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RESUMO

A soja € uma das principais commodities agricolas do Brasil; no entanto, sua
produtividade pode ser reduzida pela acdo de nematoides fitoparasitas, especialmente
Meloidogyne incognita, responsavel pela formagdo de galhas nas raizes e por
significativas perdas econdmicas. Diante das limitagbes dos métodos convencionais
de controle, agentes biologicos tém emergido como alternativas mais sustentaveis.
Nesse contexto, o presente estudo teve como objetivo avaliar a atividade biologica de
Bacillus velezensis sobre diferentes estagios de desenvolvimento de M. incognita, por
meio do uso de uma suspensao fermentada para o controle de juvenis de segundo
estadio (J2), bem como de suspensdes celulares e metabdlitos extracelulares de
diferentes cepas para a avaliagdo da eclosio de ovos, visando sua aplicabilidade no
manejo sustentavel da cultura da soja. O estudo foi conduzido no Laboratério de
Controle Biolégico Il da Universidade Tecnolégica Federal do Parana (UTFPR),
Campus Dois Vizinhos, e em um laboratério parceiro especializado em nematologia.
Ensaios in vitro de mortalidade de juvenis e eclosdo de ovos foram realizados
utilizando delineamento inteiramente casualizado, com quatro repeti¢des. Os dados
experimentais foram submetidos ao teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de
probabilidade. Os resultados demonstraram que B. velezensis induziu elevada
mortalidade de juvenis de M. incognita, indicando significativa atividade nematicida
sobre os estagios méveis do patdogeno. Entretanto, os tratamentos ndo apresentaram
efeito significativo sobre a eclosdo de ovos nas condi¢cdes avaliadas. Portanto, os
achados indicam o potencial de B. velezensis para o controle biolégico de M. incognita,
particularmente contra juvenis infectivos, destacando a necessidade de estudos
adicionais envolvendo concentragcdes, metodos de aplicagdo e disponibilidade
biolégica dos metabdlitos.

Palavras-chave: Fitonematoides; Antibiose; Nematicida Biolégico; Sustentabilidade.



ABSTRACT

Soybean is one of the main agricultural commodities in Brazil; however, its productivity
can be reduced by the action of plant-parasitic nematodes, especially Meloidogyne
incognita, which is responsible for the formation of root galls and significant economic
losses. Given the limitations of conventional control methods, biological agents have
emerged as more sustainable alternatives. In this context, the present study aimed to
evaluate the biological activity of Bacillus velezensis on different developmental stages
of M. incognita through the use of a fermented suspension for the control of second-
stage juveniles (J2), as well as cell suspensions and extracellular metabolites from
different strains to assess egg hatching, aiming at their applicability in the sustainable
management of soybean crops. The study was conducted at the Biological Control
Laboratory Il of the Federal University of Technology — Parana (UTFPR), at the Dois
Vizinhos Campus, and at a partner laboratory specialized in nematology. In vitro
assays of juvenile mortality and egg hatching were carried out using a completely
randomized design with 4 replications. The experimental data were subjected to the
Scott-Knott test at a 5% probability level. The results demonstrated that B. velezensis
induced high mortaly in M. incognita juveniles, indicating significant nematicidal activity
against pathogen's mobile stages. However, the treatments did not show a significant
effect on egg hatching under the evaluated conditions. Therefore, the findings indicate
the potential of B. velezensis for the biological control of M. incognita, particularly
against infective juveniles, highlighting the need for further studies involving
concentrations, application methods, and the biological availability of metabolites.

Keywords: Plant-parasitic nematodes; Antibiosis; Biological nematicide;
Sustainability.
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1 INTRODUGCAO

A soja (Glycine max) é uma das principais culturas agricolas do Brasil, sendo
responsavel por 25,13% do Produto Interno Bruto (PIB) do agronegécio e 5,4% do PIB
nacional em 2025 (CEPEA, 2025). Atualmente, o pais se destaca como o maior
produtor e exportador mundial de soja, com uma produgdo estimada em 171,54
milhdes de toneladas, cultivadas em uma area de aproximadamente 47,38 milhdes de
hectares na safra 2024/2025 (CONAB, 2025).

Dentre os fatores que limitam a produtividade da cultura, destaca-se o
nematoide-das-galhas, Meloidogyne incognita, considerado uma das espécies mais
problematicas e danosas para a cultura da soja, podendo causar perdas de 30% a
90% na produgao (Asmus, 2001). Em razao de seu amplo espectro de hospedeiros
(polifagia), a escolha de culturas para utilizacdo em sistemas de rotagao torna-se
extremamente limitada (Carneiro et al., 2019).

Além disso, as estratégias de manejo convencional, baseadas
predominantemente no uso de nematicidas quimicos, apresentam limitagdes
significativas como a baixa eficacia de controle mesmo apds repetidas aplicacées
(Dong & Zhang, 2006). O uso intensivo desses produtos também levanta
preocupacgdes ambientais, especialmente relacionadas a contaminagao do solo e da
agua, bem como aos impactos negativos sobre a microbiota benéfica do solo.

Nesse contexto, o controle biolégico de patdégenos destaca-se por ser uma
forma natural de controlar organismos patogénicos e auxiliar no crescimento da planta
(Melo, 2015). Dentre os agentes biolégicos, destaca-se o género Bacillus, que
compreende microrganismos amplamente distribuidos no ambiente e que podem
atuar tanto como rizobactérias promotoras de crescimento (PGPR), colonizando a
rizosfera, quanto como bactérias endofiticas, estabelecendo relagdes benéficas
dentro dos tecidos vegetais.

Entre os mecanismos de interagdo antagonistica utilizados por
microrganismos no controle bioldgico, destaca-se a antibiose, caracterizada pela
producdo de metabdlitos que exercem efeito inibitério ou danoso sobre outros
organismos (Bettiol, 1991). Nesse contexto, espécies de Bacillus velezensis tém sido
amplamente estudadas devido a sua capacidade de sintetizar metabdlitos
secundarios bioativos, que desempenham papel fundamental no controle de
fitopatdégenos.
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Dentre esses compostos, destacam-se os lipopeptideos ciclicos, como
surfactina, iturina e fengicina, amplamente associados a atividade antimicrobiana.
Esses metabdlitos atuam principalmente na desestabilizacdo da membrana celular
dos organismos-alvo, promovendo alteragbes estruturais que podem levar a lise
celular e a inibicdo do desenvolvimento dos patogenos (Kenfaoui et al., 2024).

Apesar dos avangos obtidos com o uso de agentes biolégicos no manejo de
fitonematoides, ainda existem lacunas quanto a eficiéncia de diferentes cepas de B.
velezensis e de seus metabdlitos extracelulares em distintos estagios do
desenvolvimento de M. incognita. Além disso, a compreensao da resposta de ovos e
juvenis infectivos a acdo desses agentes biolégicos pode contribuir para o
desenvolvimento de estratégias de controle mais eficientes para a cultura. Nesse
contexto, objetivou-se no presente trabalho avaliar a atividade biologica de B.
velezensis sobre diferentes estagios de desenvolvimento de M. incognita, por meio da
utilizacdo de uma suspensdo fermentada para o controle de juvenis de segundo
estadio (J2) e de suspensdes e metabdlitos extracelulares provenientes de diferentes
cepas para avaliagdo da eclosdo de ovos, visando sua aplicagdo em estratégias de

manejo do nematoide das galhas na cultura da soja.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial nematicida de Bacillus velezensis e de seus metabdlitos
secundarios no controle de Meloidogyne incognita, visando a sua aplicagdo no manejo

sustentavel da cultura da soja.

2.2 Objetivos especificos
e Cultivar cepas de B. velezensis para obtencdo do microrganismo e de seus
metabdlitos secundarios;
e Realizar a extragdo de M. incognita a partir de amostras de raizes;
e Determinar a atividade nematicida de uma suspensao fermentada de B.
velezensis sobre juvenis de segundo estadio (J2) de M. incognita;
e Avaliar o efeito de suspensdes celulares e metabdlitos extracelulares de

diferentes cepas de B. velezensis sobre a eclosdo de ovos de M. incognita;
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3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 Importéncia econdémica e social da cultura da soja

A soja (Glycine max), pertencente a familia das leguminosas (subfamilia
Fabaceae), € uma planta anual, de porte ereto e herbaceo, com reprodugao
predominantemente autégama. Suas caracteristicas morfolégicas apresentam
variagdes, influenciadas principalmente por fatores ambientais, afetando aspectos
como o ciclo, que pode variar entre 75 e 200 dias, e a altura, que oscila de 30 até 200
cm, 0 que impacta também o numero de ramificagdes (Muller, 1981).

A cultura da soja é uma das principais commodities agricolas produzidas no
mundo, sendo importante tanto para a economia nacional quanto para a internacional,
sendo essencial na alimentagdo humana, na nutricdo animal e na produgdo de
biocombustiveis (Favoreto et al., 2019). A sua produgao no Brasil teve inicio com a
introdugdo dos primeiros materiais genéticos no estado da Bahia, em 1882. No
entanto, essas cultivares ndo estavam adaptadas as baixas latitudes (12°S), o que
comprometeu seu desenvolvimento inicial na regido (Dall’Agnol, 2011). O cultivo
comercial s6 se estabeleceu entre as décadas de 1920 e 1940, no estado do Rio
Grande do Sul, onde as condigdes climaticas eram mais favoraveis. A partir da década
de 1970, o principal desafio passou a ser o desenvolvimento de cultivares adaptadas
as regiodes tropicais e subtropicais do pais (Gazzoni, 2018). Esse avanco foi possivel
gracas a incorporacao de genes que retardam o florescimento mesmo sob condigdes
de fotoperiodo indutor, conferindo as plantas um periodo juvenil prolongado
(Carpentieri-Pipolo; Almeida; Kiihl, 2002).

Atualmente, o Brasil € o maior produtor e exportador de soja do mundo. De
acordo com dados da Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB), a safra de
2024/2025 registrou uma producdo estimada de 171,54 milhdes de toneladas,
cultivadas em uma area de aproximadamente 47,38 milhdes de hectares (CONAB,
2025). As regides Sul e Centro-Oeste concentram os principais estados produtores
de soja no Brasil, com destaque para o Mato Grosso, lider nacional, responsavel por
cerca de 28.8% da producdo. Também se destacam os estados do Parana, Rio
Grande do Sul, Goias e Mato Grosso do Sul (CONAB, 2025). Ja o estado da Bahia,
que enfrentou dificuldades em sua primeira tentativa de cultivo, atualmente dedica
cerca de 1,7 milhdao de hectares a soja, apresentando uma das maiores produtividades
do pais (Gazzoni; Dall’Agnol, 2018).
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Apesar da elevada importancia econémica da cultura da soja, diversos fatores
podem comprometer seu potencial produtivo, destacando-se as doengas causadas
por fungos, bactérias, virus e nematoides. Essas enfermidades podem reduzir
significativamente a produtividade e a qualidade dos gréos, sendo sua ocorréncia e
severidade influenciadas pela interagdo entre hospedeiro, patégeno e ambiente
(Hosseini, 2023; Bradley, 2021).

Além desses desafios, o0 setor sojicola brasileiro enfrenta uma dupla pressao:
a demanda crescente por maior produtividade e a exigéncia de produzir com 0 menor

impacto ambiental possivel (Gazzoni, 2018).

3.2 Meloidogyne incognita - Nematoide das galhas

O nematoide-das-galhas, Meloidogyne incognita, € uma das espécies mais
importantes para a cultura da soja no Brasil, sendo frequentemente associada a areas
anteriormente cultivadas com café ou algodao (Dias et al., 2010). Uma vez introduzido
na lavoura, sua erradicagcao é praticamente inviavel, o que torna indispensavel a
adocao de estratégias de manejo integrado e continuo (Machado; Silva; Ferraz, 2021).

Diante desse cenario, entender os aspectos biolégicos e os mecanismos de
sobrevivéncia desse patdgeno € essencial para estabelecer praticas de controle mais
eficientes. M. incognita pertence ao género Meloidogyne, caracterizado por apresentar
elevada capacidade reprodutiva e ampla adaptacdo a diferentes condi¢des
ambientais, caracteristicas que favorecem sua persisténcia em areas agricolas (Silva
et al., 2014).

3.2.1 Ciclo de vida e estratégias de sobrevivéncia

Espécies como M. incognita apresentam reprodugcédo predominantemente
partenogenética, ndo havendo necessidade de fecundagao para a formagao dos ovos.
Essa estratégia contribui para a rapida multiplicagdo populacional e para o
estabelecimento do nematoide em diferentes condigbes ambientais (Leroi; Jones,
1998).

Complementando essas estratégias, destaca-se a formagao de massas de
ovos envoltas por uma matriz gelatinosa secretada pelas fémeas, localizadas

internamente ou externamente as raizes. Essa estrutura confere protecao contra
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dessecacgao, variagdes ambientais e inimigos naturais. Em condi¢des de déficit hidrico
prolongado, pode ocorrer a desidratagdo dessa matriz, levando a interrupgao
temporaria do desenvolvimento embrionario, o que permite a sobrevivéncia dos ovos
por periodos prolongados no solo (Ferraz, 2001).

Além dos mecanismos descritos anteriormente, estudos demonstram que M.
incognita apresenta outras estratégias relacionadas a sua sobrevivéncia e
permanéncia em areas agricolas. Entre essas caracteristicas, destaca-se a ampla
gama de hospedeiros alternativos, incluindo diferentes espécies de plantas daninhas,
o que favorece a manutengao do ciclo bioldgico do patégeno durante os periodos de
entressafra, contribuindo para sua disseminagao e persisténcia mesmo sob praticas
de rotagdao de culturas com espécies nao hospedeiras (Oliveira; Carregal, 2023).
Essas adaptacbes ampliam a capacidade de estabelecimento do nematoide em
diferentes condi¢cdes ambientais e dificultam seu manejo.

O ciclo do nematoide-das-galhas envolve quatro estadios juvenis (J1, J2, J3
e J4) até a fase adulta. O desenvolvimento inicia-se com a deposi¢cao dos ovos em
massas gelatinosas produzidas pela fémea, nas quais ocorre o desenvolvimento
embrionario até a formacao do juvenil de primeiro estadio (J1). Ainda no interior do
ovo, ocorre a primeira ecdise, originando o juvenil de segundo estadio (J2), que
corresponde a fase infectiva (Ferreira, 2003).

Apos a eclosdo, os juvenis de segundo estadio (J2) podem permanecer
temporariamente na massa de ovos ou migrar para o solo, deslocando-se em busca
do sistema radicular da planta hospedeira. A penetragao ocorre, geralmente, na regiao
da coifa. No interior da raiz, os juvenis migram entre e através das células até
estabelecerem um sitio de alimentagdo permanente, tornando-se sedentarios
(Pinheiro, 2022). Nesse local, induzem a formacdo de células gigantes
multinucleadas, responsaveis pelo fornecimento continuo de nutrientes, resultando no
espessamento dos tecidos e na formagao de galhas, que podem ser observadas
poucos dias apos a infecgao (Pinheiro; Lopes, 2011).

Apods o estabelecimento do sitio de alimentagdo, os nematoides tornam-se
totalmente dependentes dessa estrutura para completar seu desenvolvimento.
Ocorrem, entao, mais trés ecdises, originando os estadios juvenis J3 e J4, inicialmente
com formato alongado. Durante esse processo, as fémeas sofrem acentuadas
modificagdes morfoldgicas, tornando-se globosas, com formato semelhante a uma

péra, e permanecem sedentarias no interior das raizes. Os machos, por sua vez,
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passam por metamorfose a partir do estadio J4, adquirem o formato vermiforme, ndo
se alimentam e abandonam as raizes, tornando-se méveis no solo (Dadazio, 2015).
O ciclo de vida do nematoide-das-galhas completa-se em cerca de 22 a 30
dias, sendo diretamente influenciado pela temperatura do solo. As condi¢gdes 6timas
situam-se entre 25 e 30 °C. Temperaturas superiores a 40 °C ou inferiores a 5 °C
reduzem significativamente suas atividades vitais, podendo interrompé-las (Ferraz,
2001). Essa caracteristica, associada as estratégias de sobrevivéncia e a eficiéncia
na infec¢cdo das raizes, dificulta o manejo do patégeno e refor¢ca a importéncia do

desenvolvimento de métodos de controle, como o uso de agentes biologicos.

3.2.2 Distribuicdo geografica e variabilidade genética

Os nematoides do género Meloidogyne estdo entre os principais
fitonematoides de importancia agricola mundial, apresentando ampla distribuicdo em
regides tropicais e subtropicais. Dentre as espécies, M. incognita destaca-se pela
elevada ocorréncia em diferentes sistemas agricolas, sendo frequentemente
associado a areas anteriormente cultivadas com café ou algodao, além de sistemas
de sucessao como soja-algodao e soja-milho (Teixeira, 2013).

No Brasil, sua ocorréncia é registrada em diversas regides produtoras,
incluindo o norte do Rio Grande do Sul, sudoeste e norte do Parana, sul e norte de
Sao Paulo, além do sul do Tridngulo Mineiro. Na regidao Centro-Oeste, o problema tem
se intensificado, com relatos de danos severos em lavouras nos estados de Mato
Grosso do Sul e Goias (EMBRAPA, 2010).

Além da ampla distribuicdo geografica, populagbes de M. incognita podem
apresentar variabilidade genética relacionada a diferencas em caracteristicas
biologicas e fisiologicas. Entre essas caracteristicas, destaca-se a ocorréncia de
diferentes racas fisiolégicas em populagdes de M. incognita, incluindo as racas 1, 2, 3
e 4, identificadas por meio de plantas hospedeiras diferenciadoras, podendo
influenciar a especificidade de hospedeiros e a agressividade sobre as cultivares, o
que pode resultar em diferentes respostas frente as estratégias de manejo utilizadas.
Essa variabilidade representa um fator importante para a persisténcia do patégeno em
areas agricolas e pode interferir na eficiéncia de métodos de controle, especialmente

os baseados em resisténcia genética (Carneiro et al., 2003).
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Nesse contexto, a ampla distribuicdo associada a variabilidade genética de M.
incognita evidencia a complexidade do patdégeno e os desafios relacionados ao seu

manejo em areas de produgao agricola.

3.2.3 Culturas hospedeiras e mecanismos de disseminagao

O nematoide-das-galhas, M. incognita apresenta ampla capacidade de
parasitismo, podendo infectar diversas espécies vegetais de interesse agricola. Essa
caracteristica representa um dos principais fatores relacionados a sua importancia
econbmica, uma vez que a presenca de diferentes hospedeiros contribui para a
manutencdo e multiplicacdo das populacbes do nematoide em areas cultivadas
(Zanella et al., 2005).

A adocdo da rotagdo de culturas como estratégia de manejo apresenta
limitagdes no caso das meloidoginoses, em razdo do elevado grau de polifagia das
espécies de Meloidogyne, o que restringe as alternativas viaveis de substituicdo da
cultura principal (Silva, 2020). Espécies como tremoco, lablab, feijao-de-porco,
ervilhas e ervilhacas ndo sdo recomendadas para areas infestadas, e o cultivo do
milho pode favorecer o aumento populacional de M. incognita (Silva, 1996).

No Brasil, a disseminagao de M. incognita foi intensificada pelo transporte de
mudas, especialmente de culturas perenes como o café, embora populagdes ja
estivessem presentes em areas de vegetacado nativa (Silva, 1996). Considerando a
limitada capacidade de deslocamento ativo desses nematoides no solo, sua dispersao
ocorre predominantemente de forma passiva, por meio da movimentacdo de
particulas de solo contaminado. Esse processo pode ocorrer por meio da agua da
chuva ou da irrigagao, de implementos e maquinas agricolas, além da agado de animais
e do proprio homem. Destaca-se, ainda, o papel das mudas contaminadas como
principal via de disseminacéao a longas distancias, contribuindo significativamente para
a introdugao do patégeno em novas areas (Pinheiro; Pereira, 2013).

Nesse contexto, a ampla gama de hospedeiros associados aos mecanismos
de disseminacéao favorece a permanéncia e a expansao de M. incognita em diferentes
sistemas agricolas, dificultando seu controle e aumentando sua importancia

fitossanitaria.

3.2.4 Sintomatologia na cultura da soja
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Em soja, as plantas parasitadas por M. incognita caracterizam-se
principalmente pela formagao de galhas radiculares em numero e tamanho variaveis,
dependendo da suscetibilidade da cultivar e da densidade populacional do nematoide
presente no solo (Pinheiro; Pereira, 2013). Essas estruturas podem ocorrer tanto nas
raizes secundarias (radicelas) quanto na raiz principal, sendo esta ultima uma
caracteristica frequentemente observada na cultura da soja.

Em infecgdes severas, o sistema radicular pode apresentar intenso
atrofiamento, reduzuindo-se a uma massa de galhas coalescentes, comprometendo
significativamente seu desenvolvimento (Ferraz et al., 2001). No interior dessas
estruturas localizam-se as fémeas do nematoide, que apresentam coloragao branco-
pérola e formato semelhante ao de uma pera (Dias et al., 2010).

As alteragbes promovidas no sistema radicular comprometem a absorgéo de
nutrientes e a translocagcdo de agua para a parte aérea da planta, resultando em
reducdo do crescimento vegetativo e menor desenvolvimento das plantas (Tihohod,
2000). Em decorréncia desse comprometimento fisiolégico, podem ocorrer sintomas
como murcha, amarelecimento, redugdo do vigor e desenvolvimento limitado da
cultura (Pinheiro; Pereira, 2013).

No campo, os sintomas geralmente manifestam-se na forma de reboleiras
irrequlares compostas por plantas raquiticas, cloréticas e com desenvolvimento
desuniforme. Em alguns casos, as folhas podem apresentar manchas cloréticas ou
necroses entre as nervuras, caracterizando o aspecto conhecido como folha “carijo”.
Durante a fase reprodutiva, também podem ocorrer intenso abortamento de vagens e
amadurecimento precoce das plantas (Dias et al., 2010). Em condi¢des de estresse
hidrico, como periodos de veranico durante a fase de enchimento de gréaos, os danos
tendem a ser intensificados, podendo resultar em redugdes significativas no

desenvolvimento e na produtividade da cultura (Ferraz et al., 2001; Dias et al., 2010).

3.2.5 Manejo e limitagbes dos métodos convencionais de controle

O manejo de M. incognita em areas agricolas apresenta elevada
complexidade devido a sua ampla distribuicdo, elevada capacidade reprodutiva e
persisténcia no solo. Em razdo dessas caracteristicas, sua erradicacdo torna-se
praticamente inviavel, sendo necessaria a adogao de estratégias integradas de

manejo visando reduzir as populagdes do patégeno e minimizar os danos a cultura.
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Entre as estratégias utilizadas, a rotagcdo de culturas destaca-se como uma
pratica empregada para reduzir as populagdes de nematoides presentes no solo.
Porém, sua eficiéncia pode ser limitada, uma vez que grande parte das espécies
cultivadas pode atuar como hospedeira dos nematoides-das-galhas. Além disso, o
cultivo prévio de espécies suscetiveis e a presenca de plantas daninhas podem
favorecer a reprodugdo e a sobrevivéncia do patodgeno, dificultando a redugéo
populacional em areas infestadas. (Dias, 2010).

Outra alternativa empregada no manejo consiste na utilizagado de cultivares
resistentes. A Embrapa Soja desenvolveu materiais com resisténcia a determinadas
espécies e ragas de nematoides-das-galhas, incluindo as cultivares BRS282 e
BRS256RR, resistentes a M. incognita e M. javanica, além da cultivar BRS260,
resistente a M. incognita e moderadamente resistente a M. javanica (EMBRAPA,
2021). No entanto, a existéncia de diferentes racas fisioldgicas de M. incognita pode
limitar a eficiéncia dessa estratégia, uma vez que determinadas cultivares apresentam
resisténcia apenas a populagdes especificas do patégeno.

Frequentemente também se recorre ao controle quimico. Entretanto, o uso de
nematicidas quimicos vem sendo cada vez mais limitado devido a elevada toxicidade,
ao risco de contaminagédo ambiental, ao alto custo, a baixa disponibilidade em paises
em desenvolvimento e a reducgao da eficacia apés aplicagdes repetidas (Dong; Zhang,
2006).

Diante das limitagdes observadas nos métodos convencionais de controle,
estratégias alternativas tém despertado crescente interesse, especialmente aquelas
baseadas no uso de agentes biologicos. O emprego de microrganismos antagonistas
apresenta potencial para auxiliar no manejo de M. incognita, contribuindo para
sistemas produtivos mais sustentaveis. O manejo bioldgico se apresenta como uma
alternativa viavel e promissora, por reduzir os impactos ambientais associados ao uso
intensivo de produtos quimicos e contribuir para a diminuicdo de residuos no

ambiente, favorecendo sistemas produtivos mais sustentaveis (Strom et al., 2020).
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3.3 Controle Biolégico de Nematoides Fitopatogénicos

O controle bioldgico consiste na reducédo da populagdo de um patégeno por
meio da ag&o de outro organismo vivo, geralmente um microrganismo, que atua por
mecanismos como parasitismo, predagcdo, competicdo ou antibiose (Venzon et al.,
2005). Entre os principais agentes utilizados nesse tipo de controle destacam-se
bactérias e fungos antagonistas, além de outros organismos capazes de interferir no
desenvolvimento e na sobrevivéncia dos fitonematoides (Rossini, 2021).

Segundo Soares (2006), o controle biolégico apresenta vantagens em relagéo
aos metodos quimicos convencionais, destacando-se o menor impacto ambiental, a
reducao do risco de contaminagao por residuos quimicos e a menor probabilidade de
selecdo de populagbes resistentes. Além disso, essa estratégia contribui para a
manutengao do equilibrio da biota do solo e tem se mostrado compativel com sistemas
de produgao mais sustentaveis.

Diversos estudos demonstram o potencial de microrganismos no manejo de
nematoides fitopatogénicos. Katch et al. (2017), ao avaliarem isolados de Trichoderma
spp., observaram que quatro deles foram eficientes na redugcdo da penetragao de
Pratylenchus brachyurus em raizes de soja, além de promoverem mortalidade de
nematoides em condi¢cbes in vitro. Esses resultados evidenciam o potencial do
controle bioldégico como alternativa promissora para o manejo de fitonematoides em

sistemas agricolas.

3.4 Género Bacillus spp. como Agente de Biocontrole

As bactérias do género Bacillus destacam-se como um dos grupos
bacterianos mais promissores no controle biolégico de nematoides fitopatogénicos,
especialmente em culturas de importancia econédmica, como a soja. Sua relevancia
esta relacionada a elevada capacidade de adaptacao e colonizacdo de diferentes
ambientes, incluindo o solo, a rizosfera e a superficie vegetal (Monnerat et al., 2020).

Os microrganismos desse género sao Gram-positivos, possuem metabolismo
aerobio obrigatdrio ou facultativo, produzem a enzima catalase e apresentam notavel
capacidade de sobrevivéncia em condi¢coes ambientais adversas. Essa caracteristica
esta associada a formacao de enddsporos, estruturas que permitem sua persisténcia

em situa¢cdes como déficit hidrico e temperaturas elevadas (Madigan et al., 2016).
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O potencial de biocontrole das espécies de Bacillus esta relacionado a
multiplos mecanismos de ag¢do. Dentre eles, destaca-se a produgdo de toxinas,
antibioticos e enzimas hidroliticas, como quitinases e proteases, capazes de atuar
sobre estruturas externas dos nematoides. Além disso, essas bactérias podem atuar
por meio da competicdo por espacgo e nutrientes na rizosfera, bem como pela inducao
de resisténcia sistémica na planta hospedeira. Esses mecanismos atuam de forma
combinada, dificultando a sobrevivéncia, a multiplicagdo e o processo de infec¢cao dos
fitonematoides (Machado et al., 2012; Page et al., 2019).

Em estudo desenvolvido por Araujo, Silva e Araujo (2002), a aplicagao de
calda contendo Bacillus subtilis no tratamento de sementes de soja reduziu
significativamente a eclosdo de juvenis de Heterodera glycines em ensaios
conduzidos in vitro, quando comparada aos exsudatos radiculares n&o tratados. Os
autores também observaram redug¢ao na capacidade de orientagcdo do nematoide em
direcdo as raizes da soja, evidenciando o potencial do género Bacillus no manejo

bioldgico de fitonematoides.

3.4.1 Bacillus velezensis

B. velezensis € uma bactéria Gram-positiva, de morfologia bacilar,
pertencente ao complexo B. subtilis. Anteriormente, diversas cepas dessa espécie
eram classificadas como Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum, até que
estudos taxondmicos mais recentes propuseram sua reclassificagdo com base em
analises genémicas e filogenéticas (Fan et al., 2018; Khan et al., 2020; Zaid et al.,
2022).

Essa espécie apresenta elevada capacidade de adaptacéo e de colonizagao
da rizosfera, caracteristicas que favorecem sua atuagao como agente de biocontrole
em sistemas agricolas. Além disso, B. velezensis possui genes relacionados a
formacéao de biofilmes, mecanismo importante para sua permanéncia e interacdo com
o ambiente radicular das plantas (Krober et al., 2016).

Estudos gendmicos demonstram que B. velezensis apresenta um genoma
altamente especializado na producdo de metabdlitos secundarios com atividade
biolégica, incluindo compostos associados a supressdo de microrganismos

fitopatogénicos. Estima-se que aproximadamente 8,5% do genoma dessa espécie
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esteja relacionado a biossintese desses metabdlitos, evidenciando seu importante
papel ecoldgico na rizosfera (Fan et al., 2018).

Devido a sua capacidade de colonizagado, sobrevivéncia e produgao de
compostos bioativos, B. velezensis tem sido amplamente estudado quanto ao seu
potencial de aplicagdo no controle bioldgico de fitopatdbgenos e na promogéo do

crescimento vegetal (Ye et al., 2018).

3.4.2 Metabodlitos secundarios de Bacillus velezensis

O potencial antimicrobiano de B. velezensis € atribuido a producido de
compostos bioativos, como lipopeptideos, surfactantes e enzimas. Os mecanismos
moleculares associados ao biocontrole exercido por B. velezensis envolvem a
producdo coordenada de multiplos compostos antimicrobianos, sendo os
lipopeptideos considerados a classe de metabdlitos mais importante devido aos
diferentes espectros de acado apresentados por suas familias (Caulier et al., 2019).
Dentre os lipopeptideos produzidos por B. velezensis, destacam-se surfactinas,
fengicinas e iturinas.

As iturinas apresentam mecanismo de agao associado a interacdo com
membranas celulares de organismos-alvo, promovendo desorganizacédo da bicamada
lipidica e aumento da permeabilidade celular. Esse processo pode ocasionar
extravasamento de componentes intracelulares e comprometimento da integridade da
célula-alvo (Maget-Dana; Ptak, 1990).

As surfactinas destacam-se pela elevada capacidade biossurfactante,
reduzindo a tensao superficial e promovendo alteragcbes na permeabilidade de
membranas bioldgicas. Além disso, estudos relatam atividade antimicrobiana, antiviral
e potencial participacdo nos mecanismos de antagonismo microbiano exercidos por
espécies de Bacillus spp. (Mnif; Ghribi, 2015). Ja as fengicinas constituem outro
importante grupo de lipopeptideos produzidos por B. velezensis, sendo
de organismos fitopatogénicos (Deleu et al., 2005).

Além dos lipopeptideos, espécies de Bacillus podem produzir enzimas
extracelulares, como proteases, quitinases e lipases, capazes de degradar estruturas
externas de diferentes organismos-alvo. Em fitonematoides, esses compostos podem
atuar sobre a cuticula dos juvenis e estruturas associadas aos ovos, comprometendo

a motilidade, viabilidade e desenvolvimento dos nematoides (Zhang et al., 2020).
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Dessa forma, a producdo de metabdlitos secundarios por B. velezensis
representa um importante mecanismo associado ao potencial biolégico da espécie no

manejo de fitonematoides e outros fitopatdgenos de importancia agricola.
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4 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em duas etapas. A primeira foi realizada no
Laboratério de Controle Bioldgico Il da Universidade Tecnologica Federal do Parana
(UTFPR), Campus Dois Vizinhos, onde foram conduzidos o cultivo das cepas de
Bacillus velezensis e a obtengdo dos metabdlitos secundarios.

A segunda etapa foi desenvolvida no laboratério Agronema, em Londrina,
Parana, para onde foram enviados os tratamentos contendo as cepas bacterianas e
os metabdlitos obtidos na UTFPR. Nessa etapa, foram realizados os procedimentos
de extracao dos ovos de Meloidogyne incognita e os ensaios de eclosao e mortalidade

in vitro.

4.1 Cultivo das cepas de Bacillus velezensis e obtengdao dos metabdlitos
secundarios

As cepas de B. velezensis utilizadas no experimento pertencem a colegcéo de
culturas do Laboratério de Controle Biolégico Il da UTFPR — Campus Dois Vizinhos,
sendo previamente isoladas e preservadas pelo laboratorio.

Para a obtencdo da cultura bacteriana e producdo dos metabdlitos
secundarios, as cepas foram cultivadas em meio liquido LB (Luria-Bertani), composto
por 5 g L™ de NaCl, 10 g L™ de triptona e 5 g L™ de extrato de levedura. O pH do
meio foi ajustado para 7,5 antes da inoculacao, utilizando-se solu¢des de NaOH (1 M)
ou HCI (1 M), conforme necessario.

Posteriormente, foram adicionados 200 mL do meio de cultura em frascos
Erlenmeyer, que foram autoclavados para esterilizagdo. Apos o resfriamento do meio,
foram inoculados seis discos contendo o crescimento bacteriano previamente obtido
em placas de Petri. Os frascos foram vedados com algodao hidréfobo e papel Kraft e,
em seguida, incubados em agitador orbital (shaker), a 150 rpm, temperatura, a 25 °C
e na auséncia de luz, por sete dias.

Apbés o periodo de incubagédo, foram retirados 7,5 mL da suspensao
bacteriana de cada Erlenmeyer, transferidos para tubos tipo Falcon e submetidos a
centrifugacgéo refrigerada a 4000 rpm por 10 minutos. Em seguida, em camara de fluxo
laminar, o sobrenadante foi filtrado utilizando membrana Millipore® com poros de 0,22
Mm de didmetro, acoplada a seringa estéril, visando a obtencdo dos metabdlitos

extracelulares livres de células bacterianas. A Figura 1 apresenta o processo de



28

filtracdo esterilizante utilizado para obtengdo dos metabdlitos secundarios de B.

velezensis.

Figura 1 — Processo de obtencdo dos metabdlitos extracelulares de Bacillus
velezensis por filtragao esterilizante. (A) Filtragdo do sobrenadante em camara de fluxo

laminar. (B) Detalhe da membrana Millipore® de 0,22 ym acoplada a seringa estéril.

(A) 8

Fonte: Autoria prépria (2026)

Tanto os metabdlitos obtidos quanto as suspensdes contendo células
bacterianas foram acondicionados em tubos Falcon e enviados ao laboratério da
empresa Agronema, em Londrina — PR, para realizagdo dos ensaios biologicos. Os
tratamentos utilizados no ensaio de ecloséo in vitro estdo descritos no Quadro 1, e os

do ensaio de mortalidade in vitro, no Quadro 2.

Quadro 1 - Descrigao dos tratamentos utilizados no ensaio de eclosao in vitro de

Meloidogyne incognita.

Tratamento Descrigao
T1 Agua destilada esterilizada
T2 Nematicida quimico llevo®
T3 Nematicida a base de metabdlitos secundarios
T4 Metabdlitos da cepa BC 002
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T5 Metabdlitos da cepa BC 006
T6 Metabdlitos da cepa BC 007
T7 Metabdlitos da cepa BC 004
T8 Suspenséo celular da cepa BC 002
T9 Suspensao celular da cepa BC 006
T10 Suspensao celular da cepa BC 007
T11 Suspenséo celular da cepa BC 004

Fonte: Autoria prépria (2026)

Quadro 2 - Descri¢ado dos tratamentos utilizados no ensaio de mortalidade in vitro de

Meloidogyne incognita.

Tratamento Descricao
T1 Agua destilada esterilizada
T2 Suspenséo celular da cepa BC 002

Fonte: Autoria prépria (2026)

A cepa BCO002 foi selecionada para o ensaio de mortalidade de juvenis em
funcdo de resultados preliminares obtidos pelo grupo de pesquisa, nos quais esse
isolado apresentou atividade nematicida promissora sobre diferentes géneros de
fitonematoides, incluindo Meloidogyne, Pratylenchus e Heterodera. Dessa forma,
optou-se por aprofundar a avaliacao de seu efeito sobre juvenis de segundo estadio
(J2) de M. incognita. Paralelamente, o ensaio de eclosédo de ovos foi conduzido com
diferentes cepas de B. velezensis e seus respectivos metabdlitos extracelulares,
visando investigar a variabilidade bioldgica entre isolados e identificar possiveis
diferencas na atividade sobre esse estagio do ciclo do nematoide.

4.2 Extragao dos ovos e obtengao de juvenis de Meloidogyne incognita
Os ovos de M. incognita foram obtidos a partir de raizes de plantas infectadas

contendo galhas visiveis. Inicialmente, as raizes foram lavadas em agua corrente para



30

a remogao do solo aderido e, posteriormente, fragmentadas em liquidificador em
segmentos de aproximadamente 1 cm.
A extracao dos ovos foi realizada conforme metodologia adaptada de Hussey
e Barker (1973). Os fragmentos radiculares foram submetidos a agitacdo em solugéo
de hipoclorito de sédio, preparada a partir da diluigdo de agua sanitaria comercial
(2,5%) em agua destilada, durante aproximadamente quatro minutos. Em seguida, a
suspensao foi vertida em conjunto de peneiras de 230 e 500 mesh, realizando-se
lavagem abundante com agua corrente. Os ovos retidos na peneira de 500 mesh
foram coletados e utilizados nos ensaios bioldgicos.
Para a obtencéo dos juvenis de segundo estadio (J2) destinados aos ensaios
biolégicos de motilidade e mortalidade, a suspensao de ovos retida na peneira de 500
mesh foi transferida para um sistema de eclosdo baseado no método do funil de
Baermann (1917) (Figura 2A). Os ovos foram depositados sobre papel filtro
calandrado disposto em tela submersa em agua no interior do funil (Figura 2B),
evitando-se a formagao de bolhas de ar. O sistema permaneceu em incubacgao e, apos
o periodo de eclosdo (72 horas a temperatura ambiente (25 £ 2°C)), os juvenis (J2)
que migraram ativamente através do filtro foram coletados na porgéao inferior do tubo
de borracha acoplado ao funil. Parte da suspensao contendo ovos obtidos na extracao
foi utilizada diretamente na montagem dos ensaios de eclosado conduzidos em tubos

de ensaio.
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Figura 2 — Sistema de obteng¢ao de juvenis de segundo estadio (J2) de Meloidogyne
incognita utilizando o método do funil de Baermann. (A) Sistema de eclosdo montado para
obtencgao dos juvenis. (B) Suspensao de ovos depositada sobre papel filtro calandrado no

interior do funil.

Fonte: Autoria prépria (2026)

4.3 Ensaio de eclosao in vitro

Para a avaliagao do efeito dos tratamentos sobre a eclosdo de ovos de M.
incognita, realizou-se inicialmente a quantificacdo dos ovos viaveis em camara de
Peters, padronizando-se a suspensao para a concentracdo de aproximadamente 100
ovos mL~'. A Figura 3 apresenta o procedimento de quantificagdo dos ovos, incluindo
a transferéncia de uma aliquota de 1 mL da suspenséo inicial para a camara de Peters

(A) e a realizagao da contagem em microscoépio éptico (B).
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Figura 3 — Procedimento de quantificagdo de ovos de Meloidogyne incognita em
camara de Peters. (A) Transferéncia da suspensao de ovos para a camara de Peters. (B)

Realizagdo da contagem em microscépio 6ptico.

(A) ; (B)

Fonte: Autoria propria (2026)

Os tratamentos foram preparados considerando a equivaléncia das doses
recomendadas para tratamento de sementes na cultura da soja, adotando-se o
volume padrao de calda correspondente a 500 mL para 100 kg de sementes. Para o
tratamento contendo o nematicida comercial a base de metabdlitos de Burkholderia
rinojensis, utilizou-se a dose recomendada pelo fabricante, correspondente a diluigdo
de 60 mL do produto comercial em 440 mL de agua destilada, totalizando 500 mL de
calda. Os tratamentos contendo metabdlitos e suspensdes celulares das cepas de B.
velezensis foram preparados proporcionalmente ao tratamento comercial, mantendo-
se o0 mesmo volume final de calda adotado para os demais tratamentos, de modo a
padronizar a equivaléncia das doses aplicadas.

A unidade experimental foi estabelecida considerando-se a equivaléncia a
dose destinada ao tratamento de uma semente de soja, de forma que cada tubo de
ensaio correspondeu a uma unidade experimental individual. Para cada tubo, aplicou-
se 1 pL da respectiva calda de tratamento, previamente diluido em 4 mL de agua
destilada esterilizada. Cada unidade experimental foi constituida por um tubo de
ensaio contendo 1 mL da suspensao com aproximadamente 100 ovos viaveis de M.
incognita, acrescido de 4 mL do respectivo tratamento (1 uL calda), totalizando volume

final de 5 mL por unidade experimental. Posteriormente, os tubos foram vedados com
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filme plastico de PVC e acondicionados em incubadora tipo BOD, mantida a
temperatura de 27 + 1 °C, na auséncia de fotoperiodo.

As avaliagbes da eclosio dos juvenis foram realizadas aos 7 e 14 dias apés
a instalagao do experimento, mediante quantificagdo dos juvenis eclodidos em cada

unidade experimental.

4.4 Ensaio de mortalidade in vitro de juvenis de Meloidogyne incognita

Para avaliacdo do efeito nematicida de B. velezensis sobre juvenis de M.
incognita, foram utilizados tubos de ensaio como unidades experimentais, contendo 1
mL de suspensado com aproximadamente 100 juvenis de segundo estadio (J2) do
nematoide, os quais foram previamente quantificados em cadmara de Peters, conforme
procedimento apresentado anteriormente na Figura 3.

Posteriormente, foram adicionados 4 mL da suspensdo bacteriana de B.
velezensis, na concentragao de 1 x 10® enddsporos mL™", preparada considerando
dose equivalente a 500 mL ha™ e volume de calda correspondente a 100 L ha™. O
tratamento controle foi constituido por agua destilada esterilizada contendo apenas a
suspensao de juvenis de M. incognita, sem adicdo da bactéria. Apds a instalagao do
experimento, os tubos de ensaio foram acondicionados em incubadora tipo BOD,
mantida a 27 °C, na auséncia de fotoperiodo, permanecendo incubados por 48 horas.

Decorrido o periodo de incubagao, foram realizadas as avaliacbes de
mortalidade dos juvenis. Os juvenis foram classificados em trés categorias: vivos,
moribundos e mortos, de acordo com os critérios apresentados no Quadro 3.
Considerados vivos aqueles que apresentaram motilidade ativa e movimentagao
normal durante a avaliagdo. Os individuos classificados como moribundos foram os
que apresentaram corpo parcialmente estendido, pouca movimentagdo, movimentos
lentos ou espasmadicos. Consideram-se mortos 0s juvenis que apresentavam corpo

retilineo e auséncia de movimento.
Quadro 3 - Classificagao dos juvenis de Meloidogyne incognita quanto a motilidade e

postura corporal.

Categoria Motilidade Postura corporal

Vivo Ativa Sinuosa/curvada
Moribundo Reduzida Parcialmente estendida
Morto Ausente Reta

Fonte: Autoria propria (2026)
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4.5 Analise estatistica

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado, com
quatro repeticdes por tratamento. Os dados obtidos nos ensaios de eclosdo e
mortalidade foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), sendo as médias
comparadas pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade. As analises estatisticas

foram realizadas utilizando o software RBio (Bhering, 2017).
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Eficiéncia bioldégica de Bacillus velezensis sobre a mortalidade de
Meloidogyne incognita

Os resultados referentes ao efeito de Bacillus velezensis sobre juvenis de

segundo estadio (J2) de Meloidogyne incognita encontram-se apresentados na Figura
4.

Figura 4 - Percentual de juvenis vivos (A), mortos (B) e moribundos (C) de Meloidogyne
incognita submetidos ao tratamento com Bacillus velezensis.
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Fonte: Autoria prépria (2026)

Populagao de nematoides (%)

Observou-se que o tratamento contendo B. velezensis promoveu redugao
significativa da porcentagem de juvenis vivos e aumento da mortalidade, quando
comparado a testemunha, pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

O tratamento com a bactéria apresentou 75% de mortalidade dos juvenis,
enquanto a testemunha apresentou apenas 11%. Além disso, verificou-se aumento
da porcentagem de juvenis moribundos no tratamento contendo B. velezensis,
sugerindo possivel efeito subletal dos compostos produzidos pela bactéria sobre a

mobilidade e viabilidade dos nematoides. As alteragdes morfoldgicas e de motilidade
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observadas nos juvenis submetidos aos tratamentos encontram-se ilustradas na

Figura 5.

Figura 4 — Aspectos morfolégicos e comportamentais de juvenis de segundo estadio
(J2) de Meloidogyne incognita observados durante as avaliagbes de mortalidade in vitro. (A)
Juvenil vivo apresentando formato sinuoso e motilidade ativa. (B) Juvenil moribundo
apresentando redugao da motilidade e alteragao parcial da postura corporal. (C) Juvenil morto

apresentando corpo retilineo e auséncia de movimentagao.

(B) ’ % - (© .3

Fonte: Autoria propria (2026)

Os coeficientes de variagdo observados foram de 9,85% para juvenis vivos,
10,35% para mortalidade e 23,82% para moribundos, indicando adequada precisao
experimental. Os resultados obtidos demonstram o potencial nematicida de B.
velezensis sobre juvenis de M. incognita, indicando possivel produgao de compostos

bioativos com acgao toxica ao nematoide.

5.2 Eficiéncia biolégica de Bacillus velezensis e seus metabdlitos secundarios
sobre a eclosao de Meloidogyne incognita
A eclosdo de juvenis de segundo estadio de M. incognita submetidos aos

diferentes tratamentos aos 7 e 14 dias encontra-se apresentada na Tabela 1.
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Tabela 1 — Percentual de inibigdo de eclosdo de juvenis de segundo estadio de Meloidogyne
incognita submetidos aos diferentes tratamentos aos 7 e 14 dias.

Tratamentos 7 dias 14 dias
Agua destilada 0,72b 0,35b
esterilizada
Nematicida quimico 0,99 a 0,98 a
llevo®
Nematicida a base de 0,72b 0,35b
metabdlitos secundarios
Metabdlitos da cepa BC 0,66 b 0,41b
002
Metabdlitos da cepa BC 0,60b 0,26 b
006
Metabdlitos da cepa BC 0,80b 0,29b
007
Metabdlitos da cepa BC 0,72b 0,44 b
004
Suspensao celular da 0,71b 0,26 b
cepa BC 002
Suspenséo celular da 0,70 b 0,22 b
cepa BC 006
Suspensao celular da 0,74 b 0,32 b
cepa BC 007
Suspenséo celular da 0,66 b 0,33b
cepa BC 004
CV (%) 14,14 27,14

* Médias seguidas pela mesma letra na coluna, nao diferem entre si pelo teste de Scott knott a
5% de probabilidade.
Fonte: Autoria prépria (2026)

Observou-se que apenas o tratamento quimico (T2) diferiu estatisticamente
dos demais tratamentos, apresentando maior eficiéncia no controle da eclosédo de M.
incognita. As diferengas observadas entre os tratamentos também puderam ser
verificadas visualmente durante as avaliagdes microscopicas (Figura 5). No

tratamento quimico, observou-se predominancia de ovos sem ecloséo, enquanto nos
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tratamentos contendo metabdlitos e suspensdes celulares de B. velezensis foram
frequentemente observados juvenis de segundo estadio (J2) eclodidos, apresentando

formato sinuoso caracteristico e motilidade ativa.

Figura 5 — Aspectos microscopicos da eclosdo de Meloidogyne incognita submetido a
diferentes tratamentos in vitro. (A) Ovos sem ecloséo observados no tratamento quimico. (B)
Juvenil de segundo estadio (J2) eclodido apresentando formato sinuoso e motilidade ativa em
tratamento contendo Bacillus velezensis.

(A) (B)

Fonte: Autoria propria (2026)

Os tratamentos contendo cepas prospectadas de Bacillus velezensis e seus
metabdlitos secundarios ndo diferiram estatisticamente da testemunha pelo teste de
Scott-Knott a 5% de probabilidade.

O tratamento contendo metabdlito comercial também nao apresentou
diferenca significativa em relagdo a testemunha nas condi¢gdes avaliadas. Os
coeficientes de variagdo observados foram de 14,14% aos 7 dias e 27,14% aos 14
dias.

Embora o potencial nematicida de B. velezensis tenha sido observado sobre
juvenis de M. incognita no experimento anterior, os tratamentos avaliados né&o
promoveram redugao significativa da eclosdo de ovos nas condigdes deste estudo,
possivelmente em fungao da concentragao utilizada e/ou da metodologia empregada,
fatores que podem influenciar a agdo do microrganismo sobre esse estadio do

nematoide.
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5.3 Consideragoes sobre o efeito de Bacillus velezensis em diferentes estagios

de Meloidogyne incognita

Os resultados obtidos no ensaio de eclosdo demonstraram que apenas o
tratamento quimico (T2) diferiu estatisticamente dos demais tratamentos,
apresentando maior eficiéncia na redugéo da ecloséo de juvenis de M. incognita. Por
outro lado, os tratamentos contendo metabdlitos e suspensdes celulares das cepas
de B. velezensis nao diferiram da testemunha nas condi¢des avaliadas, tanto aos 7
quanto aos 14 dias apds a instalacdo do experimento.

Embora os resultados do ensaio de eclosdo ndo tenham evidenciado efeito
significativo das cepas bacterianas e de seus metabdlitos sobre os ovos do nematoide,
observa-se que os resultados obtidos no ensaio anterior de mortalidade de juvenis
foram expressivamente distintos. No ensaio conduzido com juvenis de segundo
estadio (J2), B. velezensis promoveu aproximadamente 75% de mortalidade dos
nematoides apos 48 horas de exposi¢ao, reduzindo drasticamente a porcentagem de
individuos vivos em comparacédo a testemunha. Esse resultado demonstra que a
bactéria apresenta potencial nematicida efetivo, especialmente sobre formas moéveis
do patogeno, conforme ilustrado anteriormente na Figura 4.

A divergéncia observada entre os dois experimentos pode ser explicada,
principalmente, pelas diferencas biolégicas entre os estagios avaliados e pelas
condigdes metodologicas empregadas em cada ensaio. No experimento de
mortalidade, os juvenis de segundo estadio permaneceram em contato direto com
elevada concentragcdo da suspensao bacteriana, contendo células viaveis de B.
velezensis na concentragdo de 1 x 10® enddsporos mL™"'. Considerando que a
suspenséo foi preparada com dose equivalente a 500 mL ha™" em volume de calda de
100 L ha™, a concentracéo final do fermentado na calda correspondeu a 0,5%. Dessa
forma, os 4 mL de calda aplicados em cada unidade experimental continham
aproximadamente 20 uL do fermentado bacteriano, permitindo alta disponibilidade de
células viaveis, metabdlitos extracelulares e enzimas hidroliticas produzidas
continuamente durante o periodo de incubacao.

A literatura indica que os juvenis de segundo estadio (J2) de fitonematoides
constituem o principal estagio infectivo utilizado em ensaios com espécies de Bacillus,
sendo frequentemente associados a reducao de motilidade e viabilidade apoés

exposicao a metabdlitos bacterianos. Esses efeitos sdo atribuidos a acgédo de
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compostos extracelulares, como proteases, quitinases, lipopeptideos e substancias
volateis, que interferem em processos fisioldgicos essenciais do nematoide (Hu, 2020;
Yang, 2013; Vasantha-Srinivasan, 2025). A cuticula é reconhecida como um
importante sitio de agcdo desses compostos, embora a maior suscetibilidade dos J2
deva ser interpretada como uma inferéncia mecanistica a partir desses achados (Hu,
2020; Yang, 2013).

Diversos estudos demonstram que espécies pertencentes ao género Bacillus
apresentam mecanismos de acdo relacionados a degradagcdo da cuticula dos
nematoides, alteracdo da permeabilidade celular e comprometimento da motilidade
dos juvenis, resultando em mortalidade elevada em condig¢des in vitro (ZHANG et al.,
2020; LI et al., 2021). Assim, a elevada mortalidade observada no presente estudo
sugere que a cepa prospectada apresenta atividade bioldgica relevante sobre formas
moveis de M. incognita.

Em contrapartida, o ensaio de eclosdo foi conduzido sob condigdes
metodoldgicas substancialmente diferentes. Nesse experimento, os tratamentos
foram preparados com base na equivaléncia das doses recomendadas para
tratamento de sementes, utilizando volume padrao de calda de 500 mL para 100 kg
de sementes. Para o tratamento contendo o produto comercial a base de metabdlitos
de B. rinojensis, foram utilizados 60 mL do produto diluidos em 440 mL de agua
destilada, totalizando 500 mL de calda; o mesmo se procedeu para os preparados
fermentados e metabdlitos das diferentes cepas de B. velezensis. Dessa forma, a
concentragao efetiva do produto comercial na calda foi de apenas 12%.

Considerando que cada unidade experimental recebeu somente 1 uL da calda
preparada, a quantidade efetiva de produto comercial disponibilizada por tubo foi
equivalente a aproximadamente 0,12 pL. Quando comparado ao ensaio de
mortalidade, no qual foram utilizados aproximadamente 20 pL do fermentado
bacteriano contendo elevada carga bioldgica, verifica-se diferenca extremamente
expressiva na quantidade de material biologicamente ativo disponibilizado entre os
experimentos.

Essa diferencga representa um dos principais fatores capazes de explicar os
resultados observados. O ensaio de mortalidade utilizou um volume substancialmente
superior de suspensido bacteriana quando comparado ao ensaio de ecloséao.

Consequentemente, a disponibilidade de metabdlitos bioativos no ensaio de eclosao
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provavelmente permaneceu abaixo do limiar necessario para promover efeito
significativo sobre os ovos de M. incognita.

Outro aspecto relevante refere-se a propria complexidade biolégica associada
a inibicdo da eclosdo de ovos. Diferentemente dos juvenis méveis, os ovos de
fitonematoides apresentam estruturas altamente especializadas de protecao.
Segundo Perry e Trett (1986), a casca dos ovos é composta por diferentes camadas
estruturais, incluindo camada vitelinica externa, camada quitinosa intermediaria e uma
camada lipidica interna semipermeavel. Essa organizagdo estrutural atua como
barreira fisica e quimica, dificultando a penetracdo de compostos toxicos e reduzindo
a acao direta de metabdlitos antimicrobianos sobre o embrido em desenvolvimento.

Dessa forma, a inibicdo da ecloséo constitui um mecanismo biologicamente
mais complexo do que a mortalidade de juvenis. Enquanto juvenis méveis apresentam
maior suscetibilidade a acao direta de compostos extracelulares, os ovos necessitam
que os metabdlitos atravessem estruturas protetoras antes de atingir o embrido.
Consequentemente, muitos compostos biologicamente ativos apresentam elevada
eficiéncia sobre juvenis, mas baixa eficiéncia sobre ovos, especialmente quando
utilizados em baixas concentracoes.

Além da baixa concentragcao efetiva aplicada, outro fator que pode ter
contribuido para a auséncia de diferengas estatisticas refere-se a utilizacao de
metabdlitos extracelulares filtrados. Diferentemente do ensaio de mortalidade, no qual
células bacterianas viaveis permaneceram presentes durante o periodo experimental,
parte dos tratamentos do ensaio de eclosao continha apenas metabdlitos previamente
produzidos e posteriormente filtrados. Nessas condi¢gdes, ndo ocorre produgao
continua de novos compostos bioativos durante a incubagdo, podendo haver
degradacgéo, instabilidade ou perda de atividade biolégica ao longo do tempo.

Outro ponto importante refere-se a forma de aplicacdo simulada no
experimento. O tratamento de sementes, por natureza, envolve volumes reduzidos de
calda e menor disponibilidade de metabdlitos em contato direto com o patégeno. Em
condicbes de campo, parte da eficiéncia desses produtos depende da colonizagao da
rizosfera, multiplicacdo bacteriana e produgdao continua de metabdlitos apds a
germinacao da planta, fendmenos que ndao sao completamente reproduzidos em
ensaios in vitro de ecloséo.

Os resultados obtidos também demonstram que o préprio produto comercial

a base de metabdlitos, ja registrado para manejo de fitonematoides, n&o apresentou
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diferenca significativa em relagdo a testemunha nas condigbes avaliadas. Esses
resultados indicam que a auséncia de efeito significativo pode estar associada a
fatores como concentragao e disponibilidade dos compostos bioativos.

A superioridade observada no ensaio de mortalidade pode estar diretamente
relacionada a maior disponibilidade biolégica da suspensao bacteriana e a forma de
exposi¢cao dos nematoides ao tratamento. Estudos demonstram que aplicagdes
realizadas em sulco apresentam maior eficiéncia no controle de fitonematoides
quando comparadas ao tratamento de sementes. Liu e Timper (2020), avaliando
Pasteuria penetrans no controle de Meloidogyne arenaria, observaram que a
aplicagdo em sulco promoveu redugdo de 57,3% na reproducdo do nematoide,
enquanto o tratamento via sementes proporcionou apenas 35,6% de redugado. Os
autores atribuiram esse comportamento a maior distribuicdo dos esporos no solo e ao
aumento do contato entre os agentes bioldgicos e os juvenis infectivos do nematoide.

Outros estudos demonstram que a atividade nematicida de espécies de
Bacillus apresenta comportamento dependente da dose aplicada. El-Nagdi et al.
(2019) observaram aumento significativo da atividade nematicida de Bacillus spp. com
o incremento da concentragao bacteriana utilizada, evidenciando relacao direta entre
dose e eficiéncia de controle de M. incognita. Esses resultados corroboram os
achados do presente estudo, no qual o ensaio conduzido com maior disponibilidade
biolégica da suspensdo fermentada apresentou elevada mortalidade de juvenis,
enquanto o ensaio de eclosdo, realizado com concentragdes substancialmente
inferiores, ndo promoveu diferenca estatistica significativa.

Resultados semelhantes foram observados por Kamalanathan et al. (2023),
que relataram elevada eficiéncia de B. velezensis sobre juvenis de M. incognita,
promovendo elevada mortalidade e reducdo da eclosdo apenas quando utilizadas
concentragbes mais elevadas e periodos prolongados de exposi¢cado. Esses autores
destacam que a eficiéncia dos metabdlitos bacterianos esta diretamente relacionada
a concentragao disponivel e ao tempo de contato com os ovos.

Portanto, os resultados obtidos sugerem que o potencial nematicida de B.
velezensis esta mais associado a agao sobre estagios moéveis de M. incognita,
especialmente juvenis de segundo estadio, do que diretamente sobre a inibicdo da
eclosdo de ovos nas condi¢cdes avaliadas. Adicionalmente, demonstram que fatores

como concentragdo efetiva dos metabdlitos, disponibilidade bioldgica, tempo de
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exposicao e forma de aplicagdo exercem influéncia determinante sobre a eficiéncia do

controle bioldgico de fitonematoides.
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6 CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que Bacillus velezensis apresenta potencial
nematicida sobre juvenis de segundo estadio de Meloidogyne incognita, promovendo
elevada mortalidade dos nematoides nas condi¢cdes avaliadas. Os resultados obtidos
evidenciam que a bactéria possui atividade bioldgica relevante, principalmente sobre
formas moéveis do patdégeno.

Entretanto, os tratamentos contendo metabdlitos secundarios e suspensdes
bacterianas ndo promoveram reducgado significativa da eclosdao de ovos de M.
incognita. Os resultados observados sugerem fatores relacionados a concentragéo
dos tratamentos empregados, a disponibilidade dos compostos bioativos e condi¢des
experimentais adotadas. Além disso, a maior resisténcia estrutural dos ovos,
caracterizada pela presenga de camadas protetoras que dificultam a penetracao de
compostos externos, em comparagdo aos juvenis, provavelmente contribuiu para a
menor suscetibilidade aos metabdlitos bacterianos nas condi¢des estudadas.

Dessa forma, os resultados indicam que o potencial de B. velezensis esta mais
associado ao controle de juvenis infectivos do nematoide do que a inibicdo da eclosao
de ovos nas condigcdes experimentais utilizadas. Novos estudos sdo necessarios
visando ao ajuste de concentragdes, tempo de exposigdo e formas de aplicagéo,
especialmente em aplicagdes via sulco, buscando ampliar a disponibilidade biologica
dos compostos produzidos pela bactéria e otimizar sua utilizagcdo no manejo biolégico

de fitonematoides.
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