 32 333
pH X3 5,8 6 6,6 7,2 7.4

Quadro 1. Matriz do DCCR

Ensaio

Tratamento i X2
1 -1 -1
2 1 -1
3 -1 1
4 1 1
5 -1,41 0
6 1,41 0
7 0 -1,41
8 0 1,41
9 0 0
10 0 0
11 0 0

*x; = temperatura (°C) e xo = pH

O produto comercial selecionado Bacillus subtilis UFPEDA 764 foi multiplicado em 11
ensaios para cada meio de cultura estudado por 48h em mesa de agitacdo orbital (TECNAL) a
200rpm. Primeiramente, preparou-se os meios de cultura em frascos de Erlenmeyer de acordo
com as concentracdes recomendadas (Quadro 2), fez-se a corre¢ao do pH aos niveis propostos
da variavel independente e levou-se a autoclave por 15 minutos a 121°C. Ap6s o resfriamento,
foram retirados 10mL de uma solucdo contendo o indculo Bacillus subtilis UFPEDA 764
(1,55x10'"°UFC/mL de bactérias totais e 2,53x10%UFC/mL de bactérias endosporogénicas) e
colocou-se em frascos de erlenmeyer autoclavados com 190mL de cada meio de cultura

estudado. Sendo assim, a taxa inicial da concentrag¢dao do in6culo no meio de cultura foi de 0,05.
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Estes, foram mantidos fechados com algodao e papel aluminio em mesa agitacdo orbital

(TECNAL) por 48h nas temperaturas propostas.

Quadro 2. Concentragdo utilizada dos meios de cultura selecionados nos erlenmeyer.

Meio de cultura | Micronutriente Sacarose | mL/agua
® (® ®
M Multibacter 2,85 1,9 190
A Agropacelli 1,52 190
B MCM 2,85 0,38 190

*recomendacdo das quantidades dos meios de cultura, de acordo com o fabricante.

Ao final das 48 h, coletou-se uma amostra de cada produto fermentado e realizou a
contagem de bactérias totais e endosporogénicas através do método de quantificagcdo de
bactérias totais e endosporogénicas “item 2.2

O teste de eficiéncia do controle de nematoides e a avaliagdo da penetragao do P.
brachyurus em raizes de soja, foram realizados seguindo o procedimento descrito no “item 2.3”
com onze amostras propostas na matriz do DCCR (Quadro 1) provenientes das fermentagdes

de cada meio de cultura (Multibacter; Agropacelli e MCM+MICRO).

2.2 Método de quantificacao de bactérias totais e endosporogénicas

A técnica de plaqueamento e contagem de colonias (UFC) em microgotas consistiu na
diluicdo seriada (10 até 10™*) em solugiio tamponada ou peptonada e no plaqueamento de 0,1l
de cada dilui¢ao em meio de cultura agar nutriente (ROMEIRO, 2007). Para a quantificacao de
células endosporogénicas, o mesmo processo de dilui¢do seriada foi feito, porém as amostras
ficaram por 12 minutos em banho-maria 4 80°C para eliminacgdo de células vegetativas. Apos a
gota secar, a placa foi mantida em estufa com temperatura de 28°C para crescimento das
colonias. Posteriormente (24 h), realizou-se a contagem de 3 a 30 col6nias em cada microgota
e se estimou a concentragao de bactérias. Foram plaqueadas quatro microgotas de cada amostra,

isto totalizou quatro repeti¢des.

2.3 Teste de eficiéncia de controle de Pratylenchus brachyurus

Efetuou-se, previamente o teste de germinagao e vigor conforme prescricdes da Regra

para Andlise de Sementes — RAS (BRASIL, 2009) nas sementes de soja da variedade



30

75174RSF/IPRO Dom Mario. As sementes de soja foram colocadas em profundidade
aproximada de 1,5cm em tubos falcon com 55mL de areia autoclavada e logo apds, tratadas
com onze tratamentos de cada meio de cultura (Multibacter; Agropacelli e
MCM+Micronutrientes), aplicou-se 20ul de cada fermentagdo com 140ul de 4gua esterilizada
por tubo falcon. Esta pesquisa foi conduzida em delineamento inteiramente casualizado (DIC),
cada parcela conteve uma planta e foram utilizadas seis parcelas por tratamento.

Os fermentados foram aplicados diretamente no substrato, simulando a aplicagdo no
sulco de plantio. O controle negativo consistiu na aplicagdo de agua autoclavada. Apos
aplicacdo dos tratamentos, as plantas foram mantidas a +28°C com irrigacdo de maneira a
manter a capacidade de campo.

O patogeno foi inoculado dez dias apos a montagem do teste. A extragdo da populacdo
pura de P. brachyurus foi baseado na metodologia de Coolen e D'Herde (1972). A suspensao
foi ajustada para a concentragdo de 200 espécimes de P. brachyurus para cada 1,5mL. As
espécimes do nematoide foram distribuidas em dois orificios de aproximadamente 2cm de
profundidade, proximos ao caule de cada planta, utilizando pipeta automatica.

A avaliacdo e o processo de coloragdo do P. brachyurus nas amostras ocorreu 16 dias
apods a inoculagdo, baseado na metodologia de Byrd et al. (1983) com adaptagdes. Fez-se a
pesagem da parte aérea verde; do sistema radicular e posteriormente da parte aérea seca das
plantas de soja. Para pesagem da parte aérea seca, esta foi levada a estufa de esterilizacdo e
secagem com ventilacdo de ar forgada a 70 °C, por 8h/dia. As amostras foram pesadas uma vez
ao dia até obterem peso constante e assim realizou-se o peso seco da parte aérea. A contagem
do nimero de Pratylenchus brachyurus penetrado por planta foi efetuada com auxilio de uma

lupa microscopio estereoscopio

3. RESULTADOS

3.1 Analises do DCCR (delineamento composto central rotacional)

Considerando o projeto rotativo composto central (DCCR; oito pontos axiais e trés
pontos centrais), com total de 11 ensaios e duas variaveis Temperatura e pH selecionadas para
este projeto fraciondrio, o nivel de significancia 0=0,10 foi utilizado as andlises DCCR. As
variaveis dependentes analisadas foram nimero de bactérias totais (UFC/mL) e bactérias
endosporogénicas (UFC/mL); peso verde da parte aérea (g); peso seco da parte aérea (g); peso

da raiz (g) e nimero de P. brachyurus penetrado por grama de raiz.
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O Quadro 3, demonstra os resultados obtidos para as seis variaveis respostas analisadas
no estudo com o meio de cultura Multibacter. Neste planejamento utilizou-se trés pontos

centrais, nos quais se estimou o valor do puro erro.

Quadro 3. Valores codificados e reais (entre parénteses) e valores experimentais

obtidos das variaveis respostas no DCCR para o meio de cultura Multibacter.

N° P.
PA PA P brachyurus
X1 X2 BT BE PV OS | RAIZ porgde
raiz
M1 -1 (26) -1 (6) 9,120 | 4,982 | 0,667 | 0,108 | 0,734 9,54
M2 1(32) -1 (6) 10,865 | 4,815 | 0,906 | 0,126 = 0,857 11,20
M3 -1 (26) 1(7,2) 8,785 | 5,612 | 0,604 0,114 0,689 4,36
M4 1(32) 1(7,2) 8,508 | 4,976 | 0,769 0,104 0,748 5,35

M5 | -1,41 (24,7) 0 (6,6) 8,982 4,472 0,901 0,121 0,577 4,04
M6 | 1,41 (33,3) 0 (6,6) 9,434 | 3,737 | 0,524 | 0,098 0,632 3,17

M7 0(29) -1,41 (5,8) 7,868 | 3,722 | 0,690 | 0,135 | 0,739 10,01
M8 0(29) 1,41 (74) 7,602 | 3,341 | 0,668 | 0,122 | 0,756 9,26
M9 0(29) 0 (6,6) 8,339 | 5,661 | 0,593 0,108 | 0,666 10,82
M10 0(29) 0 (6,6) 9,309 | 5,171 | 0,700 | 0,127 @ 0,652 3,45
Mi11 0(29) 0 (6,6) 8,771 |1 4,542 1 0,696 | 0,117 | 0,733 9,09

X1-temperatura(°C); X2-pH; Bactérias totais-BT (UFC/mL LOG10); bactérias endosporogénicas-BE (UFC/mL
LOG10); peso verde da parte aérea- PA PV (g); peso seco da parte aérea- PA PS (g); peso da raiz-P RAIZ (g);
numero de P. brachyurus penetrado na raiz- (N° P. brachyurus) e nimero de P. brachyurus penetrado por grama
de raiz (N° P. brachyurus por g de raiz).

De acordo com o quadro 3, observou-se no ensaio M6 a menor penetracdo do P.
brachyurus (3,17) por grama de raiz de soja em relagdo aos demais ensaios, nota-se também
que M6 conteve 3,737 UFC/mL LOGI10 de células endosporogénicas de Bacillus subtilis
UFPEDA 764. Em M2, ocorreu o maior peso de parte aérea verde e peso da raiz (0,906 g PA
PV e 0,857 g P RAIZ).

A partir da Tabela 3 da estimativa dos efeitos, observa-se que os valores de “p” das
varidveis Temperatura e pH ndo apresentaram significAncia nos modelos lineares e quadraticos
nos diferentes tratamentos para o numero de bactérias totais (BT) (p linear temp.= 0,265 ¢ p
linear pH = 0,155) (p quadratico temp.= 0,179 e p quadratico pH=0,256) (p interagao temp.
pH linear = 0,173) no meio de cultura Multibacter, ou seja, a hipotese Ho em que todos os
tratamentos sdo iguais é aceita a 0=0,10 para BT. De acordo com o R?= 65% (tabela 3) o modelo
com as variaveis independentes (temperatura e pH) ndo explicou a variacdo experimental que

foi observada nas respostas, sendo assim, houve falta de ajuste do modelo.
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Tabela 3. Efeitos estimativas da varidvel resposta BT (bactérias totais) utilizando o DCCR no

software Statistica para o meio de cultura Multibacter, R> = 65% e Puro Erro = 0,2365.

T=teste t de student. P=nivel de significancia (10%)

EFEITO | PUROERRO T (3) P 95% @ +95%
MEDIA 8,803 0,281 31,348 | 0,001 | 7,983 | 9,623
()TEMPERATURA (L) 0,528 0,344 1,532 0265 -0478 1,533
TEMPERATURA (Q) 0,835 0,411 2,032 | 0,179  -0,365 2,035
(2) PH (L) -0,769 0,344 2232 0,155 -1,775 0237

PH (Q) -0,647 0,411 1,573 | 0,256 -1,847 0,553

IL BY 2L -1,011 0,486 2,078 0,173 2,431 0,409

Para as variaveis resposta: bactérias endosporogénicas (BE) (tabela 4) (p linear temp.=
0,365 e p linear pH = 0,887) (p quadratico temp.= 0,512 e p quadratico pH=0,183) (p interacao
temp. e pH linear = 0,716). PA PV (Peso verde da parte aérea) (tabela 5) (p linear temp.= 0,532
e p linear pH = 0,310) (p quadratico temp.= 0,302 e p quadratico pH=0,546) (p interacdo temp.
e pH linear = 0,600). PA PS (Peso seco da parte aérea) (tabela 6) (p linear temp.= 0,458 ¢ p
linear pH = 0,306) (p quadratico temp.= 0,290 e p quadratico pH=0,418) (p interagdo temp. e
pH linear = 0,276). N° P. brachyurus por grama de raiz (tabela 7) (p linear temp.= 0,895 ¢ p
linear pH = 0,382) (p quadratico temp.= 0,368 e p quadratico pH=0,540) (p interagdo temp. e
pH linear = 0,939) também foi verificado que os valores de “p” sobre a Temperatura e pH nao
apresentaram significancia nos modelos lineares e quadraticos nos diferentes tratamentos. Em
BE 0 R2=29%; PA PV o0 R? = 12%; PA PS o R?>= 64% e N° P. brachyurus por grama de raiz

0 R?=55%, todos representam falta de ajuste do modelo.
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Tabela 4. Efeitos estimativas da varidvel resposta BE (bactérias endosporogénicas) utilizando
o DCCR no software Statistica para o meio de cultura Multibacter, R* = 29% e Puro Erro =

0,314.

EFEITO PUROERRO | T(3) | P -95,% +95,%

MEDIA 5,120 0,324 15,808 | 0,004 | 4,174 6,065

(1) TEMPERATURA (L) = -0,462 0,397 1,162 0,365 -1,622 0,698
TEMPERATURA (Q) = -0,374 0,474 0,790 0,512 -1,758 1,010
(2) PH (L) 0,064 0,397 0,161 0,887  -1,096 1,224

PH (Q) -0,951 0,474 2,006 0,183  -2,335 0,433

IL BY 2L -0,235 0,561 0,418 0,716  -1,873 1,403

T=teste t de student. P=nivel de significancia (10%)

Tabela S. Efeitos estimativas da varidvel resposta PA PV (peso verde da parte aérea) utilizando
o DCCR no software Statistica para o meio de cultura Multibacter, R? = 12% e Puro Erro =

0,0036.

EFEITO = PURO ERRO | T(3) P 95% | +95.%
MEDIA 0,663 0,035 18,891 | 0,003 | 0,560 | 0,765

() TEMPERATURA (L) | -0,032 0,043 0,749 0,532 -0,158 0,093
TEMPERATURA (Q) 0,071 0,051 1,379 | 0302 -0,079 = 0,221
(2) PH (L) -0,058 0,043 1,348 0,310 -0,184 0,068

PH (Q) 0,037 0,051 0,720 0,546  -0,113 0,187

IL BY 2L -0,037 0,061 0,617 0,600 -0215 0,140

T=teste t de student. P=nivel de significancia (10%)
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Tabela 6. Efeitos estimativas da variavel resposta PA PS (peso seco da parte aérea) utilizando
o DCCR no software Statistica para o meio de cultura Multibacter, R* = 64% e Puro Erro =

0,00089.

EFEITO | PUROERRO | T(3) P 95% | +95%

MEDIA 0,118 0,005 21,592 | 0,002 | 0,102 0,134
()TEMPERATURA (L) = -0,006 0,007 0,912 0458 -0,026 0,013
TEMPERATURA (Q) = -0,011 0,008 1,426 0,290  -0,035 0,012
(2) PH (L) -0,009 0,007 1,363 0,306  -0,029 0,010

PH (Q) 0,008 0,008 1,012 0418 -0,015 0,031

IL BY 2L -0,014 0,009 1,482 0,276 -0,042 0,014

T=teste t de student. P=nivel de significancia (10%)

Tabela 7. Efeitos estimativas da variavel resposta N° P. brachyurus por g/raiz utilizando o DCCR

no software Statistica para o meio de cultura Multibacter, R* = 55% e Puro Erro = 14,84.

EFEITO | PUROERRO | T(3) P -95,% +95,%

MEDIA 7,781 2,225 3,498 | 0,073 1,286 14,277

(1) TEMPERATURA (L) = 0,406 2,729 0,149 | 0895  -7,561 8,374
TEMPERATURA (Q)  -3,754 3,256 1,153 0368 | -13,261 5,753
(2) PH (L) -3,032 2,729 1,111 0,382 | -10,999 4,936

PH (Q) 2,385 3,256 0,732 | 05540  -7,122 11,892

IL BY 2L -0,335 3,853 0,087 0939  -11,586 10,916

T=teste t de student. P=nivel de significancia (10%)

O Quadro 4, demonstra os resultados obtidos das seis varidveis respostas analisadas para
o meio de cultura Agropacceli. Neste planejamento utilizou-se trés pontos centrais, nos quais

se estimou o valor do puro erro.
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Quadro 4. Valores codificados e reais (entre parénteses) e valores experimentais obtidos das

variaveis respostas no DCCR para o meio de cultura Agropacceli.

N° P.
brachyurus
X1 X2 BT BE PA PA P por g de

PV PS | RAIZ raiz

Al -1 (26) -1 (6) 6,438 | 5,414 | 0,694 | 0,246 1,026 5,68
A2 1(32) -1(6) 6,929 | 6,619 | 0,784 | 0,104 0,803 2,74
A3 -1 (26) 1(7,2) 6,433 | 6,258 | 0,536 | 0,898 | 0,638 11,36
A4 1 (32) 1(7,2) 9,945 | 9,945 | 0,812 | 0,127 | 0,715 8,39
AS | -1,41 (24,7) 0 (6,6) 9,933 | 9,933 | 0,621 | 0,196 | 0,425 17,63
A6 | 1,41(33,3) 0 (6,6) 8,321 | 6,508 | 0,609 @ 0,125 0,919 7,98
A7 0(29) -1,41(5,8) | 6,212 | 6,124 | 0,671 | 0,122 | 0,485 35,03
A8 0(29) 1,41 (7,4) 6,145 @ 5936 | 0,691 @ 0,110 | 0,908 4,59
A9 0(29) 0 (6,6) 6,413 | 5330 | 0,550 | 0,100 0,523 30,58
Al10 0(29) 0 (6,6) 10,329 | 7,639 | 0,696 | 0,112 0,947 20,07
All 0(29) 0 (6,6) 9,905 | 7,045 | 0,809 | 0,109 @ 0,830 15,67

X1-temperatura(°C); X2-pH; Bactérias totais-BT (UFC/mL LOG10); bactérias endosporogénicas-BE (UFC/mL
LOG10); peso verde da parte aérea- PA PV (g); peso seco da parte aérea- PA PS (g); peso da raiz-P RAIZ (g);
namero de P. brachyurus penetrado na raiz- (N° P. brachyurus) e nimero de P. brachyurus penetrado por grama
de raiz (N° P. brachyurus por g de raiz).

Conforme no Quadro 4, o ensaio A2 apresentou o menor numero de P. brachyurus
(2,74) por g de raiz em comparagdo aos outros ensaios. Nos ensaios do ponto central (29°C e
pH 6,6) foi observado grande variancia na penetragdo do fitonematoide e o segundo pior
resultado (A9 - 30,58 P. brachyurus por g de raiz) para esta variavel resposta.

Segundo as tabelas das estimativas dos efeitos, nota-se que, pelos valores de “p” das
varidveis Temperatura e pH, ndo houve significancia nos modelos lineares e quadraticos nos
diferentes tratamentos para o nimero de BT (bactérias totais) (tabela 8) (p linear temp.= 0,803
e p linear pH = 0,678) (p quadratico temp.= 0,946 ¢ p quadratico pH=0,260) (p interagdo temp.
e pH linear = 0,555). BE (bactérias endosporogénicas) (tabela 9) (p linear temp.= 0,987 e p
linear pH = 0,368) (p quadratico temp.= 0,272 e p quadratico pH=0,571) (p interagdo temp. e
pH linear = 0,409). PA PV (Peso verde da parte aérea) (tabela 10) (p linear temp.= 0,439 e p
linear pH = 0,805) (p quadratico temp.= 0,745 e p quadratico pH=0,837) (p interagdo temp. e
pH linear = 0,547). N° P. brachyurus por grama de raiz (tabela 11) (p linear temp.= 0,462 ¢ p
linear pH = 0,282) (p quadratico temp.= 0,162 e p quadratico pH=0,393) (p interagao temp. e
pH linear = 0,998). Para o meio de cultura Agropacceli, ou seja, a hipdtese Ho em que todos os
tratamentos sdo iguais € aceita a a=0,10.

De acordo com o R? foi verificado a falta de ajuste do modelo, em: BT — R2=51%; BE

—R?=35%; PV PA — R?=32%; N° P. brachyurus por g/raiz- R* =41%.
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Tabela 8. Efeitos estimativas da varidvel resposta BT (bactérias totais) utilizando o DCCR no

software Statistica para o meio de cultura Agropacceli, R>=51% e Puro Erro =4,61.

EFEITO | PUROERRO = T(3) P 95% | +95.%
MEDIA 8,883 1,241 7,159 | 0,019 | 5260 | 12,506
()TEMPERATURA (L) = 0,433 1,522 0,285 0,803  -4,010 4,877
TEMPERATURA (Q) 0,140 1,816 0,077 | 0,946 -5,163 5,443
(2) PH (L) 0,731 1,522 0,480 | 0,678 -3,713 5,175

PH (Q) -2,826 1,816 -1,556 0,260 -8,129 2,477

IL BY 2L 1,510 2,149 0,703 | 0,555  -4,765 7,786

T=teste t de student. P=nivel de significancia (10%)

Tabela 9. Efeitos estimativas da varidvel resposta BE (bactérias endosporogénicas) utilizando

o DCCR no software Statistica para o meio de cultura Agropacceli, R*=35% e Puro Erro =1,40.

EFEITO = PURO ERRO | T(3) P | 95% | +95%
MEDIA 6,672 0,692 9,639 | 0,011 | 4,651 8,693

(1) TEMPERATURA (L) = 0,016 0,849 0,019 0,987  -2,463 2,495
TEMPERATURA (Q) 1,523 1,013 1,504 | 0,272 | -1,435 4,481
(2) PH (L) 0,979 0,849 1,153 | 0,368  -1,500 3,458

PH (Q) -0,680 1,013 0,672 0,571 -3,638 2278

IL BY 2L 1,241 1,199 1,035 | 0,409 | -2,260 4,741

T=teste t de student. P=nivel de significancia (10%)
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Tabela 10. Efeitos estimativas da varidvel resposta PA PV (peso verde da parte aérea)
utilizando o DCCR no software Statistica para o meio de cultura Agropacceli, R = 32% e Puro

Erro =0,0167

EFEITO = PUROERRO | T(3) P 95.% | +95.%
MEDIA 0,685 0,075 9,162 | 0012 | 0,467 | 0,903
()TEMPERATURA (L) | 0,088 0,092 0,958 0439  -0,180 0,356
TEMPERATURA (Q) = -0,041 0,109 0,373 0,745  -0,360 0,279
(2) PH (L) -0,026 0,092 0,281 0,805  -0,293 0,242

PH (Q) 0,026 0,109 0,233 | 0837  -0,294 0,345

IL BY 2L 0,093 0,129 0,719 | 0,547  -0,285 0,471

T=teste t de student. P=nivel de significancia (10%)

Tabela 11. Efeitos estimativas da variavel resposta N° P. brachyurus por g/raiz utilizando o

DCCR no software Statistica para o meio de cultura Agropacceli, R* =41% e Puro Erro = 58.

EFEITO | PUROERRO = T(3) @ P -95,% +95,%
MEDIA 22,143 4,421 5,009 | 0,038 9,235 35,051

() TEMPERATURA (L)  -4,897 5,422 0,903 0,462 -20,731 10,936
TEMPERATURA (Q) | -14,035 6,470 2,169 0,162 -32,928 4,858
(2) PH (L) -7,920 5,422 1,461 0,282 -23,754 7,913

PH (Q) -6,989 6,470 -1,080 0,393 -25.882 11,905

IL BY 2L -0,017 7,657 0,002 0,998 -22,376 22,341

T=teste t de student. P=nivel de significancia (10%)

Conforme os resultados da variavel PA PS (peso seco da parte aérea) os valores de "p"
sdo significativos e a analise da variavel foi dada pelos coeficientes de determinagdo, os quais
sdo demonstrados na tabela 12. Nota-se, que o efeito da temperatura ¢ negativo ao aumento do
nivel inferior ao mais alto estudado no modelo linear. Ou seja, neste modelo quanto maior os
niveis da temperatura durante a fermentagdo menor sera o peso da parte aérea seca. Diferente
do modelo quadratico para a temperatura e do modelo linear e quadratico para pH, onde as
respostas demonstraram que a mudanga do menor nivel estudado das varidveis para o maior
nivel ha incremento de peso da parte aérea seca das plantas de soja. Contudo, uma analise de

variancia ndo ¢ gerada devido o R? ser 58%.
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Tabela 12. Coeficientes de regressao da variavel resposta PA PS (peso seco da parte aérea)
utilizando o DCCR no software Statistica para o meio de cultura Agropacceli, R*=58% e Puro

Erro = 0,0000386.
EFEITO | PURO ERRO T(@3) P -95,% | +95,%

MEDIA 0,106 0,004 29,648 | 0,001 | 0,096 | 0,117
()TEMPERATURA (L) | -0,127 0,002 -57,684 | 0,000  -0,133 | -0,120
TEMPERATURA (Q) 0,079 0,003 30,076 | 0,001 | 0,071 | 0,087
(2) PH (L) 0,083 0,002 37,508 | 0,001 0,076 | 0,089
PH (Q) 0,056 0,003 21,463 | 0,002 | 0,049 | 0,064
IL BY 2L -0,157 0,003 -50,634 | 0,000 -0,166 | -0,148

T=teste t de student. P=nivel de significancia (10%)

O quadro 5 demonstra os resultados obtidos das seis varidveis resposta analisadas para
o meio de cultura MSM+Micronutrientes. Neste planejamento utilizou-se trés pontos centrais,

0s quais se se estimou o valor do puro erro.

Quadro 5. Valores codificados e reais (entre parénteses) e valores experimentais obtidos das

varidveis respostas no DCCR para o meio de cultura MCM+Micro.

N° P.
brachyurus
X1 X2 BT BE PAPV  PA  PRAIZ porgde

PS raiz

B1 -1 (26) -1 (6) 6,311 4,058 | 0,673 | 0,130 0,386 20,73
B2 1(32) -1 (6) 7,700 | 5,194 | 0,734 | 0,081 0,604 8,27
B3 -1 (26) 1(7,2) 5,017 | 3,743 | 0,482 | 0,105 0,520 3,84
B4 1(32) 1(7,2) 6,972 | 5,657 | 0,703 | 0,083 0,428 17,54
B5 | -1,41(24,7) 0 (6,6) 7,221 5,037 | 0,815 | 0,099 0,642 4,67
B6 | 1,41(33,3) 0 (6,6) 7,459 3,306 | 0,731 | 0,110 0,855 3,90
B7 0(29) -1,41(5,8) | 7,795 | 5,864 | 0,724 | 0,114 0,651 3,46
B8 0(29) 1,41 (7,4) | 7,564 | 3,108 | 0,360 @ 0,141 0,230 37,04
B9 0(29) 0 (6,6) 7,096 3,175 | 0,661 | 0,074 0,775 5,59
B10 0(29) 0 (6,6) 7,714 1 3,306 | 0,383 | 0,098 0,626 4,26
B11 0(29) 0 (6,6) 9,290 | 5,343 | 0,537 | 0,103 0,435 21,15

X1-temperatura(°C); X2-pH; Bactérias totais-BT (LOG10 UFC/mL); bactérias endosporogénicas-BE (LOG10
UFC/mL); peso verde da parte aérea- PA PV (g); peso seco da parte aérea- PA PS (g); peso da raiz-P RAIZ (g);
numero de P. brachyurus penetrado na raiz- (N° P. brachyurus) ¢ nimero de P. brachyurus penetrado por grama
de raiz (N° P. brachyurus por g de raiz).

No quadro 5, observa-se no ensaio B7 o maior numero obtido de BE (5,864 LOG10
UFC/mL) de Bacillus subtilis UFPEDA 764 com a menor penetracao de 3,46 P. brachyurus por
grama de raiz, no que se refere aos demais tratamentos. Em B6, as plantas apresentaram o
sistema radicular com peso 0,855 g e penetragdo de 3,9 P. brachyurus por grama de raiz.

Verificou-se grande variagdo no ponto central deste estudo.
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[I¥e2]

Para o meio de cultura MSM+Micronutrientes, se analisou através do valor de “p” as
estimativas dos efeitos para as varidveis respostas BT (bactérias totais) (tabela 13) (p linear
temp.= 0,369 ¢ p linear pH = 0,539) (p quadratico temp.= 0,334 ¢ p quadratico pH=0,460) (p
interagdo temp. e pH linear = 0,826). BE (bactérias endosporogénicas) (tabela 14) (p linear
temp.= 0,875 ¢ p linear pH = 0,390) (p quadratico temp.= 0,735 ¢ p quadratico pH=0,558) (p
interacao temp. e pH linear = 0,826). PA PV (peso verde da parte aérea) (tabela 15) (p linear
temp.= 0,716 ¢ p linear pH = 0,202) (p quadratico temp.= 0,176 ¢ p quadratico pH=0,942) (p
interagdo temp. e pH linear = 0,624). PA PS (peso seco da parte aérea) (tabela 16) (p linear
temp.= 0,330 e p linear pH = 0,763) (p quadratico temp.= 0,729 e p quadratico pH=0,167) (p
interacdo temp. e pH linear = 0,494). N° P. brachyurus por grama de raiz (tabela 17) (p linear
temp.= 0,996 ¢ p linear pH = 0,273) (p quadratico temp.= 0,533 € p quadratico pH=0,330) (p
interacdo temp. e pH linear = 0,298). Estes também apresentaram valores de “p” para
temperatura e pH em que ndo houve significancia nos diferentes tratamentos. A hipotese Ho, é

aceita a a=0,10.

Tabela 13. Efeitos estimativas da variavel resposta BT (bactérias totais) utilizando o DCCR no

software Statistica para o meio de cultura MCM+Micro, R? = 44% e Puro Erro = 1,28025.

EFEITO | PUROERRO | T(3) P -95,% +95,%
MEDIA 8,038 0,653 12,304 | 0,007 | 6,130 9,945
()TEMPERATURA (L) 0,922 0,801 LI5S1 | 0369 @ -1,417 3,262
TEMPERATURA (Q) -1,208 0,956 1,263 0,334 -4,000 1,584
(2) PH (L) -0,589 0,801 0,735 0539  -2,928 1,751

PH (Q) -0,867 0,956 0,907 0,460  -3,659 1,925

1L BY 2L 0,283 1,131 0,250 0,826  -3,021 3,587

T=teste t de student. P=nivel de significancia (10%)

Tabela 14. Efeitos estimativas da variavel resposta BE (bactérias endosporogénicas) utilizando
0 DCCR no software Statistica para o meio de cultura MCM+Micro, R* = 23% e Puro Erro =
1,477.
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EFEITO = PUROERRO = T(3) P -95% +95%
MEDIA 3,940 0,702 5,614 | 0,030 | 1,891 | 5,989

(1) TEMPERATURA (L) 0,153 0,861 0,178 0,875 | -2,361 2,666
TEMPERATURA (Q) 0,400 1,027 0,389 0,735 | -2,599 3,399
(2) PH (L) -0,937 0,861 1,089 0390 -3451 1,576

PH (Q) 0,716 1,027 0,697 0,558 | -2,283 3,715

IL BY 2L 0,283 1,131 0,250 0,826 -3,021 3,587

T=teste t de student. P=nivel de significancia (10%)

Tabela 15. Efeitos estimativas da variavel resposta PA PV (peso verde da parte aérea)

utilizando o DCCR no software Statistica para o meio de cultura MCM+Micro, R = 70% e

Puro Erro =0,193.

EFEITO PURO ERRO T(3) P -95.,% +95.,%
MEDIA 0,527 0,080 6,563 0,022 0,293 0,761
(HTEMPERATURA (L) 0,041 0,098 0,419 0,716 -0,246 0,329
TEMPERATURA (Q) 0,242 0,118 2,060 0,176 -0,101 0,585
(2) PH (L) -0,184 0,098 -1,871 | 0,202 -0,472 0,103
PH (Q) 0,010 0,118 0,082 0,942 -0,333 0,353
IL BY 2L 0,080 0,139 0,573 0,624 -0,326 0,486
T=teste t de student. P=nivel de significancia (10%)
EFEITO = PURO ERRO T(3) P -95,% +95,%
MEDIA 0,091 0,009 10,365 0,009 0,066 0,117
(1))TEMPERATURA (L) @ -0,014 0,011 -1,278 0,330 -0,045 0,018
TEMPERATURA (Q) 0,005 0,013 0,398 0,729 -0,033 0,043
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(2) PH (L) 0,004 0,011 0,344 | 0,763 | -0,028 0,035
PH (Q) 0,027 0,013 2,127 0,167  -0,010 0,065
IL BY 2L 0,013 0,015 0,831 = 0,494  -0,032 0,057

Tabela 16. Efeitos estimativas da varidvel resposta PA PS (peso seco da parte aérea) utilizando
o DCCR no software Statistica para o meio de cultura MCM+Micro, R? = 40% e Puro Erro =
0,0002337.

T=teste t de student. P=nivel de significancia (10%)

Na tabela 17, foi verificado o valor puro erro muito alto devido a variacdo do ponto

central no do teste de penetragao do P. brachyurus.

Tabela 17. Efeitos estimativas da variavel resposta N° P. brachyurus por g/raiz utilizando o

DCCR no software Statistica para o meio de cultura MCM-+Micro, R* = 53% e Puro Erro =88.

EFEITO | PURO ERRO T(3) P -95,% +95,%

MEDIA 10,332 5,421 1,906 | 0,197 @ -5,498 26,163
(1)TEMPERATURA (L) 0,038 6,650 0,006 | 0,996 @-19,380 @ 19,455
TEMPERATURA (Q) -5,923 7,935 -0,746 | 0,533 | -29,093 | 17,248
(2) PH (L) 9,964 6,650 1,498 | 0,273 | -9,454 | 29,381

PH (Q) 10,135 7,935 1,277 | 0,330 @ -13,035 | 33,305

1L BY 2L 13,076 9,390 1,392 | 0,298 | -14,344 | 40,496

T=teste t de student. P=nivel de significancia (10%)

3.2 Comparacao da eficiéncia de Bacillus subtilis UFPEDA 764 multiplicado nos diferentes

meios de cultura comerciais.

Foi selecionado um tratamento de cada meio de cultura (Multibacter, Agropacceli e
MCM-+Micronutrientes) que demonstrou o menor numero de Pratylenchus brachyurus
penetrado por planta e assim realizou a comparagao das médias dos resultados com o controle
negativo do teste (somente agua esterilizada). De acordo com a figura 1, o tratamento A2 obteve
a menor penetracao (2,2 P. brachyurus penetrado por planta) do fitonematoide em comparagao
aos demais e reducdo de 91% da penetracdo em relacdo a média do controle negativo. O
Controle negativo apresentou 88% de variagdo da penetragdo sendo sua média de 25,49 P.
brachyurus penetrado por planta muito superior a média dos tratamentos que receberam a
aplicacdo de Bacillus subtilis UFPEDA 764 em M10 (média 3,44); B7 (média 2,61) e A2
(média 2,20).
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Figura 1. Comparagdo da média dos tratamentos do DCCR e do controle negativo para o teste

de penetracao de Pratylenchus brachyurus em raizes de soja.

CN

0,00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00 60,00
M10 A2 B7 CN
MEDIA 3,44 2,20 2,61 25,49

NUMERO DE P. brachyurus POR PLANTA

*Ensaios: M10 (Multibacter -29°C e pH 6,6); A2 (Agropacceli - 32°C e pH 6); B7 (MCM+Micronutriente -
29°C e pH 5,8) e CN (controle negativo — somente agua esterilizada).

4. DISCUSSAO

A segunda parte deste estudo, no DCCR para o meio de cultura Multibacter (quadro 3),
a producdo de metabolitos de Bacillus subtilis UFPEDA 764 pode estar proporcionando
controle e prote¢ao das plantas em M6 onde se tém 3,17 P. brachyurus por grama de raiz de
soja e somente 3,737 logio UFC/mL de células endosporogénicas. No ensaio M2, foi verificado
peso verde da parte aérea (PA PV) = 0,906 g; peso seco da parte aérea (PA PS) = 0,126 g; peso
da raiz (P RAIZ) = 0,857 g e também 11,20 P. bracyurus penetrado por g de raiz. Esta
caracteristica de plantas com sistema radicular vigoroso oferecendo maior volume de alimento
para o nematoide, tem sido observada em pesquisas relacionadas a texturas dos solos, a oferta
de agua em solos argilosos proporcionou melhor desenvolvimento de plantas, ganhos no
sistema radicular e acréscimo de ovos viaveis de fitonematoides (mesmo diminuindo sua
mobilidade) (ROCHA et al. 2006). Todavia, neste presente estudo a areia estéril foi utilizada
como substrato, porém o fator relacionado ao aumento do crescimento das plantas de soja (M2)
pode estar associado a influéncia de fitoreguladores produzidos por Bacillus (ARAUJO et al.,
2005) e por consequéncia maior area para penetracdo do P. brachyurus. O resultado do dano
causado a estas plantas poderia ser medido na produ¢do final do grao, pois plantas maiores e

vigorosas suportaram melhor ao ataque de fitonematoides e isto traz incremento em
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produtividade. Espécies do género Bacillus sdo utilizadas de forma a controlar biologicamente
doengas nos vegetais, sendo também, confirmado o efeito positivo desse grupo sobre a
produtividade das lavouras (YAO et al., 2006).

Cultivos de Bacillus onde valores de bactérias totais e bactérias endosporogénicas sdo
semelhantes, assim como encontrado no DCCR do meio de cultura Agropacceli (quadro 4) sdo
desejaveis por sugerir que o produto final (48 h) das multiplica¢des contém predominancia de
células endosporogénicas de Bacillus subtilis UFPEDA 764. Para o meio Agropacceli,
verificou-se nos ensaios plantas maiores com acréscimo da parte aérea verde; parte aérea seca
e peso de raiz, em relagdo aos ensaios com os meios Multibacter e MCM +micronutrientes. Em
estudo realizado com feijoeiro e solos esterilizados destacou-se a utilizagdo de B. subtilis como
bastante promissor a aumentar a nodulacao de raizes e promover o crescimento das plantas
transformado em ganhos de produtividade (LAZZARETTI E MELO, 2005). Pode-se destacar
os ensaios A2 e A8 como promissores a novos estudos para este meio de cultura em condigdes
de laboratorio.

Em B6 (33,3 °C e pH 6,6) (quadro 5) observou-se peso do sistema radicular 0,855 g e
apenas 3,90 P. brachyurus por grama de raiz. O pior resultado de N° P. brachyurus por grama
de raiz (37,4) ocorreu em B8 onde se encontra o menor niimero de bactérias endosporogénicas
3,108 logio UFC/mL. Voss (2013) aplicando diferentes concentracdes de suspensdo de células
de B. subtilis constatou efeito dos tratamentos, quanto maior a concentracao de células aplicada
houve diminuicdo gradativa da populacao de Meloidogyne incognita parasitando tomateiros.
Bacillus subtilis, também causaram dificuldades para nematoides localizarem raizes por causa
da producdo de compostos que alteraram os exsudatos do sistema radicular (SANTIAGO,
2015). Esta afirmacdo justifica as respostas encontradas na média dos tratamentos M10; A2;
B7 contendo Bacillus subtilis UFPEDA 764 multiplicado e controle negativo (somente agua
esterilizada) (figura 1).

As condigdes de cultivo de Bacillus interferem diretamente na resposta de controle a
fitoparasitas. Os metabotitos secundarios produzidos no final da fase exponencial de
crescimento da bactéria conhecidos particularmente como iturina, surfactina e fengicina
dependem para sua formagao de fatores de cultivo, como fornecimento de ar, temperatura; pH;
meio de cultura entre outros (AKPA et al., 2001). Em Bacillus subtilis onde se estudou os
lipopeptideos ciclicos, a surfactina foi secretada a temperaturas de 25 a 37 °C, de acordo com
Chen & Juang (2008). Os autores Sen e Swaminathan (2005) constataram que 37,4 °C foi a

temperatura 6tima para a produgdo de surfactina pelo B. subtilis DSM 3256.
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Contudo, Todos os trés meios de cultura demonstraram eficientes na multiplicagdo de
Bacillus subtilis UFPEDA 764 em condigdes controladas de laboratério. As temperaturas e pH
dos ensaios no DCCR podem ser recomendadas na multiplicagdo realizada pelos produtores na
fazenda, pois ndo houve diferencial significativo dos tratamentos ao nivel de significancia o=
0,10 para os meios de cultura comerciais estudados. O uso da temperatura de multiplicagdo com
valores menores a 34 °C ¢ recomendado por diminuir o risco de multiplicacdo de patdégenos
humanos. A distribui¢ao e comercializagao deve ser considerada no momento da decisdao do
produtor por qual meio de cultura utilizar, pois nem todos estdo disponiveis em todas regides e

em quantidades que consiga atender os produtores do estado.

5. CONCLUSOES

Os meios de cultura comerciais Multibacter, Agropacceli e MSM+Micronutrientes sao
eficientes na multiplicacdo do Bacillus subtilis UFPEDA 764 sob condi¢des controladas em
laboratorio nas temperaturas (24,7; 26; 29; 32 € 33,3 °C) e pH (5.8; 6; 6,6; 7,2 ¢ 7,4) do estudo.

Ocorre reducao da penetragdo de P. brachyurus em plantas de soja com a aplicagdo do
produto da multiplicagdo de Bacillus subtilis UFPEDA 764 nos meios de cultura Multibacter
(M10), Agropacceli (A2) e MSM+Micro (B7) em comparagdo ao controle negativo (somente

agua).
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