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RESUMO

Visando evitar o uso de defensivos quimicos de alta toxicidade o uso de microrganismos
antagonistas torna-se uma alternativa sustentdvel para o controle de nematoides. O Bacillus
subtilis, € uma rizobactéria cujo potencial nematicida vem sendo reportado na literatura, mas que
carece de estudos sobre sua atuacdo para culturas como o feijoeiro. O objetivo do trabalho foi
avaliar os efeitos de um produto comercial (p.c.) a base de Bacillus subtilis aplicado via
pulverizagéo foliar (PF) e via tratamento de sementes (TS) no controle de nematoides e sobre os
aspectos produtivos do feijoeiro. Tratamentos empregados: T1 - Controle; T2 - 20 kg ha™ de
carbofurano via sulco de semeadura; T3 - 350 mL ha™ do p.c. via TS; T4 - 350 mL ha™ do p.c. via
TS+ 1,0 L ha’ do p.c.via PF; T5 - 350 mL ha™ do p.c. via TS + 2,0 L ha™ do p.c. via PF; T6 - 1,0
L ha™ do p.c. via PF e T7 - 2,0 L ha™ do p.c. via PF. Avaliou-se: populacdo de nematoides;
nimero de vagens por planta, nimero de grdos por planta, nimero de grdos por vagem, massa de
100 gréos e produtividade. N&o foram observados resultados significativos quanto aos aspectos
produtivos do feijoeiro para todos os tratamentos. O Bacillus subtilis mostrou-se eficaz no
controle biolégico de nematoides (T3 e T7) aos 30 dias ap6s a semeadura da cultura, assim como
0 nematicida carbofurano (T2).

Palavras-Chave: Phaseolus vulgaris; Nematicida; Rizobactérias

INFLUENCE OF Bacillus subtilis IN NEMATODES BIOLOGICAL CONTROL AND
PRODUCTION ASPECTS OF BEAN

ABSTRACT

Aiming to avoid the use of highly toxic chemical pesticides, the use of antagonistic
microorganisms becomes a sustainable alternative for the control of nematodes. Bacillus
subtilis, a rhizobacterium whose nematicidal potential has been reported in the literature, but
which lacks studies on its performance for crops such as common bean. The objective of this
work was to evaluate the effects of a commercial product (c.p.) based on Bacillus subtilis
applied by foliar spraying (FS) and via seed treatment (ST) in nematode control and on
productive aspects of common bean. Treatments employed: T1 - Control; T2 - 20 kg ha™ of
carbofuran via sowing furrow; T3 - 350 mL ha™ of the c.p. via ST; T4 - 350 mL ha™ of the c.p.
via ST + 1.0 L ha™* of the c.p. via FS; T5 - 350 mL ha™ of the c.p. via ST + 2.0 L ha™* of the c.p.
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via FS; T6 - 1.0 L ha™ of c.p. via FS and T7 - 2.0 L ha™ of c.p. via FS. The nematode
population was evaluated; Number of pods per plant, number of grains per plant, number of
grains per pod, mass of 100 grains and productivity. There were no significant results regarding
the productive aspects of common bean for all treatments. Bacillus subtilis was effective in the
biological control of nematodes (T3 and T7) at 30 days after sowing, as well as nematicide

carbofuran (T2).
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INTRODUCAO

Os nematoides parasitas de plantas
(NPP)  sdo  organismos  altamente
especializados que habitam

preferencialmente a rizosfera. Sdo capazes
de utilizar diversas estratégias para infectar
diferentes orgdos da planta hospedeira
suprimindo defesas vegetais em beneficio
da sua alimentacdo e infectando
incialmente o sistema radicular, o que
dificulta 0 manejo e adocdo de medidas
efetivas de controle (HAEGEMAN et al.,
2012.; WUYTS et al., 2007.; JASMER et
al., 2003.; KERRY, 2000.; STIRLING,
1991 citado por MACHADO et al., 2012).

Os NPP sdo responsaveis por perdas
econbmicas expressivas na agricultura
mundial (SUN et al., 2014) e entre os
grupos estudados de maior impacto
econdmico estdo oS  endoparasitas
sedentarios, como Rotylenchulus
reniformis  (GANJI et al, 2013;
ROBINSON et al., 1997) e Meloidogyne
spp. (LEAL-BERTIOLI et al., 2016),
endoparasitas migradores, como
Pratylenchus spp. (VIEIRA et al., 2015,
JONES & FOSU-NYARKO, 2014) e
ectoparasitas migradores, como
Helicotylenchus spp. (DAVIS et al, 2004).
O atague de nematoides tem sido relatado
em muitas espécies de plantas cultivadas
(MACHADO et al., 2012), especialmente
culturas como a soja (DIAS et al., 2010), o
milho (CHIAMOLERA et al., 2012) e 0
feijoeiro (GARDIANO et al., 2012).

Ha tempos o controle quimico é
preponderante, com a aplicacdo de
nematicidas de elevado custo, limitada
disponibilidade e propensos a causar serios
danos ambientais e ao ser humano
(AKHTAR, M., & MALIK, 2000). Os
produtos mais utilizados para fins de

controle pertencem ao grupo dos
carbamatos, um dos formulados mais
toxicos ja registrados no pais (MACHADO
etal., 2012).

Dessa forma, o controle bioldgico
torna-se uma opc¢do sustentavel frente ao
combate convencional dos nematoides
(ARAUJO & MARCHESI, 2009,
COIMBRA & CAMPOS, 2005., FERRAZ
et al., 2010 citado por FERNANDES et al.,
2014). Muitos pesquisadores empenham-se
na busca por alternativas ndo quimicas de
controle utilizando microrganismos
antagbnicos aos agentes fitopatogénicos,
visando mitigar os danos causados a&s
plantas de interesse (COLLANGE et al.,
2011).

Neste contexto, as rizobactérias, em
especial, a espécie Bacillus subtilis, vem
tornando-se objeto de estudo (ARAUJO et
al., 2012.; SIDDIQUI et al., 2001,
SAHARAN, 2011), principalmente devido
a sua capacidade nematicida e como
promotora de crescimento de plantas
cultivadas (RAMAMOORTHY, 2001
MENA-VIOLANTE & OLALDE-
PORTUGAL, 2007), o que estimula o
emprego de novas estratégias a favor do
exercicio de wuma agricultura mais
sustentavel (ICHIWAKI, 2012).

Em razdo do feijoeiro (Phaseolus
vulgaris L.) ser uma das espécies mais
cultivadas no Brasil e fonte proteica
majoritaria de grande parte a populacdo de
baixa renda (MESQUITA et al.,, 2007),
com cultivares ainda muito suscetiveis ao
ataque de nematoides (BAIDA et al,
2011), faz-se necessario estudos que
apontem solugGes para cultura, de modo a
aliar alto rendimento agricola com a
manutengdo dos sistemas de cultivo sob
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diretrizes menos agressivas ao meio
ambiente.

O objetivo do presente trabalho foi
verificar os efeitos de um produto
comercial (p.c.) a base de Bacillus subtilis
aplicado via foliar e via tratamento de

MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi desenvolvida na area
da fazenda experimental da Faculdade de
Engenharia de Ilha Solteira - UNESP,
Municipio de Selviria, Mato Grosso do
Sul, MS, (55° 22’ de longitude Oeste de
Greenwich e 20° 22’ de Latitude Sul e
altitude de 335 metros). O solo é um
Latossolo Vermelho distréfico, argiloso
(EMBRAPA, 2013). Antes da instalacédo
do experimento, determinou-se 0s atributos
quimicos do solo, por meio da coleta de
amostras na camada de 0,00-0,20 m de
acordo com a metodologia descrita por
Raij et al. (1997) (Tabela 1). O clima,
conforme a classificacdo de Koppen é do
tipo Aw, com média anual de precipitacao
pluvial de 1.370 mm (ALVARES et al.,
2013). A temperatura média anual de 23,5
°C e umidade relativa do ar entre 70 e 80%
(CENTURION 1982.; INPE, 2016).
Realizou-se um levantamento periodico
dos dados de temperatura, precipitacdo
pluviométrica e umidade relativa obtidos
junto a estacdo meteorolédgica da Fazenda
de Ensino, Pesquisa e Extensdo

sementes em diferentes doses e modos de
aplicacdo, no controle biolégico de
nematoides comparado a um nematicida a
base de carbofurano, sobre os componentes
de producdo e produtividade do feijoeiro
de inverno.

(FEPE/UNESP) situada a 300 m da area
experimental. Na Figura 1 estdo
apresentados os  dados  climaticos
referentes a area de cultivo do feijoeiro nos
respectivos meses de conducdo da
pesquisa.

Quanto ao historico de cultivo, ndo
houve culturas precedentes ao feijoeiro de
inverno, sendo que a area experimental
permaneceu em pousio nas estacdes da
primavera, verdo e outono no ano agricola
de conducéo da pesquisa.

A instalacdo do experimento foi
realizada manualmente em 16 de junho de
2016 em sistema convencional de cultivo,
utilizando-se sementes de feijdo comum,
cv. BRS Estilo. O espacamento foi de 0,50
m com densidade de 15 sementes por
metro, visando uma populacdo de 240.000
plantas ha™, considerando um potencial
germinativo de 85%. As sementes
utilizadas foram tratadas com fungicida
carboxin + thiram na dose de 200 mL p.c.
100 kg™ de sementes.
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Figura 1. Dados mensais de precipitacdo pluviométrica, temperatura maxima, temperatura
minima e umidade relativa do ar, Selviria, MS, 2016.

Tabela 1. Andlise quimica do solo, profundidade de 0-0,20 m, antes da instalacdo do

experimento, Selviria, MS, 2016.

P resina MO pH K Ca Mg H+Al Al 5B cTCc WV
mg dm~ gdm~ CaCly cmole dm- (%)
25 22 50 045 18 12 35 02 345 695 50

A adubacdo de semeadura realizada
foi de 250 kg ha’ da férmula 4-30-10
sendo constituida de 22 kg ha® de N
(ureia), 75 kg ha® de P,Os (superfosfato
simples) e 42 kg ha® de K,O (KCI)
segundo as recomendagcGes Ambrosano et
al. (1997) para leguminosas. Em seguida,
aplicou-se uma lamina de agua distribuida
uniformemente por meio de um
equipamento de aspersao do tipo “canhdo”
hidraulico autopropelido, para promover a
germinacdo das sementes. Aos cinco dias
apos a semeadura, ocorreu a emergéncia
das plantulas.

No estadio  fenologico V4-3
(vegetativo com 3 folhas trifolioladas),
aplicou-se 60 kg ha™ de N (fonte ureia),
em area total. Em seguida aplicou-se uma
lamina d’4gua de 15 mm, visando
minimizar perdas por volatilizagdo
(COSTA et al., 2004). A suplementagéo

hidrica do feijoeiro foi realizada durante
todo ciclo. Para o controle de pragas,
doencas e plantas daninhas, foram
adotadas praticas usuais no manejo da
cultura.

@) delineamento experimental
utilizado foi o de blocos casualizados,
sendo que as unidades experimentais foram
constituidas por 6 linhas de 5 m de
comprimento, com &rea (til constituida
pelas duas linhas centrais, desprezando-se
0,50 m nas extremidades das linhas.
Trabalhou-se  com 7  tratamentos
empregados via tratamento de sementes
(TS) e via pulverizagdo foliar (PF) das
plantas de feijoeiro no estadio fenoldgico
V1 (vegetativo — emergéncia das
plantulas), com 4 repeticdes. Utilizou-se
um produto comercial (p.c.) a base de
Bacillus subtilis (1,0x 10° u.f.c de Bacillus
subtilis mL™) e um nematicida a base de
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carbofurano (FURADAN 350 CE®). Os
tratamentos consistiram em: T1 - Controle;
T2 - 20 kg ha' do i.a. carbofurano via
sulco de semeadura; T3 - 350 mL ha™ do
p.c.via TS; T4 - 350 mL ha™ do p.c.via TS
+1,0 L ha do p.c. via PF; T5 - 350 mL ha’
Y do p.c. via TS +2,0 L ha™ do p.c. via PF;
T6 - 1,0 L ha' do p.c. via PF; T7 - 20 L
ha' do p.c. via PF. No momento das
pulverizacdes foliares a temperatura do ar
estava entorno de 30 °C, com umidade
relativa de 60% (INPE, 2016).

Foram realizadas as seguintes
avaliacOes: (a) Populacdo de nematoides:
anterior a semeadura do feijoeiro coletou-
se 28 amostras de solo na area em cada
unidade experimental para constatar a
ocorréncia de nematoides, mediante analise
em laboratorio especializado. Constatou-se
a presenca de nematoides dos géneros
Pratylenchus spp., Helicotylenchus spp.,
Meloidogyne  spp. e a  espécie
Rotilenchulus reniformis. Aos 30 dias apds
a semeadura (DAS), coletou-se novas
amostras de solo proximo a raizes de
plantas com sintomas de ataque (reboleira),
e o0s dados foram comparados ao
tratamento  controle; (b) Populacdo
percentual de nematoides: calculou-se os
valores em porcentagem da populacdo de
nematoides de cada tratamento
considerando o tratamento controle (T1)
como 100% e comparando-o com 0S
demais tratamentos (T2, T3, T4, T5, T6 e
T7), obtendo-se assim, os valores médios
percentuais de populacdo de nematoides;
(c) Componentes de producéo: por ocasido

RESULTADOS E DISCUSSAO

Encontram-se expressos na Tabela 2
os dados médios obtidos para o nimero de
grdos por vagem, numero de vagens por
planta, numero de gréos por planta, massa
de 100 gréos, produtividade de gréos,
produtividade relativa, populacdo de
nematoides e populacgéo percentual.

Para os componentes de producéo e
produtividade, ndo houve diferenca
significativa (Tabela 2). De maneira geral,
observando-se o produto entre a populagdo

da colheita do feijoeiro realizada em 21 de
setembro de 2016, coletou-se 10 plantas de
cada  unidade  experimental  onde
determinou-se o numero de vagens por
planta, nimero de grdos por planta e
numero de graos por vagem; (d) Massa de
100 gréos: por ocasido da colheita, a partir
dos gréos obtidos das 10 plantas coletadas,
contou-se 100 grdos para determinacéo de
sua massa em balanca analitica de preciséo
0,0001 g; (e) Produtividade de gréos:
foram colhidas duas linhas da area util de
cada unidade experimental, onde as plantas
foram arrancadas e deixadas para secar em
terreiro de alvenaria e, em seguida,
submetidas a trilha semi-mecanizada em
trilhadora estacionéria.

Determinou-se a umidade dos gréos
com analisador portétil de umidade e
pureza (GEHAKA AGRI G650i®) e os
valores obtidos foram corrigidos para 13%
base Umida, com a produtividade de gréos
expressa em kg ha'; (f) Produtividade
relativa de grdos: a partir dos dados de
produtividade de gréos calculou-se a
porcentagem de produtividade de cada
tratamento, considerando o tratamento T1
como 100% e comparando-0 com 0S
demais tratamentos (T2, T3, T4, T5, T6 e
T7), obtendo-se assim, os valores médios
percentuais de produtividade de gréos.

Os resultados foram submetidos a
andlise de variancia, sendo que as médias
dos tratamentos foram comparadas pelo
teste de Scott-Knott a 5% de significancia,
Sisvar 5.6° (FERREIRA, 2011).

de plantas almejada (240.000 plantas ha™)
e 0 nimero de vagens por planta, grdos por
vagem e massa de 100 grdos, obtém-se um
valor de produtividade que ultrapassa em
média 2000 kg ha', o que ndo foi
verificado no presente trabalho.
Possivelmente as elevadas temperaturas
ocorridas no por ocasidao do florescimento
(Figura 1), resultaram em um elevado
abortamento de flores, afetando o0s
componentes de produgéo, principalmente
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0 numero de vagens por planta. Conforme
Portes  (1988), altas temperaturas
estimulam a taxa respiratdria, provocam a
reducdo no teor de amido e de acUcares,
sendo, possivelmente, as causas do baixo
“pegamento” e retengdo de vagens
verificado.

A produtividade de grdos obtida
mostrou-se similar a média nacional
registrada para o periodo de cultivo, de
aproximadamente 1000 kg ha® de gréos
(CONAB, 2016). Comumente em areas de
cerrado, os solos sdo &cidos e deficientes
em alguns nutrientes, tornando-se fator
limitante para rendimento  agricola
(FAGERIA & STONE, 2004, 1999).

Para os dados de produtividade
relativa, os tratamentos proporcionaram
aumento percentual na produtividade de
grios ha™ em relacéo ao controle, embora
nédo observado diferenca significativa.

Ocorreu  diferenca  significativa
(p<0,01) para os dados de populacdo de
nematoides, onde observou-se uma
capacidade de controle obtida para os
tratamentos T2, T3 e T7. Nota-se que 0 uso
do Bacillus subtilis via tratamento de
semente e via pulverizacdo foliar
apresentou um potencial nematicida tao
eficaz quanto o carbofurano, aos 30 dias
apos a semeadura do feijoeiro (Figura 2).
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Tabela 2. Nimero de grdos por vagem, nimero de vagens por planta, nimero de grdos por planta, massa de 100 gréos, produtividade de gréos,
produtividade relativa, populacdo de nematoides (Pratylenchus spp., Helicotylenchus spp., Meloidogyne spp. e espécie Rotilenchulus reniformis) e
populacdo percentual de nematoides (PN%) quantificados em amostras de solo 30 dias apds a semeadura (DAS) do feijoeiro, cv. BRS Estilo,
Selviria, MS, 2016.

Tratamentos I\I~0 N° I\~I0 M100 Produtiv~idade Produti\_/idade Populagéo dAe .
empregados graos_1 vagen_sl gréos . sementes de grais relativa nematoides PN ™ (%)
vagem planta planta 9) (kg ha™) (%) (30 DAS)
T1 351a 11,77 a 41,35a 25,87 a 1039,0 a 100,00 a 2531la 100,00 a
T2 3,17 a 9,90 a 31,90 a 24,04 a 1133,0 a 109,04 a 11,82 b 46,70 b
T3 3,44 a 13,45a 45,85 a 25,04 a 1227,0 a 118,02 a 12,64 b 49,94 b
T4 3,07 a 11,25a 35,92 a 25,02 a 1173,0 a 112,87 a 19,83 a 78,34 a
T5 3,19a 10,47 a 33,55a 24,99 a 11970 a 115,13 a 22,25 a 87,90 a
T6 3,46 a 10,40 a 36,25 a 24,10 a 1206,0 a 116,00 a 18,21 a 71,94 a
T7 2,78 a 10,50 a 29,22 a 25,13 a 1102,0 a 106,03 a 15,43 b 60,96 b
p>F 0,299 0,413 0,331 0,808 0,971 0,971 0,001 0,001
F calculado 1,32 1,07N 1,24 0,48"N° 0,20 0,20 6,37 ** 6,37 **
C.V. (%) 14,05 20,89 28,10 7,29 25,55 25,55 21,97 21,97

A= Dados transformados para raiz quadrada y + 0,5; ** - significativo a 1% pelo teste F; NS - n&o significativo pelo teste F; C.V. — coeficiente de
variacdo. As médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si conforme o teste de Scott Knott (p<0,05). Tratamentos empregados -
T1: Controle; T2: 20 kg ha™ do i.a. carbofurano via sulco de semeadura; T3: 350 mL ha™ do produto comercial (p.c.) a base de Bacillus subtilis via
tratamento de sementes (TS); T4: 350 mL ha™ do p.c.via TS + 1,0 L ha™ do p.c. via pulverizacio foliar (PF); T5: 350 mL ha™ do p.c. via TS + 2,0 L
ha™ do p.c. via PF; T6: 1,0 L ha™ do p.c. via PF; T7: 2,0 L ha™ do p.c. via PF.
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Figura 2. Populagdo percentual de nematoides avaliados em amostras de solo coletadas 30
DAS do feijoeiro, cv. BRS Estilo, na area experimental, Selviria, MS, 2016.

Para tratamento T2 (20 kg ha™* do i.a.
carbofurano) nota-se uma  reducdo
significativa na populacdo de nematoides
(Figura 2) dados que corroboram aos
descritos em trabalhos que relatam o
potencial de acdo carbofurano no controle
de nematoides (STEFFEN et al., 2012,
DIAS ARIEIRA et al., 2010.; DINARDO-
MIRANDA & GARCIA, 2002). Vale
ressaltar que o uso deste ingrediente ativo
visou comparar sua eficiéncia de controle
ao de um produto biolégico e menos
agressivo ao meio ambiente, j4 que o
carbofurano € descrito como extremamente
toxico segundo a classificacdo toxicoldgica
e ambiental do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (AGROFIT,
2016).

Quanto aos efeitos de reducdo na
populacdo de nematoides verificados nos
tratamentos T3 (350 mL ha™ do p.c. a base
de Bacillus subtilis via TS) e T7 (2,0 L ha™
do p.c. via PF), possivelmente, deve-se ao
comportamento endofitico da rizobacteéria,
em razdo da sua competéncia natural para
colonizar a rizosfera e adentrar em tecidos
vegetais, o que lhe confere maior potencial
de controle de patdgenos subterraneos
(ARAVIND et al., 2008). Acrescenta-se a
isto, a habilidade do Bacillus subtilis em

produzir endotoxinas de carater
nematicida, capazes de interferir no ciclo
de reproducdo, oviposicdo e eclosdo de
nematoides (MACHADO et al., 2012;
SHARMA & GOMES, 1996). Em relacéo
a aplicacdo do produto a base de Bacillus
subtilis em  cobertura  (T7), a
suplementacdo hidrica realizada ao longo
de todo ciclo do feijoeiro, possivelmente
facilitou a percolacéo das rizobactérias na
camada superficial do solo (ZILLI et al.,
2008) permitindo efeito verificado.

Em estudo realizado com Bacillus
subtilis na cultura do tomate (ARAUJO et
al., 2009) foi observado efeitos positivos
do tratamento biolégico na reducdo da
reproducdo do nematoide de galha
(Meloigogyne spp.) além de promover o
crescimento da cultura. Dados que
concernem com o verificado por Fernandes
et al., (2014) onde trabalhando com
microbiolizagcdo de sementes de tomateiro
utilizando Bacillus subtilis, observaram
uma reducdo em torno 60% no ndmero de
ovos de Meloigogyne icognita comparado
as sementes ndo tratadas. Contrario aos
dados obtidos neste trabalho, Vaz et al.,
(2011) verificaram que, a microbiolizagéo
de sementes com Bacillus subtilis néo
apresentou potencial de biocontrole de
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nematoides.

Efeitos similares aos observados no
presente trabalho com uma planta
leguminosa foram obtidos por Aradujo et al.
(2012), estudando a eficacia de diferentes
métodos e genotipos de soja no controle de
Meloidogyne spp., onde 0s pesquisadores

CONCLUSAO

N&o houve efeito dos tratamentos
empregados nos aspectos produtivos do
feijoeiro. O produto comercial a base de
Bacillus subtilis aplicado via tratamento de
semente (350 mL ha) e via foliar (2,0 L
ha), promoveu resultados significativos
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